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RESUMEN  
El ion calcio (Ca2+) es un segundo mensajero muy versátil que participa en diferentes 

procesos celulares a través de incrementos transitorios de su concentración intracelular ([Ca2+]i). 

Sin embargo, mantener elevada la [Ca2+]i por tiempos prolongados ocasiona daños irreversibles 

e incluso la muerte celular o apoptosis. Para mantener la [Ca2+]i en niveles basales, la célula 

invierte una gran cantidad de energía para extruir el Ca2+ mediante sofisticados mecanismos de 

remoción. En diferentes tipos celulares se ha observado que al estimular la liberación de Ca2+ 

del ER, se induce la entrada de Ca2+ operada por depósito (SOCE, por sus siglas en inglés), la 

cual tiene dos consecuencias principales: rellenar el ER de forma rápida y mantener el 

incremento del Ca2+ citoplásmico.  

Los componentes moleculares involucrados en la expresión de SOCE son los canales 

Orai y las proteínas STIM; se han descrito tres isoformas del canal Orai, dos isoformas de la 

proteína STIM y algunas variantes de splicing en ambas. La complejidad de estas proteínas se 

vislumbra porque solo en los mamíferos Orai1 posee dos diferentes sitios de inicio de la 

traducción, generando una proteína larga (α, 63 aminoácidos adicionales en el extremo N 

terminal) y una corta (β). Ambas transportan Ca2+ de forma similar, aunque se ha sugerido que 

Orai1α es más sensible a la inactivación por Ca2+. Estos datos sugieren que Orai1α pudiera 

tener mecanismos de regulación adicionales a los de Orai1β.  

El principal objetivo de este trabajo fue estudiar si la fosforilación de Orai1α-S27/S30 

pudiese regular la dinámica de Ca2+ a través de una interacción entre Orai1 y el receptor de IP3 

(IP3R, por sus siglas en inglés). En este trabajo reportamos que la sobreexpresión de Orai1 en 

células HeLa inhibió fuertemente la liberación de Ca2+ e incrementó el transitorio de Ca2+ 

intracelular en células que fueron estimuladas con agonista y tapsigargina (TG) en un medio 

con Ca2+. Además, la inhibición de la liberación de Ca2+ del ER fue dependiente de la 

participación del agonista y de la actividad de las PKCs dependientes de Ca2+, por lo que cual 

se comenzó a estudiar tanto la mutante de Orai1 que no puede ser fosforilada por PKCβ, Orai1 

S27A/S30A, como la mutante que mimetiza un canal permanentemente fosforilado, Orai1 

S27D/S30D. 

Mediante ensayos de ligación por proximidad, coinmunoprecipitación y FRET, se ha 

mostrado que el canal Orai1 interacciona con el IP3R, además este complejo incrementa cuando 

las células fueron estimuladas con agonista y con TG en un medio suplementado con Ca2+. Por 

lo que, en este trabajo presentamos un nuevo papel de Orai1 como inhibidor de la actividad del 

IP3R. Debido a que este efecto inhibitorio requiere de un medio con Ca2+ y que además el 

transitorio de Ca2+ intracelular incrementó al sobreexpresar Orai1, es probable que este canal 

estabilice al IP3R una vez que se encuentre en el estado inactivo por Ca2+.   

Adicionalmente, en este trabajo se muestra que la fosforilación de las S27/S30 podrían 

estar modulando la localización intracelular de Orai1; esto podría favorecer que Orai1 

S27D/S30D permanezca en vesículas intracelulares por más tiempo. Debido a que tanto el 

extremo N como el C participan en el reciclamiento vesicular de Orai1, la propuesta es que la 

fosforilación de las S27/S30 contribuyen a la internalización de Orai1. Con base en todos los 

datos presentados en este trabajo de tesis, se propone que Orai1 además de favorecer el 

rellenado del ER por transportar Ca2+ del espacio extracelular al citoplasma, también suprime la 

liberación de Ca2+ del ER al inhibir la actividad del IP3R, evitando una excesiva fuga de Ca2+ 

luminal. Considerando que la desregulación de la actividad de Orai1 ha sido asociada a 

diferentes canalopatías, estos hallazgos contribuyen a entender mejor el papel que Orai1 está 

llevando a cabo.  
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ABSTRACT 
Ca2+ ion (Ca2+) is a second messenger that participates in a plethora of cellular 

processes by increasing cytoplasmic Ca2+ concentration ([Ca2+]i). However, a 

sustained raise in [Ca2+]i leads to cell damage and worse cell death or apoptosis. To 

maintain [Ca2+]i at low resting level, cells have developed a sophisticated Ca2+ toolkit 

to remove Ca2+ from the cytoplasm. In different cells lines have observed that Ca2+ 

release from the ER induces the so-called Store-Operated Calcium Entry (SOCE). 

SOCE has two main functions; rapidly refills the ER and keeps elevated the [Ca2+]i.  

The molecular components behind SOCE are the Orai channels and the STIM 

proteins. Three Orai isoforms and two STIM isoforms have been described and 

some splicing variants. The complexity of these proteins is evident since in mammals 

was reported an Orai1 alternative translation initiation variant with 63 additional 

amino acids at N-terminus domain and although it has been shown that both long 

(α) and short (β) Orai1 isoforms have the same Ca2+ channel activity, Orai1α 

displays a stronger Ca2+ dependent inactivation. All these data suggest that Orai1α 

could have different regulatory mechanisms. 

The main goal in this work was to study whether phosphorylation on 

Orai1α-S27/S30 could regulate Ca2+ dynamics due to the interaction between Orai1 

and the IP3 receptor (IP3R). We have found in HeLa cells that Orai1 overexpression 

strongly inhibited Ca2+ release while at the same time stimulated Ca2+ entry in 

response to agonist and thapsigargin (TG) in saline solution with Ca2+. Additionally, 

reduced Ca2+ release from the ER required the agonist and Ca2+ dependent PKC 

activity, for this reason we decided to study both Orai1 S27A/S30A and S27D/S30D 

mutants, the former cannot be phosphorylated by PKCβ while the latter is a 

phosphomimetic mutant which simulates an irreversibly phosphorylated channel. 

The proximity ligation assay, coimmunoprecipitation and FRET, all three 

showed that Orai1 channel interacts with the IP3R, additionally this complex 

increased in cells stimulated with agonist and TG in a medium supplemented with 

Ca2+. In this work, we present a new role for phosphorylated Orai1 as inhibitor of 

IP3R activity. Since this inhibition requires an external Ca2+ medium besides we 

observed an increased [Ca2+]i transient with Orai1 overexpression, it is likely that 

Orai1 can stabilize the IP3R in the Ca2+-inactivated state. 

In addition, this work shows that S27 and S30 phosphorylation state modulates 

Orai1 intracellular location, accordingly Orai1 stays longer in intracellular vesicles. 

Since both N and C-termini participate in Orai1 vesicle recycling, we therefore 

propose that S27/S30 phosphorylation enhances Orai1 internalization. Based on all 

the data presented in this Ph. D. thesis, we propose that Orai1 facilitates ER refiling 

by two different mechanisms: by allowing Ca2+ entry, and by suppressing IP3R-

mediated Ca2+ release from the ER. Since Orai1 dysregulation is associated with 

several channelopathies, these findings can contribute to better understand the role 

of Orai1 in calcium signaling. 
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1. INTRODUCCIÓN  
El ion calcio (Ca2+) es un segundo mensajero que está implicado en la 

regulación de muchos procesos celulares, debido a que su unión con diferentes 

proteínas puede inducir cambios conformacionales que permiten la activación o 

inhibición de enzimas, canales iónicos, bombas, transportadores, intercambiadores 

o amortiguadores de Ca2+ (Newton, Bootman, and Scott 2016). El Ca2+ regula una 

plétora de procesos celulares que abarcan desde el crecimiento y la proliferación, 

hasta procesos de muerte celular programada o apoptosis (Berridge, Bootman, and 

Lipp 1998), por lo que la célula mantiene un estado estacionario de Ca2+ finamente 

regulado (Guerrero-Hernandez, Dagnino-Acosta, and Verkhratsky 2010).  

 

En condiciones de reposo, la concentración de Ca2+ citoplásmico ([Ca2+]i) se 

mantiene cercana a 100 nM y alcanza picos de 500 a 1000 nM en respuesta a 

estímulos físicos o químicos (Guerrero-Hernández et al. 2020). Las dos principales 

fuentes de Ca2+ son el retículo endoplásmico (ER, por sus siglas en inglés) y el 

espacio extracelular. Indicadores de Ca2+ que se expresan en el lumen del ER 

revelan una concentración de Ca2+ ([Ca2+]) libre que se encuentra alrededor de 500 

µM (Rossi and Taylor 2020), mientras que en el espacio extracelular la [Ca2+] se 

mantiene constante en valores de ~1.2 mM por diversos mecanismos 

homeostáticos (Bronner 2001). Los incrementos transitorios en la [Ca2+]i modulan 

diversos procesos celulares, pero a su vez los sistemas de extrusión de la célula 

regulan que los niveles de Ca2+ en el citoplasma se mantengan en el orden de nM 

(Guerrero-Hernandez et al. 2010; Perez-Rosas et al. 2015). 

 

1.1  Entrada de Ca2+ operada por depósito (SOCE). 

En células no excitables se reportó que al inducir la liberación de Ca2+ del ER 

a través del receptor de IP3R (IP3R, por sus siglas en inglés) o al bloquear la ATPasa 

de Ca2+ del retículo sarco/endoplásmico (SERCA, por sus siglas en inglés) con 

tapsigargina (TG) se producía una fuerte entrada de Ca2+, la cual se denominó 

entrada capacitativa (Putney 1986; Putney Jr. and Ribeiro 2000; Smyth et al. 2010). 

Esta entrada de Ca2+ requería un depósito de Ca2+ vacío, por lo que se denominó 

entrada de Ca2+ operada por depósito (SOCE, por sus siglas en inglés). Hoy en día 
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se sabe que también en células excitables existe una participación de SOCE y es 

muy relevante para mantener el estado estacionario de Ca2+ del ER de forma aguda 

(Bollimuntha, Pani, and Singh 2017; Majewski and Kuznicki 2015; Wegierski and 

Kuznicki 2018; Zhang and Hu 2020). Los canales Orai y las proteínas STIM forman 

un complejo que permite la entrada de Ca2+ del espacio extracelular al citoplasma 

en respuesta a una reducción de la [Ca2+] del ER. En la Fig. 1.1 se muestra un 

esquema representativo de cómo se lleva a cabo la activación de Orai1 por STIM1.   

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.1. Representación esquemática de la interacción Orai1-STIM1. En condiciones de reposo 
STIM1 está unido a Ca2+; cuando se reduce la [Ca2+] dentro del ER, STIM1 se oligomeriza, 
exponiendo su dominio citoplásmico con el que puede unirse a la membrana plasmática y reclutar a 
Orai1. La interacción Orai1-STIM1 permite una fuerte entrada de Ca2+ del espacio extracelular al 
citoplasma (Tiffner, Maltan, et al. 2021). 
 
 

Cada vez hay más información acerca de la importancia de SOCE y las 

proteínas que modifican significativamente la actividad de STIM y Orai (Ahmad et 

al. 2022; Emrich et al. 2021; Kawasaki et al. 2010; Sampieri et al. 2018; Woodard et 

al. 2010), por lo que se abre un amplio campo de investigación sobre la importancia 

de mantener la homeostasis del Ca2+ en el lumen del ER y en el citoplasma. En las 

siguientes secciones se describen los componentes moleculares de las proteínas 

que llevan a cabo SOCE. 
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1.2  STIM1 (Molécula de Interacción del Estroma 1). 

STIM1 es una proteína larga de un único pase transmembranal que reside en 

la membrana del ER y cuenta con un dominio mano EF orientado hacia el lado 

luminal del ER, el cual en condiciones de reposo está unido a Ca2+ (Fahrner and 

Romanin 2021; Yuan et al. 2009). STIM1 cuenta con un motivo α estéril (SAM, por 

sus siglas en inglés) que se oligomeriza, formando dímeros cuando su dominio 

mano EF se disocia del Ca2+ (van Dorp et al. 2021). STIM1 tiene un dominio 

citosólico largo que cuenta con una región C terminal rica en lisinas; se ha propuesto 

que esta región polibásica interacciona con el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2, 

por sus siglas en inglés) y el fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3, por sus siglas 

en inglés) de la membrana plasmática (Hogan 2015; Yuan et al. 2009).  

 

Los agregados de STIM1 terminan interaccionando con proteínas de la 

membrana plasmática en regiones que se conocen como “sitios de contacto 

membranal” (MCS, por sus siglas en inglés) ya que están a una distancia de 10 a 

30 nm. En células HeLa se ha reportado que los MCS tienen una extensión 

promedio de 100–200 nm y ocupan <1 % de la membrana plasmática (Hogan 2015). 

En estas regiones, STIM1 recluta a Orai1 y lo activa, permitiendo un flujo de Ca2+ 

de alta selectividad. Hay evidencia de que la activación eficiente de Orai1 requiere 

dos subunidades de la proteína STIM1 por cada subunidad de este canal (Fahrner, 

Schindl, and Romanin 2018; Hoover and Lewis 2011; Tiffner, Schober, et al. 2021; 

Yeung, Yamashita, and Prakriya 2020); esta estequiometría es importante puesto 

que explica que la sobreexpresión de Orai1, sin STIM1, resulta en una inhibición de 

SOCE por un efecto de “dilución” del STIM1 endógeno con los nuevos canales Orai1 

(Soboloff et al. 2006) de tal forma que se reduce el número de canales donde todas 

sus subunidades tienen STIM1.  

 

Se ha identificado la región mínima necesaria de STIM1 para activar a los 

canales Orai1, la cual ha recibido diferentes nombres según el grupo que ha 

identificado dicha región, como OASF (Muik et al. 2009), Ccb9 (Kawasaki, Lange, 

and Feske 2009), SOAR (Yuan et al. 2009) o CAD (Park et al. 2009). Este dominio 

de STIM1 es suficiente para inducir las corrientes de Ca2+ activadas por liberación 

de Ca2+ (ICRAC, por sus siglas en inglés). El dominio CC1 (coiled-coil) de los tres 
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presentes en STIM1 interactúa con el dominio CAD para suprimir SOCE (van Dorp 

et al. 2021), mientras que los otros dos dominios, CC2 y CC3, son los que 

constituyen la región de activación de Orai1 (Tiffner, Maltan, et al. 2021). 

 

 
Fig. 1.2. Representación esquemática de los dominios de STIM1. La imagen muestra los 
dominios de la proteína STIM1 de humano; la región sombreada de rosa muestra los dominios que 
se encuentran en el lado luminal del ER y la región sombreada de azul muestra los dominios que se 
encuentran en el lado citosólico. Los recuadros presentan una ampliación del dominio mano EF, el 
dominio CC1α3-CC2 y el dominio SOAR que es la región mínima para la activación de los canales 
Orai1 (Fahrner et al. 2018).  

 
 

La formación de los agregados de STIM1 requiere una reducción sustancial 

de Ca2+ del ER debido a que su dominio mano EF presenta una alta afinidad por 

Ca2+ comparada con STIM2, mostrando una constante de disociación (Kd) de 

0.2-0.6 mM, el cual es un valor muy similar a la [Ca2+] libre en el lumen del ER 

(Novello et al. 2020; Soboloff et al. 2012; Stathopulos et al. 2006), por lo que para 

observar una fuerte entrada de Ca2+ operada por depósito (SOCE) se han diseñado 

protocolos en los que se debe inducir un fuerte vaciamiento de Ca2+ del ER. El 

protocolo clásico de SOCE consiste en bloquear a la bomba SERCA con TG en un 

medio sin Ca2+, lo que permite la formación de los agregados STIM1-Orai1, lo que 

a su vez induce una fuerte entrada de Ca2+ cuando este ion es adicionado al medio 

extracelular (Abdullaev et al. 2008; Ahmad et al. 2022).  
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1.3  STIM2 (Molécula de Interacción del Estroma 2). 

La isoforma STIM2 es una proteína que cuenta con un dominio mano EF con 

menor afinidad por Ca2+ que STIM1, con una Kd de 0.4–0.8 mM. En condiciones 

de reposo la [Ca2+] libre del ER se encuentra entre 0.4 y 0.7 mM (Novello et al. 

2020), por lo que se propone que STIM2 recluta y activa a los canales Orai1 en 

condiciones de reposo (Ahmad et al. 2022; Ong et al. 2015), mientras que STIM1 

requiere que haya un vaciamiento sustancial de Ca2+ del ER para la formación de 

los agregados STIM1-Orai1 (Ahmad et al. 2022). Adicionalmente, STIM2 tiene una 

secuencia de retención del ER que no presenta STIM1, por lo que esta proteína se 

encuentra exclusivamente en la membrana del ER, mientras que 5–10 % de STIM1 

se encuentra en la membrana plasmática (Soboloff et al. 2012). 

 

STIM2 es un activador débil de los canales Orai1, por lo que se ha sugerido 

que la importancia de esta proteína, además de su función como una proteína 

constitutivamente activa, es la de facilitar la formación de los agregados de STIM1 

y Orai1 (Ong et al. 2015). Además, se ha propuesto que STIM2 forma agregados 

en condiciones basales debido a que esta proteína detecta la disminución local de 

Ca2+ que se produce cuando el IP3R es activado de forma espontánea (Ahmad et 

al. 2022). Esto concuerda con observaciones donde hay una correlación entre la 

actividad del IP3R y la formación de agregados de STIM2 en condiciones basales, 

aunque no se pudo observar que STIM1 o STIM2 coinmunoprecipitaran con el IP3R1 

(Ahmad et al. 2022). Esto sugiere que la comunicación estrecha entre STIM2 y el 

IP3R1 podría requerir la participación de otras proteínas, por ejemplo, el canal Orai1.  

 

De manera fisiológica se ha reportado una variante de splicing de STIM2, 

denominada STIM2β o STIM2.1, la cual tiene un efecto antagónico en SOCE ya que 

su sobreexpresión resulta en la supresión de la entrada de Ca2+ y la reducción de 

su expresión produce un incremento de la entrada de Ca2+ (Miederer et al. 2015; 

Rana et al. 2015). Adicionalmente se ha identificado otra variante de splicing, la 

proteína STIM2.3, pero se desconoce su función (Grabmayr, Romanin, and Fahrner 

2021). Estos hallazgos sugieren que SOCE tiene varios puntos de regulación en 

STIM1 y Orai1 por diversos componentes moleculares. 
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1.4  Orai1. 

Orai1 es la subunidad formadora de los canales CRAC; cada monómero de 

esta proteína consta de cuatro pases transmembranales con los extremos N y C 

terminal orientados hacia el espacio citoplásmico (Prakriya et al. 2006; Soboloff et 

al. 2006). Los canales Orai1 residen en la membrana plasmática, con alta 

selectividad por Ca2+ debido a la presencia de un anillo formado por ácidos 

glutámicos que se ubican en la posición 106 (E106) de cada subunidad de Orai1 de 

humano (Hou et al. 2012). La mutante conservada de aspartato por glutamato, 

aunque también tiene carga negativa (Orai1-E106D) reduce 10 veces su 

selectividad por Ca2+ y cuando este aminoácido se reemplaza con alanina 

(Orai1-E106A), resulta en la pérdida total de su actividad de canal. Debido a que 

una subunidad de Orai1-E106A destruye el anillo de glutamatos, se considera que 

esta mutante es una dominante negativa de los canales CRAC (Prakriya et al. 2006).  

 

La estructura cristalina de Orai de Drosophila melanogaster (Hou et al. 2012) 

ha mostrado que los canales Orai están formados por hexámeros, cada subunidad 

consta de cuatro hélices α transmembranales (M1-M4). M1 forma el anillo interno y 

recubre el poro iónico que se encuentra en el centro del canal, mientras que M2 y 

M3 forman un anillo intermedio que separa a M1 de M4. M4 se encuentra más 

alejada del poro, por lo que se ha propuesto que este dominio le pudiese conferir 

movilidad a Orai (Fig. 1.3 A). Adicionalmente, M2 y M3 podrían permitir que la región 

citoplásmica del poro pueda ensancharse debido a que forman un anillo que solo 

rodea la región transmembranal de las hélices M1, dejando libre la región 

intracelular de M1 (Fig. 1.3 B).  

 

En la Fig. 1.3 C, D, se muestra el poro del canal Orai de Drosophila 

melanogaster y entre paréntesis se indica el aminoácido correspondiente para el 

canal Orai1 de humanos. Como se puede observar, el poro tiene una longitud de 

55 Å y está compuesto de cuatro secciones (Fig. 1.3 C, D): el anillo de glutamatos 

en el extremo extracelular contiene seis residuos de E178, una región hidrofóbica 

recubierta por las cadenas laterales de los residuos V174, P171 y L167; esta 

sección pareciera ser relativamente rígida, lo que probablemente ayuda a mantener 

la integridad del canal. Una región básica debido a los residuos K163, K159 y R155, 
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y una sección más ancha que se extiende hacia el citosol, compuesta por residuos 

de Q152 y W148 (Hou et al. 2012). Se han identificado mutaciones del canal Orai 

que provocan diferentes canalopatías, las cuales pueden activar o inhibir al canal 

Orai1 y resultar en un amplio espectro de padecimientos (Feske 2019; Feske et al. 

2006; Lacruz and Feske 2015; Yeh et al. 2020). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1.3. Representación esquemática de la arquitectura del canal Orai. (A) Representación 
lateral de la estructura terciaria del canal. Las cuatro hélices transmembranales se identifican con 
diferentes colores, azul (M1), rojo (M2), verde (M3), marrón (M4) y las extensiones de M4 están 
representadas en color amarillo para la subunidad A y en color gris para la subunidad B. El círculo 
color magenta representa un ion Ca2+. (B) Vista ortogonal del canal desde el lado extracelular. (C) 
Representación de dos hélices M1; en amarillo se representan los aminoácidos que recubren el poro, 
las líneas horizontales de color gris representan los límites aproximados de la membrana plasmática. 
(D) Representación de cuatro hélices α, M1 en color gris; en color verde azulado se representa la 
distancia radial del poro del canal, así como las secciones mencionadas en el texto (Hou et al. 2012). 
 

A B 

C D 



8 
 

Solo los mamíferos expresan una variante con 63 aminoácidos adicionales en 

el extremo N terminal denominada Orai1α, la isoforma corta denominada Orai1β, se 

comienza a traducir en las metioninas 64 o 71. Por lo general la traducción de Orai1β 

inicia a partir de la M64 y solo cuando existen mutaciones, la proteína comienza a 

traducirse en la M71 (Fukushima et al. 2012). La proporción Orai1α/Orai1β es similar 

en diferentes líneas celulares, incluyendo células HeLa, sin embargo, se ha 

reportado que la movilidad de Orai1α en la membrana plasmática es menor que la 

movilidad de Orai1β (Fukushima et al. 2012). Esto podría sugerir que Orai1α 

requiere de reguladores moleculares adicionales, probablemente no descritos, para 

poder movilizarse a lo largo de la membrana plasmática.  

 

Además, se ha reportado que la actividad del canal Ora1β es mayor en 

comparación con Orai1α, lo que sugiere que Orai1α presenta una mayor 

inactivación dependiente de Ca2+ (Zhang et al. 2019). Esto pudiese explicar la 

presencia de estos dominios exclusivos de Orai1α, lo que permitiría llevar a cabo 

una fina regulación de los flujos de Ca2+ y así evitar que haya una excesiva entrada 

de Ca2+ al citoplasma. En la Fig. 1.4 se muestran los dominios que presenta 

únicamente Orai1α. El dominio de unión a PIP2 y caveolina están relacionados a su 

permanencia en la membrana plasmática, así como al tráfico vesicular, mientras 

que los sitios de fosforilación serina 27 y 30 (S27/S30) están asociados a la 

regulación de SOCE y el dominio putativo de unión a calmodulina y a la ciclasa de 

adenilato 8, AC8 han sido asociados a la regulación positiva de SOCE (Kawasaki et 

al. 2010; Yu, Sun, and Machaca 2010; Zhang et al. 2019).  

 

Hay reportes de que el canal Orai1 puede interaccionar con otras proteínas, 

como el macrocomplejo formado por Orai1-STIM1-TRPC3-RACK1-IP3R1 (Woodard 

et al. 2010). Ensayos de coinmunoprecipitación llevados a cabo en este trabajo de 

tesis, mostraron que la interacción entre Orai1 y el IP3R1 o entre Orai1 y el IP3R2 

incrementó por acción del agonista y la TG. Hay que resaltar que en este 

macrocomplejo también participan los receptores para cinasa C activada (RACK, 

por sus siglas en inglés), los cuales participan en la regulación de los flujos de Ca2+ 

mediados por el IP3R.  
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Fig. 1.4. Sitios de unión en el N terminal de Orai1α. En la imagen se indican los sitios putativos 
de unión a calmodulina y a la ciclasa de adenilato 8 (AC8), los sitios de fosforilación de PKC, el sitio 
de unión a PIP2 y a caveolina (Zhang et al. 2019). 
 
 

1.5  Orai2 y Orai3. 

Los canales CRAC están compuestos por tres ortólogos; Orai1, Orai2 y Orai3. 

Los invertebrados expresan un solo canal Orai, en vertebrados no mamíferos se 

expresan dos isoformas, el Orai1 y el Orai2, mientras que los mamíferos son los 

únicos animales que expresan las tres isoformas (Shuttleworth 2012). Los canales 

Orai2 y Orai3 no pueden generar las ICRAC que genera Orai1, sin embargo, varios 

estudios sugieren que estos canales pueden participar en SOCE (Shuttleworth 

2012; Vaeth et al. 2017). Un trabajo reciente ha propuesto que cada subunidad de 

Orai y STIM tiene un papel particular para orquestar finamente los flujos de Ca2+ a 

través de la membrana plasmática, sugiriendo que las isoformas de Orai y STIM no 

son redundantes, sino que cada una regula SOCE y la liberación de Ca2+ del ER de 

forma específica (Emrich et al. 2021a). 

 

La relevancia de Orai2 se ha observado en cultivos neuronales; en este 

modelo celular se ha reportado que reducir la expresión de Orai2 disminuye la 

entrada de Ca2+ operada por depósito, lo que sugiere que Orai2 es el principal canal 

que lleva a cabo SOCE (Stegner et al. 2019). En este trabajo se ha propuesto que 

en neuronas se ha sustituido la participación principal del canal Orai1 por Orai2 

debido a que no se requiere una entrada de Ca2+ sustancial a través de los canales 

CRAC como sería el caso para las células no excitables, permitiendo que la eficiente 

entrada de Ca2+ por Orai1 sea sustituida por una entrada de Ca2+ más modesta, 

mediada por la combinación de Orai2 y STIM2 (Stegner et al. 2019).  
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En linfocitos T que no han sido expuestos a antígenos se ha reportado una 

mayor expresión del canal Orai2, sin embargo, una vez que se diferencian en 

células efectoras, la expresión de este canal disminuye e incrementa la expresión 

de Orai1. Lo más interesante es que la eliminación de la expresión de Orai2 en 

linfocitos T vírgenes resultó en un incrementó de SOCE, sugiriendo que Orai2 

participa como un modulador negativo de la entrada de Ca2+ en este modelo celular 

(Vaeth et al. 2017). La formación de heteromultímeros entre Orai1 y Orai2 podría 

regular las propiedades biofísicas de los canales CRAC, permitiendo regular 

finamente la entrada de Ca2+ (Vaeth et al. 2017). No obstante, en neutrófilos murinos 

se ha reportado que disminuir la expresión de Orai2 reduce SOCE y que es 

necesario reducir tanto la expresión de Orai1 como la de Orai2 para suprimir 

completamente la entrada capacitativa (Grimes et al. 2020). Estos hallazgos en 

conjunto muestran que Orai2 tiene diferentes funciones dependiendo del modelo 

celular; su mecanismo de activación y regulación sigue siendo un tema que requiere 

más investigación.  

 

El canal Orai3 ha mostrado una importante participación en mediar SOCE en 

células de cáncer de mama, pulmón y próstata, promoviendo su crecimiento y 

favoreciendo su capacidad de metástasis (Vaeth et al. 2017). Además, también 

mostró que funciona como un canal de fuga del ER (Leon Aparicio et al. 2017), lo 

que podría explicar por qué a Orai3 se le conoce como oncogén, al permitir la 

supervivencia de las células cancerígenas al evitar una sobrecarga con Ca2+ del ER 

cuando Orai3 funciona como una válvula de escape, reduciendo procesos 

apoptóticos debidos a un exceso de Ca2+ liberado desde el ER a la mitocondria. 

También se han descrito heteropentámeros entre Orai1 y Orai3, en una relación 

estequiométrica 3:2, los cuales forman canales de Ca2 sensible a ácido 

araquidónico. Estos canales difieren en algunas propiedades biofísicas a los 

canales CRAC clásicos (Motiani et al. 2013), lo que sugiere que la regulación de los 

canales Orai tiene diversos mecanismos de activación e inhibición que pudiesen no 

estar aún descritos y esta regulación depende de las isoformas que se están 

ensamblando. 
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1.6  Receptor de IP3. 

En células no excitables, los incrementos transitorios de [Ca2+]i dependen 

sustancialmente tanto de la entrada de Ca2+ por la membrana plasmática, así como 

de la liberación de Ca2+ del ER a través del IP3R; este canal involucra a tres 

isoformas (Mikoshiba 2015). Cada subunidad está compuesta de 2,700 

aminoácidos, los cuales forman canales tetraméricos con un poro grande permeable 

al Ca2+ pero no selectivo, que es coactivado por Ca2+ e IP3 (Fig. 1.5) (Taylor and 

Tovey 2010). El IP3R tiene un sitio de unión a IP3 y dos sitios de unión a Ca2+, el 

Ca2+ activa al IP3R en presencia de IP3, de lo contrario el Ca2+ induce un estado 

inactivado (Lock and Parker 2020). Las células HeLa expresan las tres isoformas 

del IP3R en una proporción ~53:1:46 para el IP3R1, IP3R2 y el IP3R3, 

respectivamente (Hattori et al. 2004; Lock and Parker 2020), por lo que se 

mencionarán algunas de las características más relevantes para cada isoforma.  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 1.5. Regulación de la probabilidad de apertura del IP3R por Ca2+. (A) La unión del IP3 
favorece que el Ca2+ se pueda unir a un sitio estimulatorio o inhibitorio. (B) Un modelo propone que 
la [Ca2+] luminal permite cambiar la sensibilidad del IP3R por el IP3 citosólico, favoreciendo la 
liberación del Ca2+ luminal (Taylor and Tovey 2010). 
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En las células HEK, mediante manipulación genética, se han expresado cada 

una de las tres isoformas del IP3R de forma independiente para estudiar los 

patrones de liberación de Ca2+ de cada isoforma en comparación con células nativas 

(Lock and Parker 2020). La expresión del IP3R1 generó señales de Ca2+ globales 

con amplitudes mucho menores y más lentas que las células nativas o las células 

que expresaban solamente el IP3R2 o el IP3R3. Por otra parte, las células que 

únicamente expresaron el IP3R2 mostraron una rápida y amplia liberación de Ca2+, 

mientras que las células expresando el IP3R3 fueron similares en amplitud a las 

células nativas y a las células expresando solo la isoforma del IP3R2, pero con una 

velocidad lenta de subida de [Ca2+]i (Lock and Parker 2020). En resumen, cada 

isoforma tiene un papel importante en los patrones de liberación de Ca2+, por lo que 

resulta interesante conocer si la velocidad en la liberación de Ca2+ depende de las 

proteínas que puedan estar asociadas a estos canales.  

 

Se ha propuesto que el IP3R tiene una estrecha comunicación con STIM2, 

debido a que la reducción local de la [Ca2+] del ER a través de la apertura 

espontánea del IP3R permite la oligomerización de STIM2 en condiciones basales 

y así inicia la ya ampliamente descrita “actividad constitutiva de STIM2” (Ahmad et 

al. 2022). Adicionalmente, se ha reportado la participación de STIM1 para llevar a 

cabo una correcta señalización de Ca2+ inducida por agonista (Decuypere et al. 

2010). Sin embargo, con ensayos de inmunoprecipitación no se ha observado 

interacción directa entre el IP3R y STIM (Ahmad et al. 2022; Emrich et al. 2021), lo 

que sugiere que podría haber otra proteína que facilite este complejo. De acuerdo 

al trabajo reportado por Woodard et al. (2010), se ha propuesto un macrocomplejo 

compuesto por STIM1, Orai1, TRPC3, RACK y el IP3R1, lo que permite inferir que 

otras proteínas podrían estar participando como proteínas de andamiaje para 

regular los flujos de Ca2+ citoplásmico y luminal del ER.  
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1.7  PKC y su participación en la movilización de Ca2+. 

La familia de las cinasas de proteínas activadas por calcio y diacilglicerol 

(PKC) son un conjunto de proteínas que transducen diferentes vías de señalización, 

su estructura es de un polipéptido conformado de una región N-terminal regulatoria 

(de 20-40 kDa, aproximadamente) y una región C-terminal catalítica (de 45 kDa, 

aproximadamente) (Newton 1995). La Fig. 1.6 muestra la estructura de las 

diferentes isoformas de las PKC. Estas cinasas tienen cuatro dominios conservados 

(C1-C4); el dominio C1 contiene un motivo rico en cisteínas, que está duplicado en 

la mayoría de las isoenzimas y que forman el sitio de unión al diacilglicerol (DAG); 

el dominio C2 contiene el sitio de reconocimiento de lípidos ácidos y en algunas 

isoenzimas, los sitios de unión al Ca2+. Los dominios C3 y C4 forman los lóbulos de 

unión al sustrato y al ATP localizados en el centro de la cinasa (Nishizuka 1995). 

 

La familia de la proteína cinasa C (PKC, por sus siglás en inglés) está formada 

por tres grupos diferentes, clasificación que se basa en la estructura y regulación 

funcional de las diferentes cinasas. Las primeras que se descubrieron son las 

proteínas cinasas C clásicas (cPKC, por sus siglás en inglés), cuya función está 

regulada por DAG que se une al dominio C1 y por Ca2+, que se une al dominio C2. 

El segundo grupo se compone de las proteínas cinasas C nuevas (nPKC, por sus 

siglás en inglés), la cuales son estructuralmente similares a las cPKC, con la 

diferencia que el dominio C2 no es funcional y por lo mismo solamente se activa en 

respuesta al DAG que se une al dominio C1. El último grupo comprende a las 

proteínas cinasas C atípicas (aPKC, por sus siglás en inglés), estas cinasas difieren 

significativamente en su estructura de los dos grupos anteriores (Kawano et al. 

2021; Newton 1995, 2018).  

 

Las aPKC solo tienen un motivo rico en cisteínas, no dos como las cPKC y 

nPKC (ver Fig. 1.6), y los residuos que hacen funcional al dominio C2 no están 

presentes, por lo que se piensa que se activan por interacción con otras proteínas. 

La actividad de las proteínas cinasas C (PKCs, por sus siglas en inglés) está 

regulada por dos mecanismos diferentes: el primero, al igual que otras cinasas, 

involucra una serie de fosforilaciones que permiten que la enzima sea 

catalíticamente competente, así como su correcta alineación de residuos para poder 
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ser localizada en el citoplasma; el segundo sistema de regulación se debe a la unión 

de sus ligandos según sea el caso, ya sea Ca2+ y DAG o solo DAG (Kawano et al. 

2021; Newton 1995). 

 

 
Fig. 1.6 Representación de la estructura primaria, que muestra la actividad regulatoria y 
catalítica de las cPKC, nPKC y aPKC. cPKC cuentan con un dominio de regulación para DAG y 
Ca2+; nPKC no cuentan con los residuos involucrados en la unión de Ca2+, por lo que se activan con 
DAG; aPKC no cuentan con los dominios para ser regulada por Ca2+, y no responde al DAG (Kawano 
et al. 2021). 

 

La PKCβ ha mostrado regular la entrada de Ca2+ operada por depósito a través 

de la fosforilación de las S27/S30 de Orai1 (Kawasaki et al. 2010). En este trabajo 

se emplearon mutaciones puntuales y se sustituyó a las S27/S30 por alaninas que 

no pueden ser fosforiladas, lo que provocó que SOCE incrementara 

significativamente, sin embargo, no se presentaron datos de un canal Orai1 que 

mimetizara una proteína permanentemente fosforilada en las S27/S30. En el 

presente trabajo se estudió la participación de la PKC y de las S27/S30 de Orai1 en 

los flujos de Ca2+. Para este propósito se empleó el PDBu, un éster de forbol que 

activa a la PKC, así como el inhibidor de las PKCs dependientes de Ca2+ (Gö 6976) 

o un inhibidor más generalizado, Gö 6983 (ver tabla suplementaria 1). 
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1.8 Enfermedades asociadas a alteraciones en la homeostasis de Ca2+. 

La función anómala de los canales Orai1 y la proteína STIM1 está asociada a 

diferentes enfermedades, causadas tanto por una excesiva actividad de Orai1, 

como por inhibición de la misma (Hogan and Rao 2015). De hecho, se ha observado 

que Orai1 y STIM1 son proteínas clave para mantener la homeostasis de Ca2+ en 

músculo esquelético (Lacruz and Feske 2015). Mutaciones puntuales en los 

residuos ácidos de STIM (D76, D84 o E87), ubicados en el dominio canónico mano 

EF de STIM1, permiten que esta proteína se mantenga constitutivamente activa, al 

mimetizar la conformación que STIM1 adopta cuando se ha inducido un vaciamiento 

de Ca2+ del ER (Lacruz and Feske 2015).  

 

Personas deficientes de la actividad de STIM1 y Orai1 sufren infecciones 

virales, bacterianas y fúngicas recurrentes (Lacruz and Feske 2015; Tiffner, Maltan, 

et al. 2021). Se ha reportado que en pacientes con deficiencia de STIM1, SOCE 

está fuertemente suprimida, ocasionando el desarrollo de sarcoma de Kaposi 

clásico fatal (Byun et al. 2010). Además, la pérdida de función de Orai1 y STIM1 se 

asocia con alteraciones en la función de células inmunes, así como con hipotonía 

muscular, es decir, una fuerza muscular reducida (Lacruz and Feske 2015).  

 

El reciclamiento de Orai1 también juega un papel importante en la regulación 

de los flujos de Ca2+, ya que se ha observado que el polimorfismo de nucleótido 

individual está asociado a mutaciones que favorecen que Orai1 escape de la vía de 

degradación y en su lugar entre al reciclamiento endosomal, que es positivo a la 

proteína Rab-11, provocando un incremento en la cantidad de Orai1 en la 

membrana plasmática, lo que ocasiona reducción de SOCE por alterar la 

estequiometria entre STIM1 y Orai1 (Yeh et al. 2020). 

 

Por otra parte, el IP3R también juega un papel importante, debido a que son 

tres isoformas y ya que cada una de ellas exhibe un patrón particular de liberación 

de Ca2+, la regulación deficiente de cualquier isoforma puede derivar en diversos 

tipos de enfermedades humanas (Ando et al. 2018; Hisatsune and Mikoshiba 2017; 

Mikoshiba 2015; Terry et al. 2020). Estos ejemplos muestran la relevancia de 

mantener la homeostasis de Ca2+ celular, por lo que resulta relevante estudiar las 
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vastas y diversas interacciones moleculares que permiten llevar a cabo patrones 

espaciotemporales particulares para mantener la regulación de los diferentes 

procesos celulares.  

 

En esta tesis se plantea estudiar si la entrada de Ca2+ y la liberación de Ca2+ 

del ER podrían estar siendo modificadas por Orai1 y determinar cuál es el papel que 

juegan las S27/S30. Esto resulta relevante ya que las patologías que están 

asociadas a alteraciones en los flujos de Ca2+ abarcan un amplio espectro de 

gravedad, por lo que comprender si de manera fisiológica Orai1 tiene un papel dual 

en la regulación de los flujos de Ca2+ podría ayudar a comprender mejor el papel 

que juega en este canal y las alteraciones ocasionadas por su desregulación.  
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2. ANTECEDENTES 

Derivado de mi trabajo de tesis de maestría, hemos reportado que en células 

HeLa, la sobreexpresión de Orai1 produjo una fuerte inhibición en el vaciamiento de 

Ca2+ del ER cuando las células fueron estimuladas tanto con ATP y TG como por 

histamina y TG (Fig. 2.1). Por otro lado, el ATP y TG, pero no la histamina y TG, 

incrementaron el pico del transitorio de [Ca2+]i. Debido a que Orai1 es un canal de 

Ca2+, se comenzó a estudiar si la modificación de los flujos de Ca2+ por Orai1 

requerían la participación tanto del agonista como de la TG. Nuestros datos 

mostraron que no fue suficiente con vaciar el ER utilizando TG, ya que se requiere 

el agonista para poder observar la inhibición en el vaciamiento de Ca2+ del ER al 

sobreexpresar a Orai1 (Martínez-Martínez 2016). 

 

 
Fig. 2.1 La sobreexpresión de Orai1 modificó las respuestas de la [Ca2+] tanto luminal como 
citoplásmica. (A-B) La sobreexpresión de Orai1 incrementó el transitorio de la [Ca2+]i e inhibió la 
liberación de Ca2+ del ER en células estimuladas con ATP y TG. (C-D) La sobreexpresión de Orai1 
no modificó el transitorio de [Ca2+]i, mientras que inhibió fuertemente el vaciamiento de Ca2+ del ER 
al estimular a las células con histamina y TG. (E) El transitorio de Ca2+ citoplásmico incrementó 
significativamente únicamente en células estimuladas con ATP y TG. (F) La fuerte inhibición en la 
liberación de Ca2+ del ER fue estadísticamente significativa tanto para las células estimuladas con la 
combinación de ATP y TG, así como para las células estimuladas con la combinación de histamina 
y TG. Se realizaron 5 experimentos independientes para cada condición y se realizó la prueba 
estadística t de Student en la que se comparó la respuesta al sobreexpresar Orai1 respecto a las 
células transfectadas con el plásmido mock. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
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Aunque se desconoce el mecanismo molecular utilizado por los canales Orai1 

para inhibir el vaciamiento de Ca2+ del ER, el transitorio de Ca2+ citoplásmico no 

muestra supresión, incluso incrementó cuando las células fueron estimuladas con 

ATP y TG, lo que sugiere que Orai1 no perturba la actividad del IP3R, al menos 

inicialmente. Ya que se requiere TG para inhibir el vaciamiento del ER, esto sugiere 

que una mayor actividad de la bomba SERCA no sería la explicación para dicha 

inhibición. El efecto al sobreexpresar Orai1 requiere tanto bloquear a la bomba 

SERCA con TG como la participación del agonista, este último produce DAG que 

activa a las PKCs nuevas y junto con el Ca2+ activa a las PKCs clásicas, por lo que 

se ha propuesto que la actividad de Orai1 es regulada negativamente por la 

fosforilación de PKC en las S27/S30. Por lo tanto, se estudió a la mutante 

Orai1-S27A/S30A (O1-AA) que no puede ser fosforilada por PKCβ (Kawasaki et al. 

2010) y se indujo el vaciamiento del ER tanto con ATP y TG como con histamina y 

TG en presencia de Ca2+. 

 
Fig. 2.2 La mutante Orai1-S27A/S30A (O1-AA) suprimió la inhibición en la liberación de Ca2+ 
del ER. (A-B) La expresión de O1-AA incrementó el transitorio de [Ca2+]i en células estimuladas con 
ATP y TG, sin que modificara la liberación de Ca2+ del ER. (C-D) En las células transfectadas con 
O1-AA no se modificó el transitorio de Ca2+ citoplásmico ni la liberación de Ca2+ del ER. (E) El 
transitorio de Ca2+ citoplásmico incrementó únicamente en células estimuladas con ATP y TG que 
expresaban O1-AA. (F) La liberación de Ca2+ del ER no fue modificada por la mutante O1-AA. Se 
realizaron 5 experimentos independientes para cada condición y se llevó a cabo la prueba estadística 
t de Student en la que se comparó la respuesta al sobreexpresar O1-AA respecto a las células 
transfectadas con el plásmido mock *, p < 0.05. 



19 
 

La Fig. 2.2 muestra que la fosforilación por PKC es necesaria para inhibir la 

liberación de Ca2+ del ER para las células estimuladas con ATP y TG, así como para 

las células estimuladas con histamina y TG. Sin embargo, la respuesta de Ca2+ en 

el citoplasma no mostró dependencia de la fosforilación de las S27/S30, siendo 

reproducible el incremento en el transitorio de [Ca2+]i cuando se empleó el ATP y la 

TG. Con estos datos se planteó la posibilidad de que Orai1 estaría inhibiendo el 

vaciamiento de Ca2+ del ER al interaccionar con el IP3R, más que por su actividad 

intrínseca de canal de Ca2+. Esta propuesta concuerda con la formación del 

complejo entre Orai1, STIM1, RACK, TRPC3 y el IP3R1 en respuesta a agonistas 

productores de IP3 (Woodard et al. 2010). Otro escenario sería que Orai1 modificará 

la actividad del IP3R de forma indirecta por alterar la interacción del IP3R y STIM, 

así como la regulación de la actividad de STIM1 por el IP3R que se ha reportado por 

varios laboratorios independientes (Ahmad et al. 2022; Decuypere et al. 2010; 

Emrich et al. 2021; Sampieri et al. 2018). 

Fig. 2.3 El inhibidor de PKC Gö 6976 modificó los flujos de Ca2+. (A-B) La sobreexpresión de 
Orai1 no modificó el transitorio de Ca2+ citoplásmico ni la liberación de Ca2+ del ER en células que 
fueron incubadas por 10 min con 200 nM de Gö 6976. (C-D) El transitorio de Ca2+ citoplásmico no 
fue modificado al sobreexpresar Orai1 e incubar a las células con Gö 6976 (200 nM) por 10 min, 
mientras que la liberación de Ca2+ del ER sí se redujo por Orai1 únicamente al estimular a las células 
con histamina y TG. (E) El transitorio de Ca2+ citoplásmico no mostro diferencias estadísticamente 
significativas entre las diferentes condiciones. (F) La liberación de Ca2+ del ER fue significativamente 
reducida solo en células estimuladas con histamina y TG. Se realizaron 5 experimentos 
independientes para cada condición y se analizaron mediante la prueba estadística t de Student en 
la que se comparó la respuesta de células que sobreexpresaron Orai1 respecto a las células 
transfectadas con el plásmido mock e incubadas con Gö 6976. *, p < 0.05. 
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Para demostrar la participación de las PKC en este mecanismo de inhibición, 

se realizaron experimentos incubando a las células por 10 min con Gö 6976, este 

inhibidor es selectivo para las PCKs dependientes de Ca2+ (Martiny-Baron et al. 

1993). Como se puede ver en la Fig. 2.3, el transitorio de Ca2+ citoplásmico en 

presencia de este inhibidor fue similar al de las células control, mientras que la 

inhibición del vaciamiento del RE se abatió completamente en células estimuladas 

con ATP y TG. Inesperadamente, las células estimuladas con histamina y TG, 

mostraron una reducción solo en la liberación de Ca2+ del ER, sugiriendo que el 

mecanismo de inactivación que es activado por histamina y TG son diferentes. Se 

ha reportado que no hay una respuesta lineal entre la producción de IP3 inducida 

por agonistas y la respuesta en la [Ca2+]i y que la histamina produce menos IP3 y 

DAG que otros agonistas (van der Wal et al. 2001). No obstante, la histamina puede 

producir DAG por otras vías de señalización que podrían explicar las diferencias 

entre este agonista y el ATP (Oprins et al. 2002). 

 

Todos estos datos en conjunto sugieren que la actividad de la PKC, así como 

los residuos de las serinas 27 y 30 del canal Orai1 son importantes para llevar a 

cabo la inhibición del vaciamiento de Ca2+ del ER, por lo que en el presente trabajo 

se plantea estudiar si la inhibición mediada por Orai1 podría ser un mecanismo de 

regulación de Ca2+ fisiológica y si esta regulación es activada de forma diferencial 

para cada agonista, así como determinar si Orai1 está interaccionando de forma 

directa o indirecta con el IP3R para inhibir su actividad. Además, establecer la 

relevancia tanto de las PKC como de un medio suplementado con Ca2+.  
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3. JUSTIFICACIÓN 
La sobreexpresión del canal Orai1 inhibe el vaciamiento del ER inducido por 

la combinación de ATP y TG o histamina y TG en células HeLa. Por otro lado, hay 

varios reportes de que Orai1 interacciona con el IP3R, pero se desconoce si esta 

interacción modifica los flujos de Ca2+ a través del IP3R. Ya que Orai1 es la 

subunidad formadora de los canales CRAC que participan en SOCE, resulta 

relevante investigar si hubiese otros papeles de Orai1 en relación con la actividad 

del IP3R. 

 
 
  

4. HIPÓTESIS  
La fosforilación del canal Orai1 por la PKC en los residuos S27/S30 facilita la 

internalización del canal Orai1 y su interacción con el IP3R, provocando una 

reducción en la liberación de Ca2+ del ER.      

 
 
 

5. OBJETIVO GENERAL  
Estudiar el papel que tiene la fosforilación del canal Orai1 en los residuos 

S27/S30 y si estas modificaciones postraduccionales promueven la interacción 

entre Orai1 y el IP3R, ocasionando la inactivación de la liberación de Ca2+ a través 

de este receptor.   
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6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Estudiar el efecto del canal Orai1 “permanentemente fosforilado” en S27/S30: 

▪ Mediante el uso de un inhibidor generalizado de PKC (Gö 6983), determinar 

si además de las cPKC, las nPKC podrían estar participando en la inhibición 

del vaciamiento de Ca2+ del ER inducido por la combinación de histamina y 

TG.  

▪ Generar el ADN codificante para la mutante fosfomimética de Orai1 (Orai1 

S27D/S30D) en el vector p3xFLAG-CMV10 y estudiar si su expresión tiene 

un efecto en la inhibición del vaciamiento del ER. 

▪ Determinar el efecto de expresar Orai1 S27D/S30D en células incubadas 

de forma aguda con Gö 6983.  

▪ Determinar el efecto en el vaciamiento de Ca2+ del ER en células que 

expresan Orai1 S27D/S30D al ser incubadas con Gö 6983 por 10 min.  

 

2. Establecer si el canal Orai1 endógeno es capaz de inhibir la actividad del IP3R: 

▪ Determinar si al inhibir la actividad de PKC con Gö 6983 se incrementa el 

vaciamiento inducido únicamente por agonistas. 

▪ Determinar si la activación de PKC con PDBu en un medio sin Ca2+ externo 

inhibe el vaciamiento de Ca2+ del ER.  

▪ Estudiar si Orai1 endógeno puede inhibir el vaciamiento de Ca2+ del RE 

mediante el uso del activador de PKC PDBu. 

 

3. Investigar cuál es el papel de las S27/S30 en la interacción de Orai1 y el IP3R: 

▪ Estudiar la interacción proteína-proteína entre el IP3R y Orai1 inducida por 

ATP, TG, o por la combinación de agonistas y TG, mediante ensayos de 

FRET, coinmunoprecipitación y PLA en células transfectadas con los 

canales Orai1-wt, Orai1-AA y Orai1-DD.  

▪ Estudiar si los canales Orai1-wt, Orai1-AA y Orai1-DD modifican los 

patrones de oscilaciones de Ca2+ inducidas por el agonista ATP en 

presencia de Ca2+ extracelular.   
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 
Para la realización de este proyecto se utilizó la línea celular inmortalizada 

HeLa, la cual ha mostrado ser un buen modelo celular para estudiar la dinámica de 

Ca2+ (Montero et al. 1997; Shen et al. 2016; Vay et al. 2007). En ensayos donde se 

requirió expresar proteínas de elevado peso molecular como el IP3R1, se empleó la 

línea celular HEK-293T debido a su alta eficiencia de transfección (Ooi et al. 2016).  

 

Las líneas celulares HeLa y HEK-293T se cultivaron en cajas Corning de 60 

mm  15 mm en medio DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino y una 

relación de antibiótico de 100 mg/mL penicilina y 100 U/mL estreptomicina. Las 

células se mantuvieron en una incubadora Nuaire a una temperatura de 37 ºC y una 

atmósfera de 5 % CO2. 

 

7.1 Transfección. 

En este trabajo se realizaron transfecciones transitorias de 24 h y los 

plásmidos utilizados se presentan en la tabla 6.1. El plásmido p3XFLAG-CMV10-

Orai1 S27A/S30A fue donado por el Dr. Stefan Feske (New York University School 

of Medicine). Los plásmidos pEX-CFP-STIM1-deltaK, Orai1-CFP, Orai1-E106A, 

p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-Orai1 fueron un generoso obsequio del Dr. Luis Vaca 

(Instituto de Fisiología Celular – UNAM). El plásmido eYFP-C1-hOrai1 y el 

pcDNA3_erGAP3 fueron obsequiados por Dr. Juan Antonio Rosado Dionisio 

(Universidad de Extremadura) y la Dra. María Teresa Alonso (Universidad de 

Valladolid), respectivamente. Las construcciones p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-

Orai1 S27A/S30A, p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-Orai1 S27D/S30D, p3XFLAG-

CMV10-Orai1 S27D/S30D y p3XFLAG-CMV10-Orai1 S27A/S30A-E106A se 

generaron en este trabajo con la asesoría del Dr. Juan Manuel Arias Montaño 

(Facultad de Estudios Superiores Iztacala – UNAM). 
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Tabla 7.1. Plásmidos empleados para la realización de transfecciones transitorias 
en células HeLa y HEK-293T. 

  

 

 

 

 

 

 

Las células HeLa o HEK-293T fueron transfectados con los plásmidos 

mencionados en la tabla 6.1 y 24 h después se efectuaron los ensayos, según se 

indique en cada caso. Como agente de transfección se empleó la lipofectamina 

2000 de Thermo Fisher Scientific que está basada en lípidos catiónicos para agregar 

y facilitar la internalización del ADN (Chong, Yeap, and Ho 2021; Fein et al. 2010). 

Este reactivo consiste de moléculas con una cabeza polar cargada positivamente y 

una, dos o tres cadenas hidrocarbonadas. La carga positiva conferida por la cabeza 

polar permite la interacción entre el lípido y los grupos fosfato de los ácidos 

nucleicos. Se propone que este complejo de ADN plasmídico-lipofectamina se 

internaliza en la célula por endocitosis (Kumar, Nagarajan, and Uchil 2019). 

 

Las células se transfectaron a una confluencia del 70–80 % con el complejo 

de ADN plasmídico y lipofectamina 2000 preparado en Opti-MEM. Para realizar los 

experimentos de espectrofluorometría, las células se cultivaron en cajas Corning de 

60 mm  15 mm (P60) y fueron transfectadas con una relación de ADN plasmídico, 

lipofectamina 2000 y Opti-MEM de 2 µg; 10 µL; 200 µL. Las células para los 

experimentos de microscopía confocal se cultivaron sobre cubreobjetos de 22 mm 

 22 mm, colocados en Placas Corning de 6 pozos, los cuales fueron transfectados 

de acuerdo a la siguiente relación ADN plasmídico, lipofectamina 2000 y Opti-MEM 

de 2 µg; 4 µL; 300 µL. 

Plásmido Resistencia 

pEX-CFP-STIM1-deltaK Kanamicina 

Orai1-CFP Ampicilina  

Orai1-E106A Ampicilina  

eYFP-C1-hOrai1   Kanamicina 

p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-Orai1  Ampicilina 

p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-Orai1 S27A/S30A Ampicilina 

p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-Orai1 S27D/S30D  Ampicilina 

p3XFLAG-CMV10-Orai1 S27A/S30A   Ampicilina 

p3XFLAG-CMV10-Orai1 S27D/S30D   Ampicilina 

p3XFLAG-CMV10-Orai1 S27A/S30A-E106A   Ampicilina 

pcDNA3_erGAP3 Ampicilina 
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7.2 Reactivos y soluciones de registros de Ca2+ citoplásmico y Ca2+ luminal. 

▪ Componentes utilizados en la solución salina suplementada con Ca2+ (en 

mM): 121 NaCl, 5.4 KCl, 0.8 MgCl2, 6 NaHCO3, 1.8 CaCl2, 5.5 glucosa, 25 

HEPES. Ajustado con NaOH a pH 7.3.  

▪ Componentes utilizados en la solución salina sin Ca2 (en mM): 121 NaCl, 5.4 

KCl, 0.8 MgCl2, 6 NaHCO3, 5.5 glucosa, 25 HEPES y 100 μM EGTA. Ajustado 

con NaOH a pH 7.3.  

▪ Componentes utilizados en la solución salina de alto K+ isotónica 

suplementada con Ca2+ (en mM): 126.4 KCl, 0.8 MgCl2, 6 NaHCO3, 1.8 CaCl2, 

5.5 glucosa, 25 HEPES. Ajustado a con NaOH a pH 7.3. 

▪ Componentes utilizados en la solución salina a base de HEPES (HBS, en 

mM): 10 HEPES, 145 NaCl, 5 KCl, 9.9 glucosa y 1 MgSO4. Ajustado a pH 7.4. 

 

Los reactivos utilizados en los registros de fluorometría, son los siguientes: 

ATP (10 μM), histamina (100 μM), TG (1 μM), CaCl2 (2 mM), Gö 6976 y Gö 6983 

(200 nM) y PDBu (1 µM). Digitonina (1 %), EGTA (400 mM) y MnSO4H2O (1.5 M).  

 

7.3 Indicadores fluorescentes de Ca2+. 

Los registros de espectrofluorometría fueron realizados en células incubadas 

con los indicadores fura-2/AM y mag-fluo-4/AM, que reportan cambios de Ca2+ libre 

citoplásmico y Ca2+ libre luminal del ER, respectivamente. El fura-2/AM es un 

indicador de Ca2+ que atraviesa la membrana plasmática. En el citoplasma, sus 

cinco grupos funcionales acetoximetilos son hidrolizados por acción de las 

esterasas citoplásmicas, obteniendo así el indicador fluorescente fura-2, cuya Kd 

por Ca2+ es ~200 nM en el citoplasma (Grynkiewicz, Poenie, and Tsien 1985). El 

fura-2 es un indicador de Ca2+ de cociente debido a que su espectro de excitación 

tiene un corrimiento en respuesta a la unión exclusivamente de Ca2+ (Grynkiewicz 

et al. 1985).  

 

La elevación de la [Ca2+]i incrementa la fracción de fura-2 unido al Ca2+, 

cambiando su longitud de onda máxima de excitación de 360 nm a 340 nm, y 

además aumenta la amplitud de emisión de su fluorescencia. Esto quiere decir que 
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el fura-2 con Ca2+ unido necesita más energía para ser excitado. Ante un aumento 

en la [Ca2+]i, los registros muestran un incremento de la señal de fluorescencia de 

excitación a 340 nm y una disminución de la señal de fluorescencia de excitación a 

380 nm, mientras que a 360 nm el fura-2 no reporta cambios en su señal de emisión 

ante variaciones de la [Ca2+]i (Bootman et al. 2013; Grynkiewicz et al. 1985; Hess et 

al. 2021; Kwakye et al. 2011).  

 

El mag-fluo-4/AM tiene tres grupos acetoximetil éster que son hidrolizados por 

esterasas del citoplasma; en este trabajo se incubó durante 2 h a las células con 

este indicador para permitir su internalización al ER. El mag-fluo-4/AM es un 

indicador que tiene baja afinidad por Ca2+, por lo que se puede emplear para medir 

cambios en los niveles de Ca2+ en el rango de 10 μM a 1 mM. En solución salina se 

ha reportado para el mag-fluo-4/AM una Kd = 22 μM, pero es probable que la 

viscosidad del ER incremente este valor. Este indicador de Ca2+ no tiene forma de 

ser retenido en el RE y se desconoce su Kd dentro del RE, por lo tanto los datos 

obtenidos con mag-fluo-4 muestran valores cualitativos, que reflejan cambios en la 

concentración de Ca2+ luminal del RE o donde se encuentre dicho indicador 

(Paredes et al., 2008). El mag-fluo-4 es excitado a una longitud de onda de 495 nm, 

en el laboratorio se realizan registros simultáneos de Ca2+ empleando el mag-fluo-4 

y el fura-2 debido a que ambos indicadores presentan un pico de emisión a una 

longitud de onda de 510 nm (Grynkiewicz et al. 1985; Paredes et al. 2008).  

 

7.4 Registros simultáneos de Ca2+. 

Se incubó 1 µM de fura-2/AM y 1 µM de mag-fluo-4/AM por cada 1x106 

células en un medio suplementado con 1.8 mM de Ca2+ durante 2 h a temperatura 

ambiente en oscuridad. La cuantificación de células se realizó empleando una 

cámara de Neubauer con una solución de azul de tripano al 0.4 %. El fundamento 

de este ensayo consiste en que el cromóforo está cargado negativamente y no entra 

a las células a menos que su membrana plasmática estuviese dañada. Todas 

aquellas células que no incorporaron el colorante se consideraron viables (Tennant 

1964). Los registros simultáneos de Ca2+ se realizaron en un espectrofluorómetro 

de la compañía PTI (Photon Technology International). 
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7.5 Calibración de la señal de fluorescencia del fura-2. 

La calibración del fura-2 consiste en realizar medidas de la intensidad de 

fluorescencia de este indicador en condiciones de saturación y de ausencia de Ca2+. 

Para calcular el valor de fluorescencia máxima (Fmáx), la membrana plasmática fue 

permeabilizada con 200 µM de digitonina (Paila et al., 2005) para saturar el fura-2  

con el Ca2+ extracelular. Una vez que la señal se estabilizó, se determinó la 

fluorescencia mínima (Fmín) al adicionar 5 mM de EGTA para quelar el Ca2+ y así 

determinar la fluorescencia de fura-2 sin Ca2+. Finalmente, la fluorescencia del fura-

2 fue apagada con 12 mM de MnSO4. Cuando se realizaron registros en ausencia 

de Ca2+, se adicionó 2 mM de CaCl2 antes de comenzar a calibrar. En la Fig. 7.1 se 

presenta un registro de Ca2+, donde se puede observar la secuencia de adición de 

los reactivos empleados para calibrar la señal del fura-2.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7.1. Calibración del fura-2. El fura-2 fue excitado a longitudes de onda de 340, 360 y 380 nm 
y la fluorescencia de emisión fue registrada a 515 nm. La calibración se realizó empleando 2 mM de 
CaCl2 para saturar el fura-2 en los registros donde la solución extracelular no fue suplementada con 
Ca2+. La membrana plasmática se permeabilizó con 200 μM de digitonina, el Ca2+ fue quelado con 5 
mM de EGTA y la fluorescencia de fondo fue apagada con 12 mM de MnSO4. 
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7.6 Determinación de la [Ca2+]i. 

La calibración del fura-2 fue utilizada para determinar la [Ca2+]i; la 

transformación de cuentas de fluorescencia a [Ca2+] (nM) se realizó mediante la 

ecuación de Grynkiewicz (Grynkiewicz et al. 1985). Rmáx, Rmín y el factor β fueron 

calculados después de haber restado la fluorescencia del fura-2 en presencia de 

MnSO4.  

[𝐂𝐚𝐥𝐜𝐢𝐨] (𝐧𝐌) =  
𝐊𝐝 𝛃 (𝐑 − 𝐑𝐦í𝐧) 

𝐑𝐦á𝐱 − 𝐑
 

Donde: 

𝐑𝐦í𝐧 =  cociente de la fluorescencia del indicador sin 𝐶𝑎2+ ;  FEGTA  
340 nm

380 nm
 . 

𝐑𝐦á𝐱 = cociente de la fluorescencia del indicador saturado con 𝐶𝑎2+;   FDigitonina  
340 nm

380 nm
. 

𝛃 =  es el cociente 
FDigitonina

FEGTA
  a la longitud de onda de 380 nm. 

𝐑 = cociente de la fluorescencia corregida que se registró experimentalmente.   

𝐊𝐝 = Afinidad del indicador por el 𝐶𝑎2+ (para el fura-2, la Kd =  200 nM). 

  

En experimentos iniciales, se observó un aumento en la fluorescencia 

citoplásmica del fura-2 ya que cuando las células fueron lisadas con digitonina 

disminuyó la intensidad de fluorescencia a 340 nm y 380 nm, lo que sugería que 

este incremento es debido a la alta viscosidad del citoplasma celular. Para corregir 

el aumento en la fluorescencia citoplásmica, los valores de Rmáx y Rmín fueron 

multiplicados por un factor de 0.75, el cual fue determinado al medir el ∆𝐹340 y ∆𝐹380 

dentro y fuera de la célula (Poenie 1990). 

 

7.7 Normalización de la señal de fluorescencia del mag-fluo-4. 

La señal de fluorescencia obtenida con mag-fluo-4 se filtró usando una 

ventana deslizante de 7 puntos con el programa Savitzky Golay instalado en 

FeliX32. Como se puede observar en la Fig. 7.2, la fluorescencia del mag-fluo-4 

tiende a aumentar en ausencia de estímulo y esta variación puede cambiar de un 

registro a otro. Para determinar el curso temporal en condiciones de reposo se 

realizó un ajuste no lineal a la señal de fluorescencia antes de estimular a las 

células. El ajuste se realizó con el programa GraphPad Prism 5, utilizando la 

siguiente ecuación: 
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𝐘 = 𝐘𝐦á𝐱 [ 
𝐱 − 𝐂

𝐊 + (𝐱 − 𝐂) 
] 

Donde: 

𝐘 =  fluorescencia del mag-fluo-4 con respecto al tiempo  en 𝑥. 

𝐘𝐦á𝐱 = fluorescencia basal máxima del mag-fluo-4. 

𝐱 = tiempo (min). 

𝐊 = tiempo al cual se lleva a cabo la mitad del cambio máximo de fluorescencia. 

𝐂 = constante de tiempo que nos permite hacer coincidir el tiempo cero para el 

mag-fluo-4 con el comienzo del registro. 

 

En la Fig. 7.2 A se puede observar el ajuste hiperbólico que se utilizó para 

calcular la fracción de disminución de la fluorescencia del mag-fluo-4. Este ajuste 

extrapola el comportamiento saturable del mag-fluo-4 en ausencia de estímulo y 

determina los parámetros Ymáx, K y C, con los que se puede calcular la diferencia 

entre la fluorescencia teórica respecto a la experimental.  

 

La siguiente ecuación fue utilizada para normalizar los cambios de 

fluorescencia del mag-fluo-4, como un indicador sensible a Ca2+ que está agregado 

en depósitos intracelulares (Fig. 7.2 B): 

 

∆𝐅

𝐅𝟎
=  

𝐅 − 𝐅𝟎

𝐅𝟎
= (

𝐅

𝐅𝟎
) − 𝟏 

 

Donde: 

∆F = diferencia de la fluorescencia de mag-fluo-4. 

F0   = fluorescencia basal (obtenida con la ecuación anterior). 

F   = fluorescencia experimental. 

 

En este trabajo se realizaron mediciones simultáneas de Ca2+ incubando a las 

células con fura-2 y mag-fluo-4 para medir cambios de Ca2+ en el citoplasma y el 

ER, respectivamente. Para inducir el vaciamiento de Ca2+ del ER, se realizaron 

estímulos ya sea solo con agonista (ATP o histamina), TG o con la combinación de 

uno de los dos agonistas más TG. En la Fig. 7.3 se empleó un indicador de Ca2+ 
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que cuenta con una secuencia de retención que le permite permanecer en el ER 

(erGAP3), el cual nos permitió mostrar que la combinación del agonista ATP y TG 

acelera la velocidad de vaciamiento comparado con células estimuladas solo con 

ATP o solo con TG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.2. Señal de fluorescencia del mag-fluo-4 en un medio en ausencia de Ca2+. (A) El 
mag-fluo-4 muestra un comportamiento que puede ser modelado con un ajuste no lineal (trazo rojo), 
el cual presenta el comportamiento que tendría el fluoróforo si no se indujera el vaciamiento de Ca2+ 
del ER con TG (1 µM). El trazo azul muestra la señal de fluorescencia experimental del mag-fluo-4 

registrada a una longitud de onda de excitación de 495 nm; la señal de emisión fue colectada a una 
longitud de onda de 515 nm. (B) Empleando la fluorescencia experimental y los valores de 
fluorescencia del ajuste no lineal se calculó la fracción de disminución de fluorescencia ∆𝐹/𝐹0 
estimulada por la liberación de Ca2+ del ER sensible a TG. 

Fig. 7.3. Vaciamiento de Ca2+ del ER en células transfectadas con el indicador erGAP3. (A) Las 

células HeLa fueron transfectadas por 24 h con un indicador que cuenta con una secuencia de 

retención del ER (erGAP3) y se realizaron registros donde el vaciamiento de Ca2+ del ER fue inducido 

ya sea solamente por ATP (10 µM), TG (1 µM) o por la combinación de ATP y TG. El erGAP3 es un 

fluoróforo de cociente por lo que fue excitado a 405 y 470 nm, mostrando un pico de emisión a 515 

nm. Los experimentos se normalizaron con un ajuste lineal y el cociente de fluorescencia 470/405. 

(B) La velocidad de vaciamiento se aceleró significativamente cuando las células fueron estimuladas 

con la combinación de ATP y TG respecto a las células que fueron estimuladas únicamente con ATP 

o con TG.  
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7.8 Construcción de las mutante Orai1-S27D/S30D, mChery-Orai1-S27D/S30D 

y mCherry-Orai1-S27A/S30A. 

Para generar el ADN codificante (ADNc) para una proteína Orai1 

fosfomimética (Orai1-S27D/S30D) se introdujeron dos mutaciones puntuales en el 

plásmido p3XFLAG-CMV10-Orai1-S27A/S30A (O1-AA) mediante la técnica de 

extensión por empalme de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Heckman 

and Pease 2007), con los oligonucleótidos sentido 

GCGGCGACCGCCGGGACCGCCG y antisentido 

CGGCGGTCCCGGCGGTCGCCGC. El fragmento con las mutaciones fue 

amplificado por la PCR y purificado con el Kit GeneJET PCR Purification (Thermo 

Fisher) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El fragmento de interés (273 

pb) fue digerido con la enzima de restricción HindIII, purificado y ligado al ADNc 

complementario. Las mutaciones fueron verificadas por secuenciación y el 

alineamiento se presenta en el material suplementario MS1.  

 

Orai1-S27A/S30A-E106A. La mutación E106A fue realizada con los 

oligonucleótidos sentido GGTGGCAATGGTGGCCGTGCAGCTGGACGC y 

antisentido GCGTCCAGCTGCACGGCCACCATTGCCACC. El fragmento con la 

mutación fue amplificado por la PCR y purificado con el Kit GeneJET PCR 

Purification (Thermo Fisher). El fragmento de 931 pb fue digerido con la enzima de 

restricción SacI y ligado al ADNc de la mutante p3XFLAG-CMV10 Orai1-S27A/S30A 

para obtener el cDNA p3XFLAG-CMV10 Orai1-S27A/S30A- E106A. La mutación 

E106A fue verificada por secuenciación y la alineación es mostrada en el material 

suplementario MS2.  

 

Los ADNc para las proteínas de fusión mCherry-Orai1-S27A/S30A y 

mCherry-Orai1-S27D/S30D fueron generadas remplazando en el plásmido 

p3XFLAG-CMV-7.1-mCherry-Orai1 el ADNc del Orai1-wt con los ADNc de las 

mutantes Orai1 S27A/S30A u Orai1 S27D/S30D. Las mutantes fueron ligadas 

empleando los sitios únicos para las endonucleasas BspEI y BamHI, el primero al 

incio de la región codificante de Orai1 y el segundo en el sitio de clonación múltiple 

(polilinker) enseguida del final del extremo 5’ del ADNc.   
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7.9 Ensayos de sensibilidad al IP3.  

Los ensayos de sensibilidad al IP3 se realizaron de acuerdo con el siguiente 

protocolo: 

▪ Una vez que las células fueron transfectadas transitoriamente por 24 h, se 

incubaron con 1 µM de mag-fluo-4/AM por cada 1x106 células durante 2 h. 

Se realizó un primer lavado para retirar la solución salina con Ca2+, cuyos 

componentes se describieron en la sección 7.2, y se reemplazó por una 

solución tipo medio citosólico (CLM, por sus siglas en inglés) sin Ca2+ (Laude 

et al. 2005). La solución CLM tiene la siguiente composición (en mM): 140 

KCl, 20 NaCl, 1 EGTA, 2 MgCl2 y 20 PIPES (pH 7.0).  

▪ Las células fueron permeabilizadas con digitonina (16.3 µM) y se comprobó 

la permeabilización con azul de tripano (Tennant 1964) en la cámara de 

Neubauer. 

▪ Se realizó un lavado para retirar la solución CLM sin Ca2+ y se adicionó 

solución CLM suplementada con 200 nM de Ca2+. En intervalos de 3 min se 

adicionaron los siguientes estímulos: 500 µM de Na2·ATP para activar a la 

bomba SERCA, 1 µM de IP3 para activar al IP3R, un segundo estímulo de 10 

µM de IP3 y finalmente para permeabilizar los depósitos intracelulares de Ca2+ 

se adicionó 1 µM de ionomicina (Fasolato et al. 1991). 

 

Los datos se analizaron dándole el valor mínimo a la señal obtenida al 

adicionar Na2·ATP y el valor máximo a la señal obtenida al adicionar la 

ionomicina.  

 

  

https://www.jove.com/v/5696/forster-resonance-energy-transfer-fret?language=Spanish
https://www.jove.com/v/5696/forster-resonance-energy-transfer-fret?language=Spanish
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7.10 Ensayos de Transferencia de Energía de Resonancia de Föster (FRET).  

Se realizaron ensayos de Transferencia de Energía de Resonancia de Föster 

(FRET, por sus siglas en inglés) en la variante de fotoblanqueo del aceptor (Piston 

and Kremers 2007) de acuerdo con el siguiente protocolo:  

▪ Se crecieron células HEK293T en un medio DMEM suplementado con 10 % 

(v/v) de suero bovino fetal, 50 µg/mL de penicilina y 50 µg/mL de 

estreptomicina y se mantuvieron a 37 °C en una atmosfera 5 % CO2 y 95 % 

aire. Para optimizar la expresión del IP3R se realizaron transfecciones de 

YFP-IP3R y mCherry-O1 en una relación 3:2 µg plásmido por cada 

transfección.  

▪ El YFP-IP3R y mCherry-O1-wt fueron transfectadas en células HEK293T con 

lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific) durante 48 h como ya se 

describió anteriormente. Se realizó un protocolo FRET por fotoblanqueo del 

aceptor ya descrito (Bohórquez-Hernández et al. 2017), en el cual se utilizó 

a la proteína YFP-IP3R como donador y la proteína mCherry-O1-wt como 

aceptor y se realizaron las mediciones FRET con un microscopio invertido 

IX81 Olympus. 

▪ El fotoblanqueo del aceptor fue realizado por exponer la región de interés 

(ROI, por sus siglas en inglés) directamente al láser al 50 % de su intensidad 

máxima durante 13 s, a una longitud de onda de 580 nm a la cual la proteína 

mCherry tiene su pico de excitación. 

▪ Una vez que el aceptor fue fotoblanqueado, la longitud de onda de emisión 

del donador (YFP-IP3R, λem = 510 nm) comenzó a elevarse en aquellas 

condiciones donde Orai1 y el IP3R se encontraron a una distancia de 1–10 

nm (Kay et al. 2021; Piston and Kremers 2007; Wu et al. 2020) 

 

  

https://www.jove.com/v/5696/forster-resonance-energy-transfer-fret?language=Spanish
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7.11 Ensayos de Inmunoprecipitación y Western Blot.  

Los experimentos de inmunoprecipitación y western blot se realizaron de acuerdo 

con el siguiente protocolo (Albarran et al. 2016; Woodard et al. 2010): 

▪ Las células HeLa fueron transfectadas durante 24 h empleando como agente 

de transfección Turbo Fect (#R0532, Thermo Fisher Scientific).  

▪ Las células fueron cosechadas a una confluencia del 80–100 % y 

empaquetadas en un tubo para centrífuga cónico de 15 mL a 900 g durante 

5 min y resuspendidas en 1 mL de solución HBS 1, homogenizando 

suavemente. 

▪ Se realizaron alícuotas en tubos de microcentrífuga de 1.5 mL, adicionando 

en cada uno de ellos 500 µL de muestra y se colocaron en un termobloque a 

37 °C durante 10 min y en seguida se adicionaron los estímulos; en este 

trabajo se empleó ATP (10 µM) o las combinaciones de ATP (10 µM) y TG (1 

µM) o histamina (100 µM) y TG (1 µM) durante 3 min y se homogenizó 

suavemente. 

▪ Se adicionaron 500 µL de NP40 2 suplementado con inhibidores de 

proteasas y 40 µL/mL de ortovanadato de sodio (Na3VO). Las muestras 

fueron colocadas en hielo de 1–3 minutos y sonicadas antes de ser colocadas 

nuevamente en hielo durante 30 min.  

▪ Centrifugar a 4 °C durante 30 min a 16,000 g. Se retiró el sobrenadante y la 

muestra se colocó en un tubo de microcentrífuga nuevo. 

▪ Se midió la concentración de proteína a través del método de BCA (ácido 

bicinconínico) cuyo principio se basa en la reducción del Cu2+ a Cu1+ debido 

a la presencia de proteínas en una solución alcalina. La formación de color 

púrpura ocurre por la reacción entre los iones Cu1+ y el BCA. La absorbancia 

de este complejo (562 nm) aumenta linealmente respecto a la cantidad de 

proteína en la muestra a estudiar (Smith et al. 1985). 

▪ Las muestras se ajustaron a una concentración final de 1 µg/µL con NP40 y 

se mezclaron con 30 µL de perlas de agarosa y 1 µg de anticuerpo. Las 

muestras fueron incubadas toda la noche a 4 °C con agitación moderada.  

▪ Las muestras fueron centrifugadas a 4 °C, durante 1 min a 16,000 g, el 

sobrenadante fue retirando mediante el uso de una bomba de vacío y se 
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realizaron 2 lavados con PBS a 4 °C retirando el sobrenadante 

cuidadosamente para conservar las perlas de agarosa. 

▪ En las perlas de agarosa se adicionó solución amortiguadora de Laemmli 1 

(suplementada con 5 % de DTT y 5 % de β-mercaptoetanol). Se indujo un 

choque térmico para desnaturalizar las proteínas mediante un cambio de 

temperatura rápido (de 70 °C a 4 °C).  

▪ Las muestras fueron centrifugadas a 10,000 g durante 1 min a temperatura 

ambiente. Todas las muestras se resolvieron en un gel desnaturalizante de 

poliacrilamida al 7 %. 

▪ Se realizó la transferencia de proteínas semiseca a una membrana de 

nitrocelulosa, verificando con la solución de Ponceau que hubo transferencia 

de proteína. 

▪ La membrana fue bloqueada durante 1 h a temperatura ambiente con BSA 

al 10 %. 

▪ Se incubó durante 2 h con el anticuerpo primario de interés en una relación 

1:500 y se realizaron 6 lavado de 5 minutos cada uno con TBST para 

posteriormente incubar durante 1 h el anticuerpo secundario diluido en una 

relación 1:10,000, se realizaron 6 lavado de 5 minutos cada uno con TBST y 

se observó la señal mediante el empleo de un kit de bioluminiscencia 

SuperSignal West Dura que tiene como base el luminol. En este trabajo se 

utilizaron los siguientes anticuerpos: Anti-IP3R1 (A302-157A), Anti-IP3R2 (sc-

39843), Anti-Orai1 (08264-200UL) y Anti-FLAG (MA1-91878). 

 

La señal se cuantificó mediante el software ImageJ y se representó como el 

número de veces respecto al control.  
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7.12 Imágenes confocales de células HeLa. 

Las células HeLa fueron cultivas en cubreobjetos de 22 mm  22 mm y una 

vez que alcanzaron una confluencia del 50 % fueron transfectadas con 2 µg de 

plásmido mock, mCherry-Orai1-wt, mCherry-Orai1-S27A/S30A y 

mCherry-Orai1-S27D/S30D por 24 h con lipofectamina 2000 como se describió 

anteriormente. Las imágenes se obtuvieron con un microscopio confocal ZEISS 

LSM700 usando un objetivo 63 (NA 1.4). La señal de fluorescencia de la proteína 

mCherry fue excitada a 555 nm a una unidad Airy (45 µm) y colectada a 580 nm. 

Las imágenes fueron adquiridas a una resolución de 1024 x 1024 píxeles y 12 bits, 

utilizando un pinhole de 40 nm (1 unidad de Airy). Las imágenes fueron 

deconvolucionadas mediante el complemento 2D de deconvolución iterativa 

paralela de ImageJ. En las imágenes se obtuvo el perfil de intensidades para 

visualizar la distribución de los canales de Orai1, las diferentes condiciones 

experimentales fueron analizadas con el software ImageJ y cuantificadas como 

unidades arbitrarias de fluorescencia.  

 

7.13 Fijación y permeabilización de célula HeLa. 

Una vez que las células fueron transfectadas con diferentes condiciones por 

24 h en cubreobjetos de 22 mm  22 mm colocados en placas de 6 pozos, se lavaron 

una vez con PBS y se fijaron con 2 mL/pozo de paraformaldehído al 4 % diluido en 

PBS frío durante 10 min a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas 2 veces 

con PBS con rotación suave. La permeabilización se realizó con 2 mL/pozo de Tritón 

X-100 al 0.5 % diluido en PBS frío durante 10 min a temperatura ambiente. A 

continuación, se lavaron 3 veces las muestras con PBS con rotación suave y se 

adicionaron 40 µL de solución con DAPI (Duolink In Situ Mounting Medium with 

DAPI, DUO82040, Sigma-Aldrich) a cada muestra; después de 15 min cada 

cubreobjeto fue sellado con laca sobre un portaobjeto y observado en el microscopio 

confocal.  
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7.14 Oscilaciones de Ca2+ en solución salina con Ca2+.  

Las células HeLa fueron cultivadas y transfectadas como se ha indicado 

anteriormente; una vez alcanzado el 80 % de confluencia fueron incubadas con 1 

µM de Fluo-4/AM a temperatura ambiente en oscuridad, después de 30 min fueron 

lavadas con solución salina con Ca2+, cuyos componentes están indicados en la 

sección 7.2. Las imágenes fueron adquiridas mediante microscopía confocal 

utilizando una configuración de escaneo secuencial (dos canales). El Fluo-4 fue 

excitado a 488 nm y la señal fue colectada a 510 nm, mientras que el mCherry fue 

excitado a 555 nm y las imágenes fueron capturadas a 580 nm. Las imágenes 

fueron adquiridas a una resolución de 512  512 píxeles con un pinhole de 200 nm 

y 8 bits. Se realizó un curso temporal donde se hicieron mediciones cada 5 s durante 

4 min; la región del citoplasma fue utilizada para calcular ∆(𝐹 − 𝐹𝑚í𝑛)/ (𝐹0 − 𝐹𝑚í𝑛); 

𝐹𝑚í𝑛 representa la señal de fluorescencia en la ausencia de una célula y 𝐹0 es la 

fluorescencia antes de adicionar el estímulo (10 µM de ATP). 

 

7.15 Ensayos de ligación por proximidad (PLA).  

Los ensayos de PLA entre el IP3R2 y los canales de Orai1 fueron realizados 

con el Kit Duolink Red de acuerdo a las especificaciones del fabricante, como a 

continuación se describe (Albarran et al. 2016; Hegazy et al. 2020): 

▪ Obtención de muestras: Se cultivaron células en cubreobjetos de 22 mm  

22 mm, las cuales fueron transfectadas por 24 h con O1-wt, O1-AA y O1-DD 

hasta alcanzar una confluencia del 90 % aproximadamente. Las células 

fueron estimuladas con 10 µM de ATP y 1 µM de TG, después de 3 min fueron 

fijadas con paraformaldehído al 4 % durante 10 min. Se realizaron dos 

lavados con PBS de 5 min cada uno y se permeabilizaron con Tritón X-100 

al 0.5 % durante 10 min a temperatura ambiente. Finalmente, las células 

fueron lavadas 3 veces con TBST (20 mM Trizma base, 137 mM NaCl, pH 

7.6) al 0.5 % de Tween 20 con rotación suave durante 5 min.  

▪ Bloqueo de las muestras: Se retiró el exceso de TBST al 0.5 % de Tween 

20, se añadió 1 gota de la solución de bloqueo Duolink en cada uno de los 

pocillos y se incubó en una cámara de humedad a 37 °C durante 60 min. 
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Todas las reacciones se realizaron en la misma área para evitar que la 

muestra se seque.  

▪ Incubación de los Anticuerpos primarios: Se retiró el exceso de solución 

de bloqueo de cada pocillo y se añadieron los anticuerpos primarios de Orai1 

y el IP3R2 a una concentración 1:100 diluidos en “Duolink antibody diluent”, 

las muestras se incubaron durante 60 min a 37 °C sin agitación en una 

cámara de humedad.  

▪ Incubación de las sondas “Duolink PLA probe”: Se retiró el exceso de 

anticuerpo primario y se realizaron dos lavados con amortiguador de lavado 

(A), durante 5 min a temperatura ambiente con rotación suave y se 

adicionaron 40 µL de las sondas de PLA por pocillo (8 µL de Duolink 

anti-rabbit PLUS, 8 µL de Duolink anti-mouse MINUS y 24 µL de Duolink 

antibody diluent). Las muestras fueron incubadas en una cámara de 

humedad durante 60 min a 37 °C.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

▪ Ligación: Las muestras fueron lavadas 2 veces durante 5 min con el 

regulador de lavado (A) a temperatura ambiente con rotación suave y se 

adicionó 40 µL de una relación 1:40 de ligasa y amortiguador de ligación 

Duolink. Las muestras fueron incubadas por 30 min a 37 °C en una cámara 

de humedad sin agitación. 

▪ Amplificación: Las muestras fueron lavadas 2 veces con rotación suave, 

empleando el regulador de lavado (A) durante 5 min a temperatura ambiente 

y se agregaron 40 µL por reacción de una mezcla 1:80 de polimerasas y 

amortiguador de ligación Duolink. 

▪ Lavado final: Las muestras fueron lavadas 2 veces con el buffer de lavado 

(B) a temperatura ambiente por 10 min con rotación suave. Al final, las 

muestras fueron lavadas con regulador de lavado (B) al 0.01 % con agitación 

por 1 min.  

▪ Preparación final de la muestra y captura de imágenes: Se retiró el 

exceso de buffer de lavado (B) y se añadieron 40 µL de “Duoling in situ 

Mounting Medium with DAPI”. Las muestras fueron colocadas en un 

portaobjetos y selladas con laca para posteriormente ser analizadas en un 

Microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon Eclipse Ti2, Ámsterdam, 
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Países Bajos) con adquisición de imágenes y sistema de análisis para 

microscopía de vídeo (NIS-Elements Imaging Software, Nikon).  

 

7.16 Análisis estadístico. 

Los resultados obtenidos de los diferentes experimentos son presentados 

como media ± error estándar; en cada figura se indica el número de experimentos 

independientes que fueron realizados. Los resultados fueron considerados 

estadísticamente significativos cuando el evento presentaba una p < 0.05; se utilizó 

la prueba estadística t de Student o ANOVA con la prueba estadística Dunnett, el 

cual es un procedimiento que compara todos los tratamientos experimentales 

respecto a la condición control. 
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8. RESULTADOS 
Los datos presentados en la sección de antecedentes sugieren que los 

residuos S27/S30 de Orai1 afectan la liberación de Ca2+ del ER y el transitorio de 

Ca2+ citoplásmico. Con el objetivo de estudiar el mecanismo molecular por el cual 

estos dos residuos de serina regulan los flujos de Ca2+, con la asesoría del Dr. Juan 

Manuel Arias Montaño (Facultad de Estudios Superiores Iztacala – UNAM), se 

realizaron dos mutaciones puntuales en Orai1 para mimetizar una proteína 

permanentemente fosforilada. Esta proteína fosfomimética 3XFLAG-Orai1 

S27D/S30D (O1-DD) fue transfectada de forma transitoria por 24 h en células HeLa 

y se realizaron registros simultáneos de Ca2+ en el citoplasma y en el lumen del ER 

empleando los fluoróforos Fura-2, AM y Mag-Fluo-4, AM, respectivamente.  

 
Fig. 8.1. La mutante O1-DD inhibió la liberación de Ca2+ del RE sin requerir la participación de 
PKC.  Registros de Ca2+ simultáneos que muestran (A) el transitorio de la [Ca2+]i y (B) el vaciamiento 
de Ca2+ del ER inducido por ATP (10 µM) y TG (1 µM) en un medio con Ca2+ (1.8 mM); la flecha roja 
indica el tiempo (17 min) donde se realizó el análisis estadístico. (C) El gráfico de barras muestra la 
respuesta promedio al pico ± SE de células transfectadas con el plásmido vacío (mock), O1 y O1-DD 
incubadas durante 10 min con DMSO (0.1 %) o el inhibidor de PKCs, Gö 6983 (200 nM). Únicamente 
las células transfectadas con Orai1 silvestre mostraron un incremento en el transitorio de la [Ca2+]i 
respecto a las células transfectadas con el plásmido mock. (D) El gráfico muestra el vaciamiento 
promedio del ER ± SE al tiempo indicado con la flecha roja en C. Las células que expresaron la 
mutante O1-DD fueron capaces de inhibir la liberación de Ca2+ del ER, aún en presencia de Gö 6983. 
Se realizó un análisis estadístico ANOVA seguido de la corrección de Dunnett donde se comparó la 
respuesta de las células expresando el plásmido mock respecto a cada condición. Se realizaron al 
menos 4 experimentos independientes. *, p < 0.05; **, p < 0.01. 
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8.1 La mutante fosfomimética de Orai1 inhibió la liberación de Ca2+ del ER 

sin la participación de la PKC.  

La Fig. 8.1 muestra el transitorio de la [Ca2+]i y el vaciamiento de Ca2+ luminal 

del ER inducido por la combinación de ATP y TG (panel A y B, respectivamente). El 

gráfico de barras del panel C muestra que las células que sobreexpresan Orai1 

nativo tienen una respuesta mayor en el transitorio de la [Ca2+]i (966 ± 80 nM) que 

las células control (640 ± 65 nM). Sin embargo, la mutante fosfomimética O1-DD 

mostró un transitorio de [Ca2+]i similar a las células control y esta respuesta no fue 

significativamente modificada por preincubar a las células con Gö 6983,  el cual es 

un inhibidor generalizado de PKC (Young, Balin, and Weis 2005) que  tiene como 

blanco, tanto cinasas dependientes de Ca2+ (PKCs clásicas) como PKCs nuevas 

que se activan por DAG (676 ± 114 nM y 831 ± 128 nM, incremento promedio del 

transitorio de [Ca2+]i de células transfectadas con O1-DD u O1-DD y preincubadas 

con Gö 6983, respectivamente).  

 

En concordancia con nuestras observaciones previas, la respuesta en la 

liberación de Ca2+ del ER de las células que sobreexpresan O1-wt y O1-DD fue 

inhibida respecto a las células control (Fig. 8.1 D) (Martínez-Martínez 2016). Con el 

propósito de evaluar la funcionalidad de O1-DD como una proteína que mimetiza un 

canal Orai1 permanentemente fosforilado, las células fueron transfectadas con 

O1-DD e incubadas con Gö 6983 (10 min). En el gráfico de barras se muestra que 

O1-DD es capaz de inhibir la liberación de Ca2+ sin la participación de PKC (−0.11 

± 0.01 ∆𝐹/𝐹0, −0.02 ± 0.01 ∆𝐹/𝐹0, −0.04 ± 0.02 ∆𝐹/𝐹0 y −0.02 ± 0.03 ∆𝐹/𝐹0, 

liberación de Ca2+ del ER de células transfectadas con el plásmido mock, O1-wt, 

O1-DD preincubadas con DMSO y O1-DD preincubadas con Gö 6983, 

respectivamente).  

 

Estos experimentos en conjunto sugieren que las S27/S30 tienen un papel en 

la regulación de los flujos de Ca2+, posiblemente modulando la entrada de Ca2+ de 

forma independiente de STIM1, así como inhibiendo la liberación de Ca2+ del ER. 

Con base en estos datos, continuamos estudiando si esta inhibición pudiese estar 

ocurriendo a través de Orai1 endógeno. 
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8.2 La inhibición de la actividad de PKC facilitó el vaciamiento de Ca2+ del ER 

en células HeLa. 

Basándonos en el efecto inhibitorio de la liberación de Ca2+ del ER provocado 

por la mutante fosfomimética de Orai1, exploramos la posibilidad de que Orai1 

endógeno también pudiera inhibir la liberación de Ca2+ del ER mediante el uso del 

inhibidor generalizado de PKC, Gö 6983 (Young et al. 2005). Para este propósito, 

las células se incubaron durante 2 h con Gö 6983 y se evaluó si la inhibición de la 

PKC, y por consiguiente de la fosforilación de Orai1, pudiera inducir una mayor 

liberación de Ca2+ del ER.  

 
Fig. 8.2. Gö 6983 favorece la liberación de Ca2+ del ER inducido por el ATP. (A) Registro de la 
liberación de Ca2+ intracelular y (B) registro de la respuesta promedio de la reducción en el nivel de 
Ca2+ del ER. Las células se incubaron por 2 h con el inhibidor de PKC, Gö 6983 (200 nM) y después 

fueron estimuladas con ATP (10 µM). (C) El gráfico muestra el incremento promedio del transitorio 

de Ca2+ citoplásmico del panel (A). (D) La respuesta promedio mostró una mayor liberación de Ca2+ 
del ER cuando las células fueron incubadas con Gö 6983. Se realizó un análisis estadístico t-test 
donde se comparó la respuesta de las células incubadas con Gö 6983 respecto a las células 
incubadas con DMSO (0.1 %). Se realizaron 3 experimentos independientes. **, p < 0.01. 

 

En la Fig. 8.2 B se puede observar que las células estimuladas únicamente 

con ATP en un medio suplementado con Ca2+ muestran un incremento en la señal 

del Mag-Fluo-4, sugiriendo que el ATP está induciendo un fuerte rellenado de Ca2+ 

del ER o de algún otro compartimento, obscureciendo el vaciamiento de Ca2+ del 

ER cuando se estimula a las células únicamente con agonista. Este efecto lo hemos 
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explicado como un mecanismo compensatorio de la bomba SERCA. Es decir, 

cuando se induce el vaciamiento del ER con ATP, se activa SOCE (Abdullaev et al. 

2008; Dickson et al. 2012; Zheng et al. 2018), produciendo un incremento en el 

transitorio de [Ca2+]i y el posterior rellenado con Ca2+ del ER, por la acción de la 

bomba SERCA (Guerrero-Hernandez et al. 2010; Perez-Rosas et al. 2015). La 

entrada de Ca2+ al ER acompañada de la inactivación del IP3R por Ca2+, produciría 

un aumento en la señal del Mag-Fluo-4 en el lumen del ER (trazo rojo).  

 

Sin embargo, cuando las células se incubaron con Gö 6983, observamos una 

reducción sustancial del Ca2+ en el ER en comparación con las células que fueron 

transfectadas con el plásmido mock (0.01 ± 0.01 ∆𝐹/𝐹0 y −0.06 ± 0.01 ∆𝐹/𝐹0, 

reducción del Ca2+ del ER de células incubadas con el vehículo DMSO (0.1 %) y 

células incubadas con Gö 6983, respectivamente). En nuestras condiciones 

experimentales no observamos ninguna diferencia en el transitorio de [Ca2+]i entre 

las células control y las células incubadas con Gö 6983 (Fig. 8.2 C). La respuesta 

de la liberación de Ca2+ sugiere que Orai1 endógeno a través de la actividad de PKC 

podría estar inhibiendo la liberación de Ca2+, pero habría también otros factores que 

podrían estar regulando el transitorio de [Ca2+]i. 

 

8.3 La activación de la PKC redujo la liberación de Ca2+ del ER e incrementó la 

entrada de Ca2+ operada por depósito 

Con el objetivo de estudiar la participación de PKC en la regulación de los 

flujos de Ca2+, se utilizó otro enfoque experimental empleando un activador de esta 

cinasa. El 12,13-dibutirato de forbol (PDBu, por sus siglas en inglés) es una 

molécula que activa a las PKCs debido a que mimetiza al DAG (Chiu et al. 1988), lo 

que permite que se activen tanto PKCs nuevas como PKCs dependientes de Ca2+, 

el PDBu a diferencia del DAG no se degrada (Kolczynska et al. 2020), lo que permite 

que las PKCs permanezcan activas por más tiempo. 

 

Como se puede observar en la Fig. 8.3 A, las células incubadas con PDBu, 

mostraron un transitorio de Ca2+ inducido por ATP y TG ligeramente disminuido sin 

que esta diferencia fuera estadísticamente significativa (Fig. 8.3 C). De manera 

inesperada, la entrada de Ca2+ incrementó de 503 ± 98 nM a 893 ± 173 nM cuando 
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las células estuvieron en presencia de PDBu (200 nM). Con respecto a la respuesta 

en la liberación de Ca2+ del ER, aunque ésta mostró una tendencia a ser más lenta 

no fue estadísticamente diferente, por lo que proponemos que las PKCs participan 

en la regulación de la entrada de Ca2+ de una forma independiente de los canales 

Orai1. Por otra parte, para inhibir la liberación de Ca2+ del ER es importante la 

participación del Ca2+, debido a que en un medio sin este ion la inhibición es lenta, 

aún con las PKCs activadas por PDBu. 

 
Fig. 8.3. El PDBu incrementa la entrada de Ca2+ inducida por ATP y TG. Las células fueron 

incubadas durante 10 min con PDBu (200 nM) o con DMSO y se estimularon con ATP (10 µM) y TG 

(1 µM). El panel (A) muestra el registro promedio del transitorio de [Ca2+]i inducido por ATP y TG y la 

entrada de Ca2+ inducida por la adición de este ion al medio. (B) Los trazos representan las 
respuestas promedio de la liberación de Ca2+ del ER estimulada por ATP y TG. (C) El gráfico 
representa la respuesta promedio del transitorio de Ca2+ citoplásmico, ya sea estimulado por ATP o 
por la adición de Ca2+ al medio extracelular. Las células que fueron incubadas con PDBu mostraron 
un incremento en la entrada de Ca2+. (D) La respuesta promedio mostró que incubar a las células 
con PDBu no cambió la liberación de Ca2+ del ER estimulada por ATP y TG. Se realizó un análisis 
estadístico t-test donde se comparó la respuesta de las células incubadas con PDBu respecto a las 
células control (incubadas con 0.1 % de DMSO). Se realizaron 4 experimentos independientes. *, p 
< 0.05. 
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La Fig. 8.4 muestra que las células incubadas durante 10 min con PDBu 

tuvieron una respuesta a ATP fuertemente suprimida (de 105 ± 12 nM a 20 ± 2 nM 

en células incubadas con DMSO y PDBu, respectivamente), sin alterar la entrada 

de Ca2+ cuando este ion fue adicionado al medio extracelular (Fig. 8.4, panel A y B), 

está entrada sostenida podría ser un nuevo estado estacionario de Ca2+ debido a 

que en estas condiciones la bomba SERCA no fue inhibida por TG como en la Fig. 

8.3. La reducción del Ca2+ del ER no mostró diferencias estadísticamente 

significativas. Estos datos sugieren que la activación de las PKCs suprime la 

liberación de Ca2+ vía el IP3R, probablemente por bloquear la actividad de este 

receptor, sin que la entrada de Ca2+ haya sido modificada.  

 
Fig. 8.4. El éster de forbol PDBu inhibe la liberación de Ca2+ inducida por ATP. Las células 
fueron incubadas durante 10 min con el activador de las PKCs, PDBu, o con DMSO y se estimularon 

con ATP (10 µM). El panel (A) muestra el registro promedio de la liberación de Ca2+ en el citoplasma 

y el panel (B) muestra el registro promedio de la liberación de Ca2+ del ER inducida por ATP. (C) El 
gráfico representa la respuesta promedio del transitorio de Ca2+ citoplásmico; ya sea estimulado por 
ATP o por la adición de Ca2+ al medio extracelular. Las células que fueron incubadas con PDBu 
mostraron una fuerte inhibición de la liberación de Ca2+ del ER estimulada por ATP. (D) La respuesta 
promedio mostró que incubar a las células con PDBu no cambió la liberación de Ca2+ del ER. Se 
realizó un análisis estadístico t-test donde se comparó la respuesta de las células incubadas con 
PDBu respecto a las células control (incubadas con 0.1 % de DMSO). Se realizaron 4 experimentos 
independientes para cada condición. ***, p < 0.001. 
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8.4 La proteína fosfomimética redujo la liberación de Ca2+ estimulada por ATP 

y TG en ausencia de Ca2+ 

Con base en las observaciones anteriores, decidimos evaluar si la mutante 

fosfomimética de Orai1 podría reproducir los hallazgos obtenidos con el activador 

de la PKC (PDBu). En la Fig. 8.5 A se puede observar que el transitorio inducido por 

ATP y TG disminuyó en las células transfectadas con O1-DD, en comparación con 

la respuesta de las células mock (transitorio de [Ca2+]i de 195 ± 18 nM a 140 ± 9 nM 

para las células mock y las células sobreexpresando O1-DD, respectivamente).  

 

La respuesta de SOCE fue reducida al sobreexpresar a Orai1 respecto a las 

células mock (transitorio de [Ca2+]i de 303 ± 33 nM a 153 ± 21 nM), ya que como se 

ha reportado, la relación estequiométrica que existe entre Orai1 y STIM1 es 1:2; por 

esta razón, se ha propuesto que al sobreexpresar únicamente Orai1, las proteínas 

STIM1 endógenas sufren un proceso de dilución debido a que no son suficientes 

para poder abrir todos los canales,  provocando una reducción en SOCE (Prakriya 

et al. 2006; Soboloff et al. 2006). La liberación de Ca2+ no se vio modificada por 

O1-DD en experimentos sin Ca2+ extracelular, lo que corrobora que este ion tiene 

un papel central en la inhibición que hemos observado al sobreexpresar Orai1.  
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Fig. 8.5. La mutante Orai1 S27D/S30D (O1-DD) inhibió la liberación de Ca2+ del ER, así como 
en transitorio de [Ca2+]i. El panel (A) muestra el registro promedio del transitorio de Ca2+ en el 
citoplasma estimulada por ATP y TG o por la adición de Ca2+ al medio extracelular y el panel (B) 
muestra el registro promedio de la liberación de Ca2+ del ER tanto en células transfectadas 
transitoriamente con O1-DD como las células transfectadas con el plásmido mock. (C) El gráfico 
representa la respuesta promedio del transitorio de [Ca2+]i, ya sea estimulado por ATP y TG o por la 
adición de Ca2+ al medio extracelular. Las células que fueron transfectadas con O1-DD mostraron 
una menor liberación de Ca2+ estimulada por ATP y TG y una menor respuesta de SOCE cuando se 
adicionó Ca2+ al medio extracelular. (D) La respuesta promedio del ER no mostró diferencias 
estadísticamente significativas a los 15 y 19 min. Se realizó un análisis estadístico t-test donde se 
comparó la respuesta de las células transfectadas con O1-DD respecto a las células control. Se 
realizaron 3 experimentos independientes. *, p < 0.05; **, p < 0.01. 

 

8.5 La mutante fosfomimética (Orai1 S27D/S30D) no modificó la sensibilidad 

del IP3R por el IP3.  

Con la intención de estudiar el mecanismo por el cual Orai1 fosforilado inhibe 

la liberación de Ca2+ del ER, llevamos a cabo experimentos de liberación de Ca2+ 

en células permeabilizadas, de acuerdo a un protocolo ya descrito (Laude et al. 

2005). Brevemente, el ensayo consiste en sustituir la solución externa por una 

solución tipo medio citosólico (CLM, por sus siglas en inglés) sin Ca2+ y 

permeabilizar a las células con 16.3 µM digitonina, el cual es un detergente que se 

asocia preferentemente al colesterol de la membrana plasmática (Paila et al. 2005). 

Una vez que las células han sido permeabilizadas, se procedió a colocarlas en una 

CLM suplementada con 200 nM de Ca2+ y se indujo el rellenado de los depósitos de 

Ca2+ adicionando ATP, señal que se empleó para normalizar el Mag-Fluo-4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8.6. La mutante O1-DD no cambió la sensibilidad del IP3R por IP3. (A) Registro promedio de 
la liberación de Ca2+ del ER en células control y células transfectadas con el plásmido de O1-DD. (B) 
La señal se normalizó respecto a ATP y se consideró como valor máximo la señal registrada al vaciar 
los depósitos de Ca2+ con ionomicina. Las regiones elegidas para el análisis estadístico están 
indicadas con una línea azul. La liberación de Ca2+ del ER no mostró diferencias estadísticamente 

significativas cuando se estimuló a las células con concentraciones de IP3 1 µM y 10 µM, entre las 

células que fueron transfectadas con la mutante O1-DD y las células mock. Se realizó una medición, 
indicada por la línea azul, de cada experimento independiente, n = 4. 
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En este ensayo se utilizaron dos concentraciones de IP3, 1 µM y 10 µM. La 

señal de fluorescencia después del ATP se consideró la señal de mínimo 

vaciamiento y la señal de fluorescencia después de agregar ionomicina se consideró 

el máximo vaciamiento de los depósitos intracelulares (Fasolato et al. 1991). La 

mutante O1-DD mostró una mayor captura de Ca2+ cuando se activó a la bomba 

SERCA con ATP, este efecto podría ser explicado debido a una reducción, mediada 

por O1-DD, de la fuga espontánea de Ca2+ que ocurre a través del IP3R. Este nuevo 

estado estacionario provocaría que las células que expresan la mutante O1-DD 

muestren una tendencia a liberar menos Ca2+. 

 

Estos datos sugieren que Orai1 fosforilado no cambia de forma importante la 

sensibilidad del IP3R por el IP3 y además esto podría explicar que en nuestras 

condiciones experimentales observamos transitorios de [Ca2+]i de amplitud similar 

entre las células mock y las células expresando O1-DD (Fig. 8.5). En conjunto se 

plantea la posibilidad de estudiar si las modificaciones postraduccionales de los 

aminoácidos S27/S30 tienen alguna implicación en la interacción ya descrita entre 

Orai1 y el IP3R (Hong et al. 2011; Lur et al. 2011; Woodard et al. 2010).  

 

8.6 El ATP y la TG en un medio con Ca2+ favorecieron la señal de FRET entre 

YFP-IP3R y mCherry-O1-wt en células HEK-293T. 

De las diferentes metodologías disponibles para estudiar la interacción 

proteína-proteína entre el IP3R1 y Orai1, se optó por FRET y se estableció una 

colaboración con el Dr. Luis Vaca (Instituto de Fisiología Celular – UNAM). Se utilizó 

la técnica de FRET, en la modalidad de fotoblanqueo del receptor, y se evaluó la 

interacción entre las construcciones YFP-IP3R1 y mCherry-Orai1. Debido al bajo 

rendimiento de expresión en células HeLa, se utilizaron las células HEK-293T para 

realizar estos experimentos, ya que en esta línea celular se favorece la expresión 

de proteínas de alto peso molecular como el IP3R1 (Chong et al. 2021; Ooi et al. 

2016; Sampieri et al. 2018).  
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Las condiciones que se estudiaron fueron cuatro: interacción entre YFP-IP3R1 

y mCherry-O1 wt en presencia de Ca2+ en condiciones basales o estimuladas con 

ATP y TG, así como en un medio sin Ca2+ en reposo o estimuladas con ATP y TG. 

La Fig. 8.7 panel A muestra un trazo representativo de los experimentos FRET que 

se realizaron con cada condición. El fotoblanqueo se indujo por exponer la región 

de interés directamente al láser del microscopio durante 12 s a una longitud de onda 

de 580 nm para excitar a la proteína mCherry. El gráfico de barras (Fig. 8.7 B) 

muestra una mayor señal FRET únicamente cuando las células fueron estimuladas 

con ATP y TG en presencia de Ca2+, sugiriendo que Orai1 y el IP3R1 podrían estar 

interaccionando directa o indirectamente a través de otra proteína. Estos datos 

también corroboraron la importancia del Ca2+, ya que en un medio sin Ca2+ las 

células no mostraron una mayor señal de FRET al ser estimuladas con el agonista 

ATP y la TG.  

 

 
Fig. 8.7. En células HEK-293T incrementó la señal de FRET entre Orai1 y el IP3R1 al estimular 
a las células con ATP y TG en un medio con Ca2+. (A) Las células fueron transfectadas con YFP-
IP3R y con mCherry-O1 wt durante 48 h y se detectó la señal de FRET entre estas dos construcciones 

en condiciones de reposo o estimuladas con ATP (10 µM) y TG (1 µM) en ausencia o presencia de 

Ca2+. (B) Las barras muestran la señal de FRET (%) que mostró cada condición del panel A. Las 
células estimuladas con ATP y TG en un medio suplementado con Ca2+ mostraron una mayor señal 
FRET. Se realizaron al menos 3 experimentos independientes. 
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8.7 La colocalización del canal Orai1 y el IP3R1 incrementó en células 

expresando la mutante que mimetiza un canal permanentemente fosforilado. 

Los datos de FRET sugirieron que Orai1 y el IP3R1 podrían estar 

interaccionando en células HEK-293T, por lo que, en colaboración con el M. en C. 

Víctor H. Sánchez Vázquez, se evaluó la colocalización entre estas dos proteínas 

en la misma línea celular. Las células HEK-293T transfectadas con las 

construcciones YFP-IP3R1 y mCherry-O1, se visualizaron mediante microscopía 

confocal para determinar la colocalización mediante el coeficiente de Manders 

(Manders, Verbeek, and Aten 1993). La Fig. 8.8 muestra que las células que fueron 

transfectadas con la mutante fosfomimética mCherry-O1 DD incrementaron su 

colocalización con YFP-IP3R y que esta relación se mantenía al comparar el nivel 

de colocalización de mCherry-O1 DD respecto a YFP-IP3R1 o el nivel de 

colocalización de YFP-IP3R1 respecto a mCherry-O1 DD. 

 
Fig. 8.8. La colocalización entre el YFP-IP3R y mCherry-O1 incrementó en células que 
mimetizan un canal permanentemente fosforilado. Las células fueron cotransfectadas con 
YFP-IP3R y con mCherry-O1-wt o las mutantes mCherry-O1-AA o mCherry-O1-DD durante 48 h y 
se determinó la colocalización de estas proteínas mediante el coeficiente de Manders. El gráfico de 
barras superior muestra que en las células transfectadas con la mutante mCherry-O1-DD incrementó 

la colocalización entre Orai1 y el IP3R1 de 39 ± 3 % al 51 ± 3 %. La colocalización de YFP-IP3R1 

respecto a mCherry-O1-DD incrementó de 25 ± 2 % a 36 ± 3. La barra blanca representa 10 µm. Se 

analizaron al menos 19 células de 3 experimentos independientes. *, p < 0.05. 
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Es importante mencionar que no se esperaba que la mutante mCherry-O1 AA 

mostrara una mayor colocalización con el YFP-IP3R1 que la que muestra 

mCherry-O1 con el YFP-IP3R1, sin embargo, esto podría ser explicado por el 

constante tráfico vesicular de la proteína Orai1 (Yu, Sun, and Machaca 2009; Yu et 

al. 2010). Este experimento sugiere que tanto O1-wt como O1-AA se encuentran 

mayoritariamente en la membrana plasmática. No obstante, hay una fracción que 

normalmente está internalizada, que pudiera o no estar interaccionando con el IP3R, 

lo que podría indicar que esta fracción del IP3R no es suficiente para modificar la 

liberación de Ca2+ del ER y se necesitar un canal Orai1 fosforilado para observar 

modificaciones en los flujos de Ca2+.  

 

Interesantemente, aunque la mutante mCherry-O1-DD muestra una 

importante fracción internalizada, este canal también muestra distribución en la 

membrana plasmática, sugiriendo que los residuos S27/S30 no estarían cambiando 

las funciones de Orai1 como un canal selectivo para Ca2+, pero sí podría estar 

modificando la localización de esta proteína y por lo tanto su posibilidad de 

interaccionar con el IP3R. Modificar la localización de Orai1 facilitaría la interacción 

de este canal que reside en la membrana plasmática con el IP3R que reside en la 

membrana del ER. Una interacción basal entre Orai1 y el IP3R podría modificar la 

actividad espontánea del IP3R e incluso ocasionar una reducción en la liberación de 

Ca2+ del ER. 

 

8.8 La mutante O1-DD inhibió la liberación de Ca2+ del ER inducida por ATP.  

Con el objetivo de estudiar si O1-DD estuviese interaccionando con el IP3R en 

condiciones basales, se realizaron registros de Ca2+ en un medio suplementado con 

1.8 mM de Ca2+ en alto K+, con el objetivo de reducir el gradiente electroquímico 

para la entrada de Ca2+ y así poder evaluar únicamente la liberación de Ca2+ de los 

depósitos intracelulares. Las células fueron transfectadas por 24 h con el plásmido 

mock, O1-wt, O1-AA y O1-DD, y se estimularon únicamente con ATP. La Fig. 8.9 

muestra los registros de Ca2+ obtenidos con estas condiciones empleando 3 

vehículos de transfección diferentes; las células del panel A muestra la respuesta 

de las células transfectadas con lipofectamina 2000, el panel B muestra la respuesta 

de las células transfectadas con lipofectamina 3000 y el panel C se empleó el 
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método de transfección de fosfato de Ca2+ (Graham and van der Eb 1973). Con este 

experimento concluimos que la mutante fosfomimética puede interaccionar con el 

IP3R de forma basal, ocasionando una reducción en la liberación de Ca2+. Las 

diferencias en la inhibición podrían deberse a las distintas eficiencias de 

transfección de cada uno de los vehículos, aunque, en este trabajo no se evaluó el 

nivel de expresión de la proteína O1-DD.   

 
Fig. 8.9. La liberación de Ca2+ del ER es inhibida por O1-DD. Las células fueron transfectadas 
con el plásmido control, O1-wt, O1-AA y O1-DD empleando diferentes vehículos de transfección; en 
el panel (A) se empleó lipofectamina 2000, en el panel (B) se empleó lipofectamina 3000 y en el 
panel (C) se empleó el método de transfección de fosfato de Ca2+. Todos los vehículos de 
transfección mostraron que O1-DD inhibe la liberación de Ca2+ del ER cuando las células fueron 
estimuladas únicamente con ATP (10 µM).  
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8.9 La interacción entre el canal Orai1 y los IP3Rs tipo 1 y tipo 2 fueron 

modificadas por el ATP y la TG. 

Se sabe que el canal Orai1 puede interaccionar con el IP3R en un 

macrocomplejo donde participan varias proteínas que regulan los flujos de Ca2+, 

como son los canales TRPC3 y las proteínas RACK y STIM1 (Woodard et al. 2010). 

De forma relevante en ese trabajo, la interacción entre Orai1 y el IP3R tipo 1 y 2 

incrementó por acción de los agonistas ATP o carbacol y también por la TG 

sugiriendo que al vaciar el ER se inducía la formación de esta asociación. Con el 

propósito de estudiar las implicaciones de la interacción Orai1-IP3R en la inhibición 

del vaciamiento de Ca2+ del ER que hemos observado al sobreexpresar Orai1, 

establecimos una colaboración con el Dr. Juan Antonio Rosado Dionisio 

(Universidad de Extremadura) para estudiar la interacción entre Orai1, O1-AA u 

O1-DD y el IP3R1 o el IP3R2.  

 

La Fig. 8.10 panel A muestra un western blot representativo de la 

inmunoprecipitación contra el IP3R1 en células HeLa. Cuando se cuantificó la señal 

del canal Orai1, se observó un incremento en la interacción entre estas dos 

proteínas después de estimular a las células con ATP o con la combinación de ATP 

y TG. Consistentemente, la isoforma tipo 2 mostró un incremento en la interacción 

IP3R2 y Orai1 cuando las células fueron estimuladas con ATP. La combinación ATP 

y TG mostró una tendencia a incrementar la interacción de Orai1 y el IP3R2 que no 

fue estadísticamente significativa.  

 

Una vez que se corroboró que el agonista puede modular la interacción entre 

el canal Orai1 y el IP3R, las células fueron transfectadas ya sea con el canal 

YFP-Orai1 (Frischauf et al. 2015) o con las mutantes O1-AA y O1-DD. El gráfico de 

barras (Fig. 8.10 C) mostró que YFP-Orai1 se sobreexpresó 50 % con respecto a 

las células control. En el panel D se muestra un blot representativo de la señal que 

se observa únicamente cuando las células fueron transfectadas con las mutantes 

O1-DD y O1-AA, donde se puede notar que se detectaron una serie de bandas de 

37–50 kDa que podrían reflejar a la proteína Orai1 no glicosilada o glicosilada, 

respectivamente (Kawasaki et al. 2010). El panel E muestra la distribución del canal 
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YFP-Orai1 que como se ha reportado presenta una distribución principalmente 

periférica. Para contrastarlo, el núcleo de las células fue teñido con DAPI. 

 
Fig. 8.10. La interacción entre el IP3R y Orai1 es regulada por el agonista ATP y la TG en un 
medio suplementado con Ca2+. (A) Blot representativo de la inmunoprecipitación del IP3R1, el cual 
se utilizó como control de carga y se evaluó su interacción con el canal Orai1. El gráfico de barras 
muestra un incremento del 38 % en la interacción IP3R1-Orai1 cuando las células fueron estimuladas 
con ATP y un incremento del 46 % cuando fueron estimuladas con la combinación ATP+TG, n = 3 
experimentos independientes. (B) Blot representativo de la inmunoprecipitación del IP3R2, el cual 
fue utilizado como control de carga y se estudió su interacción con el canal Orai1. El gráfico de barras 
mostró un incremento estadísticamente significativo cuando las células fueron estimuladas con ATP 
(37%), n = 3 experimentos independientes. (C) Blot representativo de la sobreexpresión del canal 
exógeno YFP-Orai1 y el canal Orai1 endógeno. El gráfico muestra que Orai1 se sobreexpresó 50 % 
respecto a las células control, n = 8 experimentos independientes. (D) Blot representativo de células 
que fueron transfectadas con las mutantes O1-AA y O1-DD. Únicamente las células transfectadas 
con las mutantes de Orai1 muestran señal con el anticuerpo anti-FLAG.  (E) Imagen representativa 
de la expresión y distribución del canal YFP-Orai1; el núcleo fue teñido con el marcador fluorescente 
DAPI. 
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 8.10 Las S27/S30 del canal Orai1 modularon la interacción de este canal con 

el IP3R tipo 1 y 2.  

Fig. 8.11. El ATP y la TG modificaron la interacción entre O1-wt y el IP3R1 en células HeLa. Las 
proteínas de células control y las células que sobreexpresaron el canal O1-wt fueron 
inmunoprecipitadas con el anticuerpo anti-Orai1, mientras que las proteínas de las células 
transfectadas con las mutantes O1-AA y O1-DD fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo 
anti-FLAG. En todas las condiciones se cuantificó la señal respecto al IP3R1; los gráficos de barras 
muestran que la interacción IP3R1-O1-wt incrementó cuando se sobreexpresó O1 sin que esta 
interacción aumentara significativamente al estimular a las células con ATP y TG. La mutante O1-AA 
disminuyó fuertemente su interacción con el IP3R1 al estimular a las células con ATP y TG. El número 
de experimentos independientes está indicado dentro de cada barra. *, p < 0.05.  
 
  

Woodard et al. (2010) mostraron que la interacción entre Orai1 y el IP3R1 o 

entre Orai1 y el IP3R2 se modifica en respuesta a los agonistas y también como por 

la TG y que este efecto es dependiente del TRPC3, sugiriendo que inducir el 

vaciamiento de Ca2+ del ER estimula la interacción entre estas dos proteínas. 

Además, en ese trabajo se demostró que tanto la liberación de Ca2+ del ER, como 

la entrada desde el espacio extracelular al citoplasma dependieron de la expresión 

del TRPC3. En este macrocomplejo participaron otras proteínas como STIM1 y 

RACK, lo que podría sugerir que PKC además de estar regulando negativamente la 

entrada de Ca2+ operada por depósito (Hooper et al. 2015; Kawasaki et al. 2010) 

también podría tener una participación relevante en este complejo proteico.  
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Fig. 8.12. El ATP y la TG modificaron la interacción entre el IP3R2 y Orai1 en células HeLa. Se 
realizaron ensayos de inmunoprecipitación con el anticuerpo anti-Orai1 en células control y en las 
células transfectadas con O1-wt. Las células que fueron transfectadas con las mutantes O1-AA y 
O1-DD se inmunoprecipitaron con el anticuerpo anti-FLAG. El anticuerpo con el que se realizó la 
inmunoprecipitación se utilizó como control de carga y se evaluó la señal del IP3R2 antes y después 
de estimular a las células con ATP y TG. El gráfico de barras muestra que al estimular a las células 
con ATP y TG incrementó la interacción entre el IP3R2-O1-wt. La sobreexpresión de O1-wt también 
incrementó la interacción de este canal con el IP3R2 sin aparente modificación al estimular a las 
células. La mutante O1-DD no mostró diferencias estadísticamente significativas cuando las células 
fueron estimuladas con ATP y TG. La mutante O1-AA mostró una menor interacción con el IP3R2, 
mientras que el estímulo de ATP y TG disminuyó este complejo. El número de experimentos 
independientes está indicado dentro de cada barra. *, p < 0.05; **, p < 0.01.  
 
 

 Con base en estos antecedentes se estudió la interacción del IP3R1 y el IP3R2 

tanto con O1-wt como con las mutantes O1-AA y O1-DD. Para discernir la señal de 

las mutantes de Orai1, se utilizó el anticuerpo anti-FLAG que es una etiqueta de 8 

aminoácidos que se repiten 3 veces, la cual se encuentra en el vector de O1-AA y 

O1-DD en el extremo N terminal.  La Fig. 8.11 muestra un blot representativo de 

experimentos de inmunoprecipitación y posteriormente western blot donde se 

estudió si las mutaciones en los residuos de aminoácidos S27/S30 tienen 

implicaciones en la interacción IP3R1 y Orai1. Como se puede observar en el gráfico 

de barras el IP3R1 y O1-wt interaccionan en condiciones de reposo y aparentemente 

esta interacción no es modificada por el estímulo de ATP y TG; esta observación 

fue consistente, ya que al sobreexpresar Orai1 incrementó su interacción con el 

IP3R1 más del 30 % sin que el agonista modificara esta señal, lo que sugiere que el 
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IP3R1 y Orai1 son muy afines, aún en condiciones de reposo, lo que podría ocultar 

algún efecto adicional del estímulo.  

 

Lo siguiente que se estudió fue el efecto de las modificaciones de los residuos 

de aminoácidos, S27/S30, en la interacción del IP3R1 con O1-wt. Para esto se 

emplearon las mutantes O1-AA y O1-DD. Como se puede observar (Fig. 8.11), al 

adicionar el estímulo de ATP y TG, la mutante O1-AA disminuyó en un 60 % su 

interacción con el IP3R1. Por otro lado, el incremento en la interacción que mostró 

la mutante O1-DD con el IP3R1 no fue estadísticamente significativo. Estos 

resultados en conjunto sugirieron que la inhibición en la liberación de Ca2+ del ER 

es más compleja y podría estar involucrando a otras proteínas u otros sitios de 

fosforilación en Orai1.  

 

La Fig. 8.12 muestra un blot representativo de las proteínas que fueron 

inmunoprecipitadas con Orai1 o con el anticuerpo anti-FLAG. En este experimento 

se pudo observar que al estimular a las células con ATP y TG, la interacción entre 

IP3R2-O1-wt incrementó 70 %. Sin embargo, al sobreexpresar el canal Orai1, ya no 

se observaron diferencias estadísticamente significativas entre las células que se 

inmunoprecipitaron en estado basal y las células que fueron estimuladas con ATP 

y TG, aunque es importante mencionar que la sobreexpresión per se incrementó la 

interacción entre estas dos proteínas.  

 

Las mutantes O1-DD y O1-AA mostraron un comportamiento opuesto; en el 

caso de la mutante O1-DD, la interacción con el IP3R2 estaba aumentada desde las 

condiciones basales. De forma opuesta, la mutante O1-AA disminuyó la interacción 

basal con el IP3R2 y el estímulo agudizó este efecto. Estos datos sugieren que, al 

igual como se observó con el IP3R1, la inhibición que Orai1 está induciendo en la 

liberación de Ca2+ del ER podría involucrar otras proteínas u otros sitios de 

fosforilación en Orai1. Estas observaciones están en línea con los hallazgos 

reportados por Woodard et al. (2010) donde presentan un macrocomplejo, 

compuesto por Orai1-STIM1-TRPC3-RACK-IP3R1, que es capaz de regular los 

flujos de Ca2+ en células HeLa y HEK-293. 
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Fig. 8.13. El ATP y la TG modificaron la interacción entre el IP3R2 y Orai1 en células HeLa. Se 

realizaron ensayos de PLA y se estudió la interacción entre el IP3R2 y Orai1-wt, así como con las 

mutantes O1-AA y O1-DD. Las células que fueron transfectadas con YFP-O1, incrementaron su 

interacción con el IP3R2 cuando fueron estimuladas con ATP (10 µM) y TG (1 µM) durante 3 min. 

Las células que expresaron la mutante O1-AA mostraron menor interacción con el IP3R2 y el agonista 

agudizó esta disminución, mientras que las células que expresaron la mutante O1-DD mostraron una 

mayor interacción basal y el agonista favoreció este complejo. Se realizaron al menos 3 experimentos 

independientes y se analizaron al menos 50 células. *, p < 0.05; ***, p < 0.001.  

 

En el presente trabajo se empleó una segunda estrategia experimental para 

estudiar la interacción entre el IP3R2 y Orai1 mediante la técnica de ensayos de 

ligación por proximidad (PLA, por sus siglás en inglés). Esta técnica permite detectar 

una señal fluorescente en el espectro del color rojo (ex/em = 593 nm/622 nm) 

cuando dos proteínas están a menos de 40 nm (Hegazy et al. 2020). En la Fig. 8.13 

se muestras imágenes representativas de células HeLa en las que se realizaron 

ensayos de PLA con anticuerpos contra el IP3R2 y contra Orai1, los núcleos 

celulares fueron teñidos con DAPI para cuantificar el número de células en cada 

campo de estudio. 

 

Como se muestra en La Fig. 8.13 A, B, la aplicación de ATP y TG, por 3 min, 

incrementó el número de puntos PLA del binomio IP3R2-Orai1 en aquellas células 

sobreexpresando el canal Orai1 nativo. Estos datos corroboran la interacción entre 

el IP3R y Orai1 y que es susceptible de ser modulada por agonistas que activan al 

IP3R. En el panel C y D se muestran las señales obtenidas al sobreexpresar la 

mutante O1-DD. En concordancia con los experimentos de inmunoprecipitación, la 

mutante que mimetiza un canal Orai1 permanentemente fosforilado, O1-DD, 

favoreció la interacción entre el IP3R2 y Orai1 aún en ausencia de estímulo. Por otro 

lado, el estímulo de ATP y la TG incrementó aún más la asociación IP3R2-O1-DD, 

resultado que no era del todo esperado, puesto que implica que la fosforilación de 

S27/S30 no es la única condición necesaria para que se lleve a cabo esta 

interacción.  

 

Las células que expresaban la mutante O1-AA (Fig. 8.13 E, F) mostraron una 

asociación IP3R2-O1-AA opuesta a la mutante fosfomimética, sugiriendo que 

cuando estos aminoácidos no pueden ser fosforilados por PKC, la proteína Orai1 

pierde afinidad por el IP3R2. Sin embargo, el haber observado que el estímulo de 
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ATP y TG disminuyó aún más la interacción IP3R2-O1-AA, se puede inferir que hay 

otros factores que participan en esta asociación. Todos estos datos en conjunto 

indican que, aunque los residuos S27/S30 de Orai1 regulan la asociación entre este 

canal y los IP3R1 y P3R2, no son suficientes para explicar todos los efectos que 

hemos reportado al sobreexpresar Orai1.  

 

8.11 La fosforilación de S27/S30 modificó la localización de Orai1.  

 
Fig. 8.14. La fosforilación de Orai1 favoreció la internalización del canal. (A-C) Imágenes de 
células HeLa transfectadas con los plásmidos que codifican para las proteínas mCherry-O1-wt, 
mCherry-O1-DD y mCherry-O1-AA, respectivamente. (D-F) Las gráficas muestran la distribución de 
los diferentes canales en la célula. Los perfiles de intensidad fueron obtenidos a partir de las regiones 
que se indican con la flecha blanca de A–C. Nótese que la mutante mCherry-O1-DD mostró una 
distribución más internalizada que los canales mCherry-O1-wt y mCherry-O1-AA.  

 
Debido a que Orai1 es una proteína que preferentemente se ubica en la 

membrana plasmática y el IP3R es una proteína que se ubica en la membrana del 

ER, se generaron ADNc para obtener proteínas fluorescentes de O1-wt y sus 

mutantes O1-AA y O1-DD, al fusionar en sus extremos N terminal la proteína 

mCherry que nos permitiera ver la localización celular de los diferentes canales de 

Orai1. Estas construcciones fueron transfectadas en células HeLa (Fig. 8.14), 

después de 24 h fueron fijadas y permeabilizadas para poder incorporar el DAPI al 

núcleo celular y se tomaron imágenes confocales en estado basal de los canales 
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(A) mCherry-O1-wt, (B) mCherry-O1-DD y (C) mCherry-O1-AA, la flecha blanca 

indica la región donde se realizó el perfil de intensidades que se muestra en los 

paneles D-F.  

 

El perfil de intensidades de la mutante fosfomimética mCherry-O1-DD 

presenta un patrón de internalización mayor a los otros dos canales, sugiriendo que 

la fosforilación del canal Orai1 facilita la permanencia de O1-DD en el citoplasma. 

Contrario a este comportamiento, tanto O1-wt como O1-AA han mostrado ser 

canales que se encuentran mayoritariamente en la membrana plasmática. Aunque 

se sabe que hay una fracción de Orai1 de aproximadamente el 60 % que está 

participando en tráfico vesicular (Yu et al. 2010). Estos datos en conjunto sugieren 

que la fosforilación de los residuos S27/S30 facilitaría la internalización del canal 

Orai1, permitiendo así un mayor acercamiento de este canal con el IP3R.  

 

8.12 Los residuos de aminoácidos S27 y S30 no modificaron la colocalización 

entre el ER-Tracker y los canales Orai1. 

En colaboración con el M. en C. Víctor Hugo Sánchez Vázquez, se realizaron 

experimentos de colocalización entre los diferentes canales Orai1 y el ER-Tracker, 

este último como un marcador del ER (Cole et al. 2000). En la Fig. 8.15 se muestra 

la distribución de los canales Orai1 en las células HeLa, del ER-Tracker y el 

empalme de la señal roja del canal Orai1 y la señal verde del ER-Tracker. La 

colocalización se determinó empleando el coeficiente de Manders (Manders et al. 

1993). En el gráfico de barras se puede notar que Orai1 y el ER-Tracker colocalizan 

únicamente en un 18 % y este valor no cambió significativamente entre las mutantes 

mCherry-O1-DD y mCherry-O1-AA.  

 

Estos datos nos permitieron descartar que la inhibición en la liberación de Ca2+ 

del ER se deba a que el canal O1-wt o las mutantes O1-DD u O1-AA estuviesen 

localizadas en la membrana del ER. Con base en estos hallazgos se ha propuesto 

que el tráfico vesicular del canal Orai1 podría estar siendo modulado por la 

fosforilación de los residuos S27/S30, ya que estos aminoácidos estarían facilitando 

la internalización del canal Orai1, aunque esta conclusión requiere de más 

experimentos. Además, debido a que el agonista sigue teniendo efecto en las 
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mutantes O1-DD y O1-AA, las S27/S30 podrían tener un efecto negativo en la 

fosforilación de aminoácidos cercanos, como son las S22, S25 o S34 (ver MS3).  

  

 
Fig. 8.15. Ensayo de colocalización entre los canales Orai1 y el marcador de retículo 
ER-Tracker. Las células HeLa fueron transfectadas con los plásmidos codificantes para 
mCherry-O1-wt, mCherry-O1-DD y mCherry-O1-AA e incubadas durante 30 min con 1 µM de 
ER-Tracker. La imagen muestra la señal del canal rojo, del canal verde y la sobreposición de ambos 
canales. El gráfico de barras muestra el valor del coeficiente de Manders entre los canales Orai1 y 
el ER-Tracker; no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre las distintas 

construcciones. La barra blanca representa 10 µm 
 

8.13 La mutante mCherry-O1-DD incrementó su señal de fluorescencia 

después de la estimulación con ATP y TG.  

Con el propósito de visualizar qué efecto tiene el ATP y la TG en las células 

que expresan los diferentes canales Orai1, se realizó un curso temporal de 

mCherry-O1-wt y las mutantes mCherry-O1-DD y mCherry-O1-AA donde se 

tomaron fotografías cada 3 min y se cuantificó la fluorescencia en cada una de las 

regiones de interés. La Fig. 8.16 muestra una imagen representativa de cada 

condición; en concordancia con nuestras observaciones anteriores, se puede ver 

que mCherry-O1-DD muestra una distribución más internalizada. Además, 

únicamente la fluorescencia de mCherry-O1-DD mostró un incremento del 13 ± 3 

% en el min 12 respecto a su fluorescencia basal, lo que podría indicar que esta 
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mutante se está expresando más que mCherry-O1-wt y mCherry-O1-AA. Al inducir 

la liberación de Ca2+ con ATP y TG, también se favorecería la movilización de 

mCherry-O1-DD desde la membrana plasmática a vesículas intracelulares, 

provocando un incremento en su fluorescencia. 

 
Fig. 8.16. El estímulo de ATP y TG incrementó la fluorescencia de la mutante mCherry-O1-DD. 
Las células HeLa fueron transfectadas con los canales Orai1 y estimuladas durante 3 min con 10 µM 

ATP y 1 µM TG, y se realizó un curso temporal donde se evaluaron los cambios de fluorescencia 

después del estímulo normalizando la señal respecto a la fluorescencia basal. Únicamente las 
células expresando la mutante mCherry-O1-DD mostraron fluorescencia de mayor intensidad 
después de ser estimuladas; esta diferencia se mantuvo por 15 min. La barra blanca representa 10 

µm. Se realizaron al menos 3 experimentos independientes para cada condición. *, p < 0.05. 
 

8.14 El canal fosfomimético O1-DD y la proteína STIM1 reconstituyen SOCE.  

Nuestros experimentos sugieren que la mutante O1-DD se expresa mejor que 

los canales O1-wt y O1-AA, lo que concuerda con un trabajo previo en el que  

también se puede observar que la proteína fosfomimética se expresa mejor que 

O1-AA (Sanchez-Collado et al. 2019). Es importante resaltar que ambas proteínas 

(O1-AA y O1-DD) se encuentran codificadas en el mismo vector (p3xFLAG-CMV10), 

por lo que nos preguntamos si esto podría ser un mecanismo compensatorio de las 

células, ya que si el canal O1-DD se internaliza eficientemente, la célula requeriría 
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producir más proteína O1-DD para tener el mismo nivel de canal Orai1 en la 

membrana plasmática. Con el objetivo de responder a esta pregunta se han 

realizado experimentos de SOCE sobreexpresando los canales Orai1 y la proteína 

STIM1; como controles se ha sobreexpresado únicamente STIM1 o el vector vacío 

mock. 

 

En la Fig. 8.17 A se muestran los promedios de los trazos de SOCE en células 

HeLa transfectadas con el plásmido mock (rojo), con la proteína STIM1 (azul) o 

cotransfectadas con O1-wt y STIM1 (negro), O1-AA y STIM1 (verde) u O1-DD y 

STIM1 (rosa). Las células se mantuvieron en un medio extracelular sin Ca2+ y se 

adicionó TG para inducir un fuerte vaciamiento de Ca2+ del ER. La fuga basal de 

Ca2+ revelada por TG no fue diferente en ninguna de las condiciones. SOCE fue 

inducida al adicionar 2 mM de Ca2+ al medio extracelular, revelando que las 

modificaciones de los residuos S27/S30 no alteraron de forma importante la entrada 

de Ca2+ a través de Orai1.  

 

En la Fig. 8.17 B se presentan los valores promedios de la [Ca2+]i basal. La 

cotransfección con Orai1 y STIM1 incrementó la [Ca2+]i de forma significativa. Este 

efecto fue mayor para las células que expresaban el canal fosfomimético. Ya que 

no hay Ca2+ en el medio extracelular pensamos que un incremento en la [Ca2+]i 

podría ser debido a que O1-DD se encuentre internalizado en vesículas o en 

gránulos de secreción (Dickson et al. 2012), ocasionando que STIM1 active a Orai1 

y libere Ca2+ de estos depósitos intracelulares; esta posible explicación requiere de 

investigación adicional.  

 

La Fig. 8.17 C muestra que el incremento en la [Ca2+]i inducida por la TG fue la 

misma independientemente del canal que se sobreexpresó, lo que sugiere que la 

fuga de Ca2+ del ER no fue alterada. En el panel D se muestra una amplificación del 

incremento de la [Ca2+]i en respuesta a la adición de 2 mM de Ca2+ al medio 

extracelular, los valores promedio se presentan en el gráfico del panel E, 

únicamente vimos una pequeña reducción de SOCE al cotransfectar O1-DD y 

STIM1, probablemente porque la expresión de Orai1-DD está aumentada (datos no 

mostrados) para compensar la mayor internalización de este canal.  
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Fig. 8.17. Las mutaciones en los residuos S27/S30 del canal Orai1 no modificaron la respuesta   
de SOCE. (A) La entrada de Ca2+ operada por depósito fue evaluada en células transfectadas 
únicamente con el plásmido mock (rojo), STIM1 (azul) o células cotransfectadas con los plásmidos 
de O1-wt y STIM1 (negro), O1-AA y STIM1 (verde) u O1-DD y STIM1 (rosa). (B) El gráfico de barras 
muestra la [Ca2+]i basal a los 6 min de haber comenzado el registro. Las células que coexpresaron 
la mutante O1-DD y STIM1 mostraron una mayor [Ca2+]i basal. (C) El gráfico de barras muestra que 
el incremento de la [Ca2+]i respecto al valor basal inducido por TG no fue modificado por ninguno de 
los canales Orai1. (D) Amplificación de la respuesta celular al adicionar 2 mM Ca2+ al medio 
extracelular. (E) El incremento promedio del transitorio de [Ca2+]i mostrado en (D) fue ligeramente 
menor al cotransfectar O1-DD y STIM1. Se realizaron al menos 3 experimentos independientes para 
cada condición. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001. 
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Con el objetivo de determinar si los residuos S27 y S30 pudiesen modificar la 

velocidad de SOCE, se realizó un ajuste no lineal (Fig. 8.18 A-E) del curso temporal 

mostrado en la Fig. 8.17 D. Como se puede notar en la Fig. 8.18 F, el t½ para SOCE 

no mostró ninguna diferencia, lo que sugiere que estos residuos de aminoácidos 

(S27/S30) no modificaron significativamente la velocidad de la entrada de Ca2+.  

 
Fig. 8.18. La velocidad de SOCE no fue modificada por los canales Orai1. El transitorio de [Ca2+]i 
inducido por la adición de Ca2+ al medio extracelular (trazo rojo) fue modelado con un ajuste no lineal 
(trazo azul). (A) Trazo representativo de células que fueron transfectadas con el plásmido vacío 
mock, (B) el plásmido que codifica la proteína STIM1 o las células cotransfectadas con las (C) 
proteínas STIM1 y O1-wt, (D) STIM1 y O1-AA o (E) STIM1 y O1-DD. (F) El gráfico muestra el t1/2 que 
se requiere para alcanzar la velocidad máxima, los canales Orai1 no mostraron diferencias 
estadísticamente significativas en la velocidad de SOCE. Se realizaron al menos 3 experimentos 
independientes para cada condición.  
 
8.15 Cambios postraduccionales de los residuos de los aminoácidos S27 y 

S30 modifican las oscilaciones de Ca2+ inducidas por ATP.  

Con el propósito de determinar si las modificaciones de los residuos de S27 y 

S30 afectan las oscilaciones de Ca2+ citoplásmico, se realizaron experimentos en el 

microscopio confocal con células que habían incorporado el fluoróforo Fluo-4 (Gee 

et al. 2000) para registrar cambios en el [Ca2+]i. Las células fueron transfectadas 

con las construcciones que permiten expresar la proteína mCherry fusionada en el 

extremo amino terminal de cada uno de los canales Orai1. El Fluo-4 permite detectar 

cambios en la [Ca2+]i a una longitud de onda de excitación de 488 nm, que se 

encuentra en el rango de la luz visible, lo que lo hace compatible con el microscopio 

confocal. Se realizó un curso temporal alternando las mediciones entre la longitud 

de onda de excitación del Fluo-4 y la proteína mCherry. 
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La Fig. 8.19 muestra en el recuadro superior la señal del Fluo-4 y en el 

recuadro inferior la señal de la proteína mCherry que representa la presencia del 

canal Orai1. En cada panel (A-D) se muestran trazos representativos del tipo de 

respuesta estimulada por ATP; los trazos rojos exhiben los incrementos transitorios 

en la [Ca2+]i, mientras que los trazos azules exhiben las oscilaciones de Ca2+ 

intracelular. Las cuatro condiciones estudiadas fueron células transfectadas con el 

plásmido vacío (A) mock, mCherry-O1-wt (B), mCherry-O1-AA (C), y 

mCherry-O1-DD (D). Las células se incubaron en solución salina suplementada con 

1.8 mM de Ca2+ y se estimularon con 10 µM ATP.  

 

El número de oscilaciones fue cuantificado durante 3 min a partir de que se 

adicionó ATP, cuando las respuestas fueron incrementos transitorios de la [Ca2+]i, 

se determinó la amplitud máxima. Tomando las respuestas de la [Ca2+]i observadas 

en presencia del mock como la referencia, se observa que la sobreexpresión de los 

canales Orai1 cambió los patrones de las oscilaciones de Ca2+ intracelular (Fig. 8.19 

E, F). La moda de la frecuencia de oscilaciones fue 5, 7, 2 y 1 para células mock y 

sobreexpresando mCherry-O1-AA, mCherry-O1-wt o mCherry-O1-DD, 

respectivamente. Estos datos sugieren que el canal que no puede ser fosforilado, 

mCherry-O1-AA, aumentó la frecuencia de las oscilaciones, mientras que el canal 

nativo y el fosfomimético redujeron la frecuencia de las oscilaciones.  

 

Adicionalmente, mCherry-O1-wt y mCherry-O1-DD modificaron el perfil de las 

oscilaciones, pasaron de ser híbridas (oscilaciones montadas en una respuesta 

transitoria) a ser únicamente oscilaciones. La sobreexpresión de los canales Orai1 

aumentó la fracción de las respuestas transitorias excepto para mCherry-O1-DD. 

Estos datos sugieren que los canales Orai1 que se mantienen en la membrana 

plasmática aumentan la frecuencia de la respuesta transitoria, y además revelan 

que la fosforilación de Orai1 en los residuos S27 y S30 modulan de forma negativa 

la liberación de Ca2+ del ER, lo cual se pudiese deber a que Orai1 fosforilado 

estabiliza el estado inactivado del IP3R.    
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Fig. 8.19. Los canales O1-wt, O1-AA y O1-DD modificaron las señales de Ca2+ estimuladas por 
ATP. El ATP indujo la movilización de Ca2+ con dos patrones diferentes: oscilaciones de Ca2+ 
citoplásmico (trazo azul) o incrementos transitorios (trazo rojo) en células HeLa transfectadas con 
(A) el plásmido vacío (mock), (B) mCherry-O1-wt, (C) mCherry-O1-AA y (D) mCherry-O1-DD. (E) Se 
utilizó un tiempo fijo de 3 min a partir de la adición de ATP para determinar el número de las 
oscilaciones de la [Ca2+]i, cada uno de los símbolos representa la respuesta de una célula. El mock 
mostró una gran variabilidad en el número de oscilaciones, mostrando de 1 hasta 8 oscilaciones en 
ese periodo de tiempo, siendo la moda 5 oscilaciones. El canal mCherry-O1-wt disminuyó la moda a 
2 oscilaciones, mientras que el canal mCherry-O1-AA incrementó la moda a 7 y el canal 
mCherry-O1-DD disminuyó la moda a 1 oscilación. La frecuencia promedio aumentó al expresar 
O1-AA y disminuyó al expresar O1-DD, O1-wt no modificó la frecuencia significativamente. (F) El 
pico del incremento transitorio en la [Ca2+]i no cambió significativamente por la expresión de los 
canales Orai1. Sin embargo, los canales O1-wt y O1-AA aumentaron la frecuencia de este tipo de 
respuestas, no así el canal O1-DD. Se analizaron al menos 28 células de 4 experimentos 
independientes. **, p < 0.01. 

 
 

Con el propósito de conocer si hay una mayor entrada de Ca2+ inducida por 

ATP y TG en células que sobreexpresaron O1-wt u O1-AA, se estudió la 

participación de la entrada de Ca2+ a través de la mutante Orai1-S27A/S30A-E106A 

(O1-AA-E106A) que tiene suprimida su función como canal y a su vez poca afinidad 

por el IP3R. Si el incremento en la [Ca2+]i ocasionado por la sobrexpresión de O1-wt 

o la mutante O1-AA se debiese a una mejor liberación de Ca2+, esto se tendría 

reproducir sin requerir la participación Orai1 como un canal de Ca2+. Como se puede 

notar en la Fig. 20 A y B cuando se expresó esta mutante, las células no mostraron 

diferencias en el transitorio de la [Ca2+]i, lo que sugiere que las S27/S30 además de 

favorecer SOCE, también permiten una mayor entrada de Ca2+ estimulada por ATP 

y TG, este aumento en la entrada de Ca2+ podría ser independiente de STIM1, 

aunque esta afirmación requiere investigación adicional. 
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Fig. 8.20. La mutante O1-AA-E106A no mostró diferencias en la amplitud del transitorio de 
Ca2+ intracelular. (A) Células HeLa fueron transfectadas con el plásmido mock y con la mutante 
O1-AA-E106A durante 24 h. Las células se registraron en solución salina con 1.8 mM de Ca2+ y 
fueron estimuladas simultáneamente con 10 µM ATP y 1 µM TG. (B) El gráfico de barras muestra 

que la sobrexpresión de O1-AA-E106A no cambió el pico promedio del transitorio de Ca2+ 
intracelular, como sí ocurre con el canal funcional O1-AA (Figura 2.2, trazo azul).  
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8.16 La reducción en la liberación de Ca2+ del ER mediada por el canal Orai1 

es insensible a los inhibidores de la PKC cuando las células son estimuladas 

con histamina y TG.  

En este trabajo también se estudió de forma exploratoria si el canal Orai1 

modifica la respuesta de Ca2+ cuando las células se estimularon con histamina, este 

agonista al igual que el ATP, libera Ca2+ vía el IP3R. Sin embargo, se ha reportado 

que el IP3 generado por la estimulación de las células con la histamina es menor 

comparado con otros agonistas (Rueda et al. 2002; van der Wal et al. 2001). 

Además, la histamina puede producir DAG por acción de la fosfolipasa D (PLD, por 

sus siglás en inglés) (Kolczynska et al. 2020; Oprins et al. 2002), favoreciendo la 

activación de PKCs clásicas y nuevas. Este perfil es diferente al de los receptores 

purinérgicos y sería interesante ver el efecto de histamina en el canal Orai1.  

 

En la Fig. 8.21 A y B se presenta la respuesta del incremento transitorio de la 

[Ca2+]i y la liberación de Ca2+ del ER en células HeLa transfectadas ya sea con el 

plásmido vacío o sobreexpresando O1-wt. En este caso O1-wt no incrementó la 

amplitud del transitorio de [Ca2+]i como sí lo hizo cuando la liberación de Ca2+ fue 

inducida por ATP (ver Fig. 2.1 y Fig. 8.1). En el panel C se muestra el pico promedio 

del transitorio de Ca2+ intracelular estimulado por histamina y TG, en el que se puede 

ver que las diferentes condiciones experimentales no afectaron este parámetro.  

 

El panel D muestra que la sobreexpresión de Orai1 redujo la liberación de Ca2+ 

del ER, aun cuando las células fueron incubadas con un inhibidor de las PKCs 

dependientes de Ca2+ (Gö 6976) o un inhibidor de las PKCs más generalizado (Gö 

6983). Estos datos sugieren que la histamina podría activar otras cinasas diferentes 

a las PKCs, las cuales pueden fosforilar a los canales Orai1 de forma tardía. Esta 

observación muestra una diferencia importante, ya que la inhibición en la liberación 

de Ca2+ del ER inducida por ATP parece depender fuertemente de la actividad de 

las cPKC y del Ca2+, mientras que la histamina parece depender principalmente de 

las nPKC y de otras cinasas de naturaleza desconocida.  
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Fig. 8.21. El inhibidor de PKC Gö 6983 no modificó el efecto inhibitorio de Orai1 en células 
HeLa estimuladas con la histamina y TG. (A) Trazo representativo del transitorio de [Ca2+]i 

estimulado por histamina (100 µM) y TG (1 µM) en un medio extracelular suplementado con 1.8 mM 

Ca2+ de células transfectadas con el plásmido mock (trazo rojo), células sobreexpresando Orai1 
(trazo azul) e incubadas con Gö 6976 (200 nM) o células transfectadas con el plásmido mock (trazo 
negro) o sobreexpresando Orai1 (trazo verde) e incubadas con Gö 6983 (200 nM). En el recuadro 
se puede notar que la liberación de Ca2+ citoplásmica fue más lenta cuando las células fueron 
incubadas con Gö 6983. (C) El gráfico de barras muestra que no fue modificada significativamente 
la amplitud del transitorio de [Ca2+]i en ninguna condición. (B, D) La liberación de Ca2+ del ER fue 
inhibida cuando se sobreexpresó Orai1 tanto en células incubadas con Gö 6976 como en células 
incubadas con Gö 6983. Se realizaron al menos 3 experimentos independientes para cada condición.  
*, p < 0.05; **, p < 0.01. 
 
 

8.17 El inhibidor Gö 6983 favoreció la liberación de Ca2+ del ER.   

Con el objetivo de evaluar si el canal Orai1 endógeno pudiera inhibir la 

liberación de Ca2+ del ER y si la inhibición de las PKC clásicas y nuevas por tiempos 

prolongados pudiera favorecer la liberación de Ca2+ del ER estimulada por 

histamina, se incubaron a las células HeLa con 200 nM de Gö 6983 durante 2 h y 

se estimularon únicamente con 100 µM de histamina en un medio suplementado 

con Ca2+. Se utilizó solo el agonista con el propósito de visualizar el vaciamiento 

debido únicamente a la activación del IP3R sin que se involucrara a los canales de 

la fuga de Ca2+ revelados por TG.  
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El panel A de la Fig. 8.22 muestra que la incubación con Gö 6983 tiende a 

incrementar el transitorio de [Ca2+]i, aunque esta diferencia no fue significativa 

(Panel C). El panel B muestra que Gö 6983 aumentó la liberación de Ca2+ del ER 

inducida por la histamina y esta diferencia fue significativa (Panel D) ya que la 

adición de DMSO (el vehículo) presentó un incremento de Ca2+ del 3 % (0.03 ± 0.02 

∆𝐹/𝐹0) mientras que Gö 6983 produjo un vaciamiento de Ca2+ del 4 % (-0.04 ± 0.2 

∆𝐹/𝐹0). Con base en estas observaciones proponemos que la inhibición de la 

liberación de Ca2+ luminal puede ocurrir por la fosforilación de Orai1 endógeno e 

involucra la actividad tanto de las cPKC como de las nPKC, además de otras 

cinasas que falta por determinar (véase Fig. 8.21).  

 

 
Fig. 8.22. Gö 6983 favoreció la liberación de Ca2+ del ER. Trazo representativo del transitorio de 

[Ca2+]i (A) y de la liberación del Ca2+ del ER (B) estimulados por la histamina (100 µM) en solución 

salina con 1.8 mM Ca2+. Las células se incubaron por 2 h con DMSO o con Gö 6983 (200 nM) y se 
estimularon después de 10 min de haber iniciado el registro. (C) La amplitud del transitorio de [Ca2+]i 
no mostró diferencias en las células incubadas con Gö 6983. (D) La liberación de Ca2+ del ER se 
facilitó por la presencia de Gö 6983. Se realizaron al menos 3 experimentos independientes para 
cada condición. *, p < 0.05. 
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8.18 El activador de PKC, PDBu, suprime la liberación de Ca2+ inducida tanto 

por histamina como por la combinación de histamina y TG.  

Para determinar el efecto de PKC en la liberación de Ca2+ inducida por 

histamina se realizaron experimentos en ausencia de Ca2+ externo y con el activador 

de PKC, PDBu. El PDBu es un éster de forbol análogo al DAG, pero que, a diferencia 

de este último, no es susceptible de ser metabolizado. Por tal motivo, PDBu produce 

una fuerte activación de las PKCs (Chiu et al. 1988; Isakov 2018; Newton 2018). En 

la Fig. 8.23 A y B se puede notar que las células incubadas por 10 min con PDBu, 

en un medio sin Ca2+, mostraron una reducción del incremento transitorio de [Ca2+]i 

en respuesta a histamina y TG [de 302  50 nM (DMSO) a 135  40 nM (PDBu)]. 

Sin embargo, SOCE no se modificó significativamente, aunque mostró una 

tendencia a ser mayor, lo cual está en línea con observaciones previas que han 

reportado una mayor entrada de Ca2+ por acción de PKC (Camello et al. 1999). 

Estos datos sugieren que pudiese haber una entrada de Ca2+ independiente de 

STIM1, que estaría siendo facilitada por la fosforilación de PKC. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 8.23. La activación de las PKCs con PDBu disminuyó el incremento transitorio de [Ca2+]i 

y modificó la liberación de Ca2+ del ER inducida por histamina y TG. Células HeLa fueron 

incubadas por 10 min con PDBu (1 µM) y estimuladas con la combinación de histamina (100 µM) y 

TG (1 µM) en solución salina sin Ca2+. Para observar SOCE, se adicionó 2 mM de Ca2+ al medio 

extracelular. (A) El registro del transitorio de [Ca2+]i disminuyó cuando las células fueron incubadas 
con PDBu. (B) Las células incubadas con PDBu mostraron una reducción de la amplitud del 
transitorio de [Ca2+]i mientras que SOCE únicamente mostró una tendencia a incrementar. (C) Trazo 
representativo de la liberación de Ca2+ del ER. (D) Las células incubadas con PDBu mostraron una 
respuesta ralentizada en el min 11 respecto a las células incubadas con el vehículo DMSO (0.1 %), 
a partir del min 15 no hubo diferencias estadísticamente significativas. Se realizaron al menos 4 
experimentos independientes para cada condición. *, p < 0.05. 
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La liberación de Ca2+ del ER (Fig. 8.23 C y D) en células incubadas con PDBu 

mostró un curso temporal diferente a las células incubadas con DMSO, sugiriendo 

que el PDBu ralentiza la liberación de Ca2+. El gráfico de barras muestra que la 

amplitud en la liberación de Ca2+ del ER fue reducida significativamente en el minuto 

11 (de −0.18  0.05 ∆𝐹/𝐹0 a −0.04  0.02 ∆𝐹/𝐹0 para células incubadas con DMSO 

y PDBu, respectivamente). Estos datos sugieren que la fosforilación de Orai1 

endógeno por PKC también podría estar inhibiendo la actividad del IP3R; este nuevo 

rol de Orai1 es relevante porque este canal podría tener una función dual para 

mantener la homeóstasis de Ca2+ del ER. Por un lado, su actividad bien conocida 

como canal altamente selectivo por Ca2+ y por otro, como inhibidor de la actividad 

del IP3R.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8.24. El activador PDBu suprimió el transitorio de [Ca2+]i y modificó la liberación de Ca2+ 

del ER inducida por histamina. Las células HeLa fueron incubadas por 10 min con PDBu (1 µM) y 

estimuladas con histamina (100 µM) en un medio sin Ca2+. Para observar SOCE se adicionó 2 mM 

de Ca2+ al medio extracelular. (A-B) El transitorio de [Ca2+]i fue totalmente suprimido cuando las 
células fueron incubadas con PDBu, mientras que SOCE no mostró diferencias significativas. (C-D) 
Las células incubadas con PDBu mostraron una liberación de Ca2+ del ER ralentizada respecto a las 
células incubadas con el vehículo DMSO (0.1 %), las flechas en (B) indican los puntos donde se 
realizó el análisis estadístico. Se realizaron al menos 4 experimentos independientes para cada 
condición. *, p < 0.05; **, p < 0.01. 
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Debido que al estimular a las células con histamina y TG se ocasiona que la 

fuga de Ca2+ tenga un impacto en el transitorio de [Ca2+]i (Leon-Aparicio, Chavez-

Reyes, and Guerrero-Hernandez 2017), se realizó un experimento donde solamente 

se estimuló a las células con histamina. En la Fig. 8.24 A y B se puede observar que 

el activador de PKC (PDBu) suprimió fuertemente el transitorio de [Ca2+]i inducido 

por histamina (de 220  55 nM a 25  6 nM para células incubadas con DMSO y 

PDBu, respectivamente). En el panel C y D se puede notar que nuevamente se 

modificó negativamente la liberación de Ca2+ del ER, provocando que la amplitud 

del vaciamiento de Ca2+ del ER se redujera significativamente al incubar a las 

células con PDBu (de −0.11  0.01 ∆𝐹/𝐹0 a −0.03  0.02 ∆𝐹/𝐹0 para células 

incubadas con DMSO y PDBu, respectivamente), sugiriendo que en células HeLa, 

la PKC es capaz de regular positivamente el transitorio de [Ca2+]i del citoplasma y 

negativamente el vaciamiento de Ca2+ del ER. 

 

8.19 La inhibición de PKC favorece la liberación de Ca2+ del ER. 

En este trabajo se evaluó si inhibir la actividad de PKC modifica la respuesta 

de Ca2+ del ER en células que fueron transfectadas con la mutante fosfomimética 

O1-DD. Esto indicaría que PKC tiene otros blancos diferentes a los residuos S27 y 

S30 que podrían estar participando en la regulación de los flujos de Ca2+. En la Fig. 

8.25 A y B se muestra la respuesta de Ca2+ intracelular y la liberación de Ca2+ del 

ER. Las células incubadas con el inhibidor generalizado de PKC, Gö 6983, 

mostraron una mayor liberación de Ca2+ del ER (de −0.03  0.01 ∆𝐹/𝐹0 a −0.06  

0.004 ∆𝐹/𝐹0 para células incubadas con DMSO y Gö 6983, respectivamente). 

 

En la Fig. 8.25 C y D se presenta el incremento de la [Ca2+]i y la amplitud del 

vaciamiento de Ca2+ del ER inducido por histamina y TG. Las células que 

expresaron el canal O1-DD no modificaron su respuesta intracelular cuando se 

aplicó el estímulo. Sin embargo, la liberación de Ca2+ del ER incrementó 

significativamente, sugiriendo que hay otros sitios de fosforilación en el canal Orai1 

que están participando negativamente en la liberación de Ca2+ del ER. Estos datos 

concuerdan con la propuesta de que PKC tiene otros blancos diferentes a las S27 

y S30 que están participando negativamente en la liberación de Ca2+ del ER.   
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En este trabajo se propone que estas cinasas desconocidas son PKCs 

dependientes de Ca2+ debido a que cuando se sobreexpresó la mutante O1-DD en 

un medio sin Ca2+, el estímulo de histamina y TG no inhibió la liberación de Ca2+ del 

ER y el transitorio de Ca2+ intracelular tampoco fue modificado por esta condición 

(Fig. 8.26 A-C). Como control de transfección y expresión de la mutante O1-DD, en 

el panel A, C se puede ver que SOCE fue suprimida (de 239  53 nM a 168  19 nM 

para las células transfectadas con el plásmido mock o las células que expresaron la 

mutante O1-DD, respectivamente) por haberse alterado la estequiometría 

Orai1:STIM1 (Soboloff et al. 2006).  

 

A diferencia de lo reportado al sobreexpresar el canal O1-wt en ausencia de 

Ca2+ (Martínez-Martínez 2016), O1-DD no fue capaz de inhibir la liberación de Ca2+ 

del ER y esto podría deberse a que O1-DD al mimetizar un canal permanentemente 

fosforilado, podría impedir la fosforilación de otros residuos que inhiben la liberación 

de Ca2+ del ER. Por ejemplo, la S25, que de acuerdo con el repositorio NetPhos - 

3.1, esta serina podría ser fosforilada por PKC, cdc2 e incluso por una cinasa 

inespecífica (ver MS3). Investigar estos sitios adicionales de fosforilación, permitiría 

entender mejor el papel del canal Orai1 como un inhibidor de la liberación de Ca2+ 

de ER. 
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Fig. 8.25. Gö 6983 favorece el vaciamiento de Ca2+ del ER en células que expresan O1-DD. 

Células HeLa transfectadas con la mutante O1-DD e incubadas por 10 min con DMSO (0.1 %) o 

PDBu (1 µM) en solución salina con Ca2+. Las células fueron estimuladas con histamina (100 µM) y 

TG (1 µM) y se registró (A) el transitorio de [Ca2+]i en cada condición y (B) la liberación de Ca2+ del 

ER. (C) El gráfico de barras muestra que la amplitud del transitorio de Ca2+ en (A) no fue modificado 

por Gö 6983. (D) La amplitud de vaciamiento del ER estimulada por histamina y TG incrementó 

significativamente cuando las células fueron incubadas con Gö 6983. Se realizaron al menos 4 

experimentos independientes para cada condición. *, p < 0.05. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Fig. 8.26. O1-DD no modificó la respuesta citoplásmica o luminal en solución salina sin Ca2+. 
(A) Trazo representativo del protocolo de SOCE en células HeLa transfectadas con la mutante 
O1-DD y de (B) la liberación de Ca2+ del ER. (C) El gráfico de barras muestra la amplitud del 
transitorio de [Ca2+]i estimulado por histamina y TG o el transitorio de [Ca2+]i inducido por la adición 
de Ca2+ al medio extracelular. (D) La amplitud del vaciamiento de Ca2+ del ER estimulada por 
histamina y TG no fue modificada al expresar la mutante O1-DD. Se realizaron al menos 3 
experimentos independientes. *, p < 0.05. 
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8.20 La interacción entre el IP3R y Orai1 incrementa cuando las células se 

estimulan con histamina y TG.  

 
Fig. 8.27. Efecto de la combinación histamina y TG en la interacción entre Orai1 y IP3R tipo 1 
y tipo 2 en células HeLa. (A) Células transfectadas con el plásmido vacío o con YFP-Orai1 fueron 
estimuladas con histamina y TG durante 3 min. Se utilizó como control de carga el western blot de 
Orai1. El blot del IP3R1 mostró que la interacción Orai1-IP3R1 no cambió en células estimuladas con 
histamina y TG. (B) Células transfectadas con las mutantes O1-DD o O1-AA fueron estimuladas con 
histamina y TG durante 3 min. La inmunoprecitación fue realizada con el anticuerpo anti-FLAG, el 
western blot realizado con el anticuerpo anti-FLAG fue empleado como control de carga. La 
interacción de Orai1 y las mutantes O1-DD y O1-AA incrementó al aplicar el estímulo de histamina 
y TG. (C) Células transfectadas con el plásmido mock y con YFP-Orai1 fueron estimuladas con 
histamina y TG durante 3 min. El western blot contra el IP3R2 mostró una mayor señal cuando las 
células fueron estimuladas o cuando se sobreexpresó el canal YFP-Orai1. Se utilizó como control de 
carga el western blot de Orai1. (D) Células transfectadas con las mutantes O1-DD o O1-AA fueron 
estimuladas con histamina y TG durante 3 min. El western blot realizado con el anticuerpo anti-FLAG 
fue empleado como control de carga. La interacción de las mutantes O1-DD u O1-AA y el canal Orai1 
incrementó al aplicar el estímulo de histamina y TG. Los recuadros rojos señalan las bandas de la 
proteína de interés.  

A B 

C D 
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En este trabajo se realizó un experimento exploratorio en el que se evaluó la 

interacción de Orai1 y el IP3R, isoformas 1 y 2. En la Fig. 8.27 A y B se muestra que 

en nuestras condiciones experimentales no observamos diferencias entre la señal 

de las células en reposo y las células estimuladas con histamina y TG, incluso 

cuando se sobreexpresó el canal Orai1. Sin embargo, tanto la mutante O1-DD como 

O1-AA incrementaron la señal del IP3R1 después de que las células fueron 

estimuladas con histamina y TG, sugiriendo que este agonista puede activar otras 

cinasas que no son activadas por el ATP, las cuales podrían fosforilar otros blancos 

diferentes de las S27/S30. Sin embargo, las S27/S30 también estarían participando 

en la inhibición de la liberación de Ca2+ del ER (ver Fig. 2.2). Este mecanismo podría 

llevarse a cabo porque la histamina produce más DAG por otras vías de 

señalización, lo que activaría eficientemente a las PKCs favoreciendo su 

participación (Montero et al. 2003; Oprins et al. 2002).  

 

Interesantemente, la interacción entre Orai1 y el IP3R2 incrementó cuando las 

células fueron estimuladas con histamina y TG en células mock y en células 

sobreexpresando YFP-Orai1, lo que sugiere que el IP3R2 es más sensible al 

estímulo. Consistentemente, con el efecto visto en el IP3R1 inducido por histamina 

y TG, las mutantes O1-DD y O1-AA incrementaron su interacción con el IP3R2 al 

estimular a las células. Estos datos fueron inesperados y de forma preliminar se 

podría sugerir que en el caso de la histamina se activarían otras cinasas que 

estarían regulando la interacción entre Orai1 y el IP3R2. Se desconoce qué cinasas 

son, pero con base en estos datos se sabe que son dependientes de Ca2+, sensibles 

al inhibidor generalizado de PKC, Gö 6983 y probablemente fosforilan residuos de 

Orai1 cercanos a las S27/S30.  
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8.21 Representación esquemática del modelo de trabajo.  

En la Fig. 8.28 se muestra una representación esquemática, tomando en 

cuenta los datos que se han presentados en este trabajo. Como ya se tiene bien 

descrito, el ATP libera Ca2+ del ER al citoplasma vía la producción de IP3; la 

disminución de Ca2+ en el ER provoca que STIM1 se disocie del Ca2+ que se 

encuentra unido a su dominio mano EF en su extremo N terminal, orientado hacia 

el lumen del ER. Esta disociación permite que STIM1 se oligomerice y se agregue 

entre las regiones de la membrana del ER y la membrana plasmática. Este 

acercamiento de STIM1 a la membrana plasmática permite que esta proteína pueda 

reclutar y activar a los canales Orai1, induciendo el flujo de Ca2+ del espacio 

extracelular al citoplasma. La hidrólisis del PIP2, además de producir IP3 también 

produce el segundo mensajero DAG. El DAG y el Ca2+ liberado del ER activan a las 

PKCs clásicas. Estas cinasas fosforilan a Orai1 en las S27/S30 reduciendo la 

entrada de Ca2+ operada por depósito.  

 

En este trabajo se propone que la fosforilación de Orai1 por PKC en las 

S27/S30 facilitaría la internalización de Orai1 y el acercamiento de este canal al 

IP3R, además de que se activaría una entrada de Ca2+ que probablemente no 

depende de STIM1, sino únicamente de la fosforilación por la PKC. La interacción 

Orai1-IP3R reduciría fuertemente la actividad del IP3R, inhibiendo la liberación de 

Ca2+ del ER; este efecto podría ser un nuevo papel fisiológico de Orai1 para limitar 

el excesivo vaciamiento de Ca2+ del ER. Adicionalmente, el agonista podría 

favorecer la interacción de Orai1 con el IP3R1 o el IP3R2 con la participación de 

otras cinasas que podrían fosforilar a Orai1 en residuos diferentes a las S27/S30 

(ver MS3). En el caso de la histamina, se llevaría a cabo un mecanismo similar, pero 

este agonista podría estar activando a PKCs dependientes de DAG como un 

mecanismo tardío e incluso a otras cinasas diferentes a las PKCs que requerirían 

Ca2+ para su activación. 
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Fig. 8.28 Representación esquemática de la inhibición en la liberación de Ca2+ del ER mediada por el canal Orai1. 
muestra el mecanismo de inhibición de la liberación de Ca2+ del ER. El círculo azul muestra el orden en el que ocurren las 5 etapas principales:
(1) liberación de Ca2+ mediada por agonista, (2) entrada de Ca2+ operada por depósito (SOCE) inducida por ATP y TG,
por PKC clásica (cPKC), (4) internalización de Orai1 e (5) inhibición de la actividad del IP3R.  
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9. DISCUSIÓN  

Los datos obtenidos en este trabajo han mostrado dos eventos importantes: 

un incremento en el transitorio de [Ca2+]i inducido por ATP y TG, el cual no fue 

reproducido al emplear histamina y TG, así como una fuerte inhibición en la 

liberación de Ca2+ que puede ser inducida tanto por la combinación de ATP y TG 

como por histamina y TG, en presencia de Ca2+ externo (1.8 mM). El incremento en 

la [Ca2+]i requiere de un canal Orai1 funcional ya que la dominante negativa de Orai1 

(O1-E106A) no incrementó el transitorio de [Ca2+]i, mientras que la inhibición en la 

liberación de Ca2+ parece ser un evento que requiere a Orai1 como proteína más 

que como un canal funcional, sugiriendo un papel adicional para Orai1 al ya bien 

establecido como canal altamente selectivo por Ca2+.  

 

Kawasaki et al. (2010) reportaron que la PKCβ puede fosforilar a Orai1 en los 

residuos de aminoácidos S27 y S30 y así reducir SOCE. Con base en estos datos, 

se estudió la importancia de emplear tanto un agonista que produce IP3 y DAG, 

como un bloqueador de la bomba SERCA (TG). El DAG es un segundo mensajero 

que activa a las cPKCs y nPKCs, mientras que la TG produce un fuerte vaciamiento 

del ER. En este trabajo estudiamos si la fosforilación del canal Orai1 por PKC en los 

residuos de S27 y S30 podría también regular negativamente la liberación de Ca2+ 

del ER. Para dilucidar este escenario, se realizaron dos mutaciones puntuales para 

obtener una proteína que mimetizara un canal Orai1 permanentemente fosforilado, 

Orai1-S27D/S30D (O1-DD).  

 

Nuestros datos han mostrado que la sobreexpresión de O1-DD inhibe 

fuertemente la liberación de Ca2+ del ER como lo hace el canal Orai1 silvestre 

(O1-wt). Sin embargo, O1-DD no incrementó el transitorio de [Ca2+]i como se 

observó con la sobreexpresión de O1-wt y la mutante O1-S27A/S30A (O1-AA) 

(Martínez-Martínez 2016), lo que sugiere que los residuos de S27 y S30 también 

modulan la actividad de canal de Orai1 permitiendo la entrada de Ca2+. Nosotros 

proponemos que este incremento del transitorio de [Ca2+]i se debe a una mayor 

entrada de Ca2+ ya que la mutante Orai1-S27A/S30A-E106A (O1-AA-E106A) que 

no puede ser fosforilada por PKC y tampoco tiene actividad como canal, mostró un 
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transitorio de Ca2+ similar a las células mock. Además, proponemos que esta 

entrada de Ca2+ podría ser independiente de STIM1. Aunque STIM1 es el 

mecanismo más común para activar a Orai1, existen reportes utilizando tumores 

mamarios o en la línea celular epitelial de mama SCp2, donde observaron que 

SPCA2 (una bomba de calcio de la vía secretora) es capaz de activar a Orai1 e 

incrementar SOCE de forma independiente de la actividad de STIM1 (Cross et al. 

2013; Feng et al. 2010).  

 

 Interesantemente, el inhibidor generalizado de PKC (Gö 6983) no modificó 

significativamente la reducción de la liberación de Ca2+ del ER ni el transitorio de 

[Ca2+]i inducido por ATP y TG, lo que sugiere que el incremento en la entrada de 

Ca2+ depende de la actividad de PKC. Con el propósito de estudiar si la inhibición 

en la liberación de Ca2+ del ER y el incremento en el transitorio de [Ca2+]i observado 

al sobreexpresar O1-wt podría ser un mecanismo fisiológico, se realizaron 

experimentos en células sin transfectar, las cuales fueron incubadas por 2 h con el 

inhibidor Gö 6983. Cuando las células fueron estimuladas únicamente con el 

agonista, observamos un vaciamiento de Ca2+ que no se reproduce en las células 

control, por lo que proponemos que, al inhibir la actividad de las PKC, el canal Orai1 

no puede ser fosforilado, ocasionando que no se inhiba eficientemente la actividad 

del IP3R, lo que facilitaría la liberación de Ca2+ del ER. 

 

Además, se mostró que la activación de las PKCs con PDBu permite ver una 

liberación de Ca2+ más lenta y un transitorio de [Ca2+]i con una tendencia a estar 

reducido respecto a las células control. Inesperadamente, SOCE incrementó 

cuando se activó a las PKCs con PDBu; este último dato parece ser específico de 

la línea celular HeLa, ya que se ha reportado que dependiendo del tipo celular y las 

condiciones experimentales, la fosforilación de PKC puede incrementar o disminuir 

la entrada de Ca2+ operada por depósito (Camello et al. 1999; Hooper et al. 2015; 

Kawasaki et al. 2010). Esta mayor entrada de Ca2+ podría ser explicada como una 

participación de PKC en la actividad de otros canales; por ejemplo los TRPC3 

(Woodard et al. 2010). 
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Debido a que la actividad de fuga de Ca2+ del ER revelado por la TG podría 

estar oscureciendo la inhibición en la liberación de Ca2+ por PDBu, se procedió a 

evaluar a las células estimuladas solo con el agonista en ausencia de Ca2+ 

extracelular. El transitorio de [Ca2+]i fue fuertemente suprimido, por lo que 

proponemos que activar a PKC con PDBu favorece la fosforilación de Orai1, 

facilitando que Orai1 bloquee fuertemente la actividad del IP3R, suprimiendo casi 

completamente la liberación de Ca2+ del ER. La estimulación únicamente con ATP 

en un medio sin Ca2+ no nos permitió inducir SOCE, quizá porque el vaciamiento de 

Ca2+ del ER no es tan eficiente como al emplear la TG, que al bloquear la actividad 

de la bomba SERCA permite una mejor formación de los agregados de STIM1, 

provocando una fuerte entrada de Ca2+ a través de los canales Orai1 reclutados 

(Ahmad et al. 2022; Liou et al. 2005; Ong et al. 2015).  

 

En ausencia de Ca2+ externo, la mutante O1-DD únicamente mostró una 

tendencia a reducir el transitorio de [Ca2+]i, mientras que la liberación de Ca2+ del 

ER fue similar entre las células que fueron transfectadas con la mutante O1-DD y 

las células transfectadas con el plásmido mock, lo que sugiere que es necesario un 

medio con Ca2+ extracelular para reproducir los efectos en el citoplasma y en el ER 

que hemos observado al sobreexpresar el canal O1-wt.  Basándonos en estos datos 

proponemos que las S27/S30 no son suficientes para explicar estos hallazgos. La 

participación del Ca2+ podría ser indirecta o directamente sobre el IP3R debido a que 

otras proteínas que unen Ca2+ participan en la regulación del IP3R, modulando su 

actividad (Foskett and Mak 2010). Otra explicación podría ser que el Ca2+ es 

necesario si Orai1 estuviera estabilizando al IP3R cuando este canal entra al estado 

inactivo, el cual requiere una elevación sustancial en la [Ca2+]i (Rossi et al. 2021; 

Taylor and Tovey 2010).  

 

Los ensayos de sensibilidad al IP3 mostraron que Orai1 no está cambiando 

significativamente la sensibilidad del IP3R por su agonista IP3. Sin embargo, 

ensayos de FRET entre Orai1 y el IP3R mostraron la importancia del Ca2+, el cual 

también es un agonista del IP3R. En este trabajo mostramos que la señal de FRET 

incrementó únicamente cuando las células fueron estimuladas con ATP y TG en un 

medio suplementado con Ca2+, lo que sugiere que se requiere un fuerte vaciamiento 
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del ER provocado por la TG y los segundos mensajes IP3 y DAG producidos por el 

agonista. Además, al evaluar la colocalización entre el IP3R y Orai1, así como entre 

el IP3R y las mutantes de Orai1 (O1-AA y O1-DD), observamos un incremento en el 

coeficiente de Manders cuando se expresó la mutante fosfomimética O1-DD, lo que 

sugiere que las S27/S30 podrían estar modificando el tráfico vesicular del canal 

Orai1, el cual depende tanto del lado N como del lado C terminal de Orai1 (Hodeify 

et al. 2015, 2021; Yu et al. 2009). 

 

En este trabajo se ha reportado que expresar la mutante O1-DD reduce el 

transitorio de [Ca2+]i cuando las células fueron estimuladas solo con el agonista ATP 

en un medio suplementado con Ca2+ extracelular, por lo que se sugiere que una 

pequeña fracción del canal Orai1 podría interaccionar con el IP3R en condiciones 

de reposo, reduciendo la respuesta inicial estimulada por ATP. El inhibir la actividad 

del IP3R a través de Orai1 tendría relevancia fisiológica debido a que Orai1 podría 

facilitar el mantenimiento del estado estacionario de Ca2+ del ER de dos formas: la 

primera, como canal permitiendo la entrada de Ca2+ del espacio extracelular al 

citoplasma, y la segunda al evitar que el depósito se vacíe excesivamente.  

 

Empleando ensayos de inmunoprecipitación Woodard et al. (2010) reportaron 

que tanto Orai1 y el IP3R1, como Orai1 y el IP3R2, muestran una mayor interacción 

cuando las células HeLa y HEK-293 fueron estimuladas con TG o con agonistas en 

un medio con Ca2+. Sin embargo, no se explicó la relevancia de la interacción 

Orai1-IP3R en los flujos de Ca2+ del citoplasma y del ER, así como la importancia 

del agonista empleado para vaciar el ER. En este trabajo logramos reproducir estos 

datos estimulando a las células con la combinación de ATP y TG y mostramos que 

las S27/S30 son necesarias, pero no suficientes, para poder modular la interacción 

entre Orai1 y el IP3R. Esto se deriva de los resultados donde las mutantes O1-AA y 

O1-DD fueron sensibles al agonista, lo que en un principio no se esperaba si la 

fosforilación de los residuos S27/S30 fuera la única condición requerida para 

explicar la interacción de Orai1 y el IP3R.  

 

Los datos mostraron que el vaciamiento del depósito con ATP y la TG 

incrementó la interacción entre Orai1 y el IP3R2. Sin embargo, el IP3R1 no mostró 
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ninguna diferencia debido al estimulo; esto podría deberse a que antes del estímulo, 

esta señal ya se encontraba elevada. Ambas isoformas del IP3R incrementaron su 

interacción en células transfectadas con el canal Orai1, sin que se observara alguna 

diferencia significativa por acción del ATP y la TG. Inesperadamente, observamos 

que el agonista incrementó la señal en células transfectadas con la mutante O1-DD 

y fue el caso contrario para la mutante O1-AA, puesto que la señal se redujo con los 

agonistas. Para corroborar estos datos, se realizaron ensayos de ligación por 

proximidad (PLA) entre Orai1 y el IP3R2, los resultados obtenidos concordaron con 

los ensayos de inmunoprecipitación, mostrando la relevancia de las S27/S30 en la 

interacción de Orai1 tanto con IP3R1 como con IP3R2.  

 

La diferencia en la interacción que hay entre Orai1-IP3R1 y Orai1-IP3R2 podría 

ser debida a que en células HeLa el IP3R1 constituye más del 50 % del total de los 

IP3Rs (Hattori et al. 2004; Ivanova et al. 2014), lo que podría oscurecer el efecto del 

estímulo y en estas condiciones solo podemos ver un incremento al sobreexpresar 

Orai1. La sensibilidad que mostraron las mutantes O1-AA y O1-DD por el agonista, 

evidencia que no son suficientes las S27/S30 para explicar la interacción que hay 

entre este canal y el IP3R. Debido a que Orai1 tiene muchos residuos posibles de 

fosforilación (consultar el sitio PhosphoSitePlus; ORAI1 human; mouse; rat), es 

factible pensar que hay otros residuos que modulan la interacción Orai1-IP3R, los 

cuales podrían depender de cinasas que requieren del Ca2+ para su activación.   

 

En este trabajo mostramos por primera vez que las S27/S30 tendrían un papel 

en el tráfico vesicular de Orai1. Con ensayos de microscopía confocal reportamos 

que la mutante mCherry-O1-DD se encuentra más internalizada que las 

construcciones mCherry-O1-wt y mCherry-O1-AA. Aunque, no tenemos evidencia 

de que haya una mayor colocalización entre mCherry-O1-DD y el indicador de ER 

(ER-Tracker), por lo que pensamos que los efectos que hemos visto en el 

citoplasma y el ER no se explican por una deslocalización de la mutante 

mCherry-O1-DD. Hodeify et al. (2021) reportaron que tanto el extremo N como el C 

terminal participan en la residencia de Orai1 en la membrana plasmática, por lo que 

es plausible pensar que las S27/S30, que están en el extremo N terminal de Orai1, 
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podrían participar en la regulación del tiempo de residencia de este canal en la 

membrana plasmática.  

  

Para evaluar la participación de las S27/S30 en el tráfico vesicular, se realizó 

un curso temporal del cambio de fluorescencia entre los canales Orai1 después de 

estimular a las células con ATP y TG. Nuestros datos mostraron que únicamente la 

mutante mCherry-O1-DD incrementó su fluorescencia después de estimular a las 

células, por lo que hemos propuesto que el canal fosfomimético está más 

internalizado, además cuando el Ca2+ se libera del ER, O1-DD comienza a 

movilizarse con mayor facilidad a la membrana del ER para bloquear la actividad 

del IP3R, aunque por la remoción que presentaron las células transfectadas con 

O1-DD no descartamos que también se pueda movilizar hacia la membrana 

plasmática puesto que este canal también puede reconstituir SOCE de magnitud 

similar a la del O1-wt.  

 

Con ensayos de SOCE realizados en células transfectadas con el plásmido 

mock o únicamente con STIM1, así como en células cotransfectadas con los 

canales Orai1 y STIM1, mostramos que la liberación de Ca2+ inducida por TG no fue 

modificada en ninguna condición. La respuesta de SOCE incrementó 

significativamente al cotransfectar STIM1 y Orai1, así como por STIM1 y O1-AA. En 

el caso de O1-DD y STIM1, la entrada de Ca2+ mostró solo una pequeña 

disminución, lo que en un principio no se esperaba puesto que al estar el canal 

fosfomimético más internalizado, era previsible que SOCE estuviera 

sustancialmente disminuida. Sin embargo, el ajuste no lineal al curso temporal de la 

entrada de calcio no mostró ninguna diferencia en la velocidad de SOCE. Ensayos 

de western blot que no se muestran en este trabajo, sugieren que O1-DD se expresa 

hasta 24 % más que la mutante O1-AA, por lo que se propone que las célula podrían 

expresar más proteína como un mecanismo compensatorio para mantener ~40 % 

del canal Orai1 que regularmente se encuentra en la membrana plasmática en 

condiciones de reposo (Hodeify et al. 2015). Este mecanismo podría ayudar a que 

SOCE no sea fuerte suprimida al cotransfectar O1-DD y STIM1.  
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En este trabajo hemos mostrado que el incremento en la [Ca2+]i inducido por 

la TG en ausencia de Ca2+ externo fue muy similar entre Orai1 y las sus mutantes. 

Sin embargo, la [Ca2+]i en reposo incrementó de forma significativa. Por lo que, se 

propone que al sobreexpresar Orai1 y STIM1, estas proteínas podrían estar 

liberando Ca2+ de depósitos intracelulares incrementando la [Ca2+]i (Dickson et al. 

2012; Zbidi et al. 2011). En el caso de las células transfectadas con el canal O1-DD 

y STIM1, la [Ca2+]i basal fue mayor que al expresar O1-wt y STIM1 u O1-AA y STIM1, 

esto podría deberse a que el canal fosfomimético se encuentra más internalizado, 

lo que favorece su residencia en membranas de depósitos intracelulares, liberando 

Ca2+ al citoplasma probablemente de depósitos ácidos como ya ha sido reportado 

en células PC12 y plaquetas humanas (Dickson et al. 2012; Zbidi et al. 2011).  

 

Los datos de este trabajo, sugieren que las S27/S30 son necesarias, pero no 

suficientes, para permitir la interacción entre Orai1 y el IP3R. Además, hemos 

mostrado que estos canales cambiaron el comportamiento de las oscilaciones de 

Ca2+ en solución salina con Ca2+ al estimular a las células únicamente con ATP. 

Estos datos son relevantes debido a que aportan evidencia de que la 

sobreexpresión de O1-wt podría estabilizar al IP3R en su conformación inactivada, 

cambiando el tipo de oscilaciones de híbridas (oscilaciones montadas en una 

respuesta transitoria) a puramente oscilaciones. El canal O1-AA incrementó la moda 

de la frecuencia de las oscilaciones híbridas que se observaron en las células 

transfectadas con el plásmido mock. El canal O1-DD mostró un efecto contrario a 

O1-AA puesto que redujo la frecuencia de las oscilaciones. Ya que la frecuencia de 

las oscilaciones tiene un correlato claro con el nivel de IP3 y por tanto con el número 

de IP3R involucrados (Thomas et al. 1996), se propone que la fosforilación de Orai1 

y su actividad como inhibidor del IP3R podría ser un evento fisiológico que limitaría 

la excesiva liberación de Ca2+ del ER.  

 

El ATP desencadena una vía de señalización para liberar Ca2+ que comparte 

similitudes con la vía de señalización desencadenada por la histamina, aunque hay 

reportes que sugieren que la histamina produce poco IP3 comparado con otros 

agonistas (van der Wal et al. 2001). Así mismo, la histamina puede incrementar su 

producción de DAG por otros vías que no requieren hidrolizar PIP2 (Oprins et al. 
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2002). Nuestros datos han mostrado que Orai1 puede inhibir la liberación por Ca2+ 

inducida tanto por ATP y TG como por histamina y TG. Sin embargo, hemos 

observado que el mecanismo de inhibición entre estos dos agonistas muestra 

diferencias, por lo que estudiamos algunas de sus características más relevantes.  

 

Nosotros ya hemos reportado que al incubar a las células con un inhibidor de 

PKCs dependientes de Ca2+ (Gö 6976) no se abate la inhibición de la liberación de 

Ca2+ a través de Orai1 (Martínez-Martínez 2016) cuando las células fueron 

estimuladas con histamina y TG. En el presente trabajo, se ha mostrado que al 

inhibir a las PKCs con Gö 6983, el cual es un inhibidor más generalizado que 

bloquea tanto a las PKCs dependiente de Ca2+ como a las PKCs activadas por DAG, 

seguimos observando inhibición en el vaciamiento de Ca2+ de ER vía O1-wt, por lo 

que proponemos que la histamina además de activar a cPKCs y nPKCs podría 

activar otras cinasas dependientes de Ca2+. 

 

En adición a las anteriores observaciones, hemos reportado que al incubar a 

las células por 2 h con Gö 6983 se produjo un vaciamiento marginal al estimular a 

las células solo con histamina, por lo que se propone que la histamina está 

activando a otras cinasas que estarían reduciendo la liberación de Ca2+ del ER, lo 

que sugiere que de forma fisiológica Orai1 podría estarse uniendo al IP3R y 

bloqueando su actividad. Una diferencia relevante que hemos encontrado entre 

estos dos agonistas es que la histamina puede inhibir la liberación de Ca2+ del ER 

en un medio sin Ca2+ si se activa a las PKCs con PDBu, mientras que para la 

inhibición observada con ATP es imprescindible la participación del Ca2+, lo que 

sugiere que la histamina podría depender sustancialmente de la actividad de PKCs 

nuevas, que son activadas solo con DAG para bloquear la actividad del IP3R, 

además del papel que  PKC tiene directamente sobre la actividad del IP3R (Bartlett 

et al. 2015; Isakov 2018; Mikoshiba 2015; Montero et al. 2003).  

 

El incubar a las células por 10 min con un activador de PKC (PDBu) que 

mimetiza al DAG, mostró que, al estimular a las células solo con histamina, la 

participación de las PKC nuevas es la más relevante. Esto fue evidente ya que la 

liberación de Ca2+ del ER fue reducida significativamente cuando se estimuló a las 
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células con histamina en un medio sin Ca2+ extracelular. Sin embargo, esta 

reducción inducida por PDBu no fue reproducible al estimular a las células con ATP. 

Adicionalmente, se ha mostrado que sin importar si las células fueron estimuladas 

con histamina o con histamina y TG, la liberación de Ca2+ del ER fue más lenta 

cuando las células fueron incubadas con PDBu. El transitorio de [Ca2+]i también fue 

fuertemente suprimido debido a la acción de PDBu, lo que aporta evidencia de que 

PKC regula tanto el vaciamiento del Ca2+ del ER como el transitorio de Ca2+ 

intracelular. En este trabajo se ha propuesto que la PKC regula los flujos de Ca2+ 

del citoplasma y del ER debido a que al fosforilar a Orai1 en las S27/S30, este canal 

puede estabilizar al IP3R en su estado inactivado.  

 

Nuestros datos han mostrado que las S27/S30 tienen un papel relevante tanto 

al estimular a las células con el ATP como con la histamina, debido a que la mutante 

O1-DD es capaz de inhibir la liberación de Ca2+ del ER cuando las células fueron 

estimuladas en un medio con Ca2+ extracelular. Sin embargo, al inhibir a las PKC 

con Gö 6983 y expresar la mutante O1-DD, se facilitó la liberación de Ca2+, lo que 

sugiere que hay una participación adicional por cPKCs y/o nPKCs cuyo blanco es 

diferente a las S27/S30. En un experimento exploratorio de coinmunoprecipitación 

entre el IP3R y los diferentes canales de Orai1, hemos mostrado que el IP3R2 mostró 

ser más sensible al estímulo de histamina y TG que el IP3R1, consistente con lo 

observado al estimular a las células con ATP y TG. En estos ensayos se observó 

que tanto la mutante O1-AA y O1-DD incrementaron su interacción con el IP3R1 y 

el IP3R2 después de ser estimuladas con histamina y TG, lo que sugiere que la 

histamina podría prender una nPKC cuyo blanco no es interferido por las 

mutaciones en las S27/S30. Es posible que estas serinas se encuentren en el 

extremo C terminal que también participa en el tráfico vesicular de Orai1 (Hodeify et 

al. 2015, 2021).  

 

Todos estos datos se han conceptualizado como a continuación se menciona: 

el vaciamiento de Ca2+ del ER inducido ya sea por ATP y TG o histamina y TG, 

activa a las PKCs clásicas, las cuales depende de Ca2+ y DAG, así como a las PKC 

nuevas que dependen solamente de DAG para su activación, lo que permite que 

Orai1 sea fosforilado en las S27/S30. En el este trabajo se propone que estas 
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fosforilaciones internalizan al canal que se encuentra en la membrana plasmática, 

permitiendo su acercamiento al IP3R que se encuentra en la membrana del ER; la 

interacción Orai1-IP3R inhibiría la liberación de Ca2+ del ER. Con base en nuestros 

datos en ausencia de Ca2+, se propone que Orai1 pudiese estar estabilizando al 

IP3R en su estado inactivo (Fig. 8.28).  

 

Nuestro modelo de trabajo aporta información nueva para encontrar una razón 

plausible para que solo en mamíferos se expresen una isoforma de Orai1α larga 

(Sanchez-Collado et al. 2019), la cual cuenta con 63 residuos adicionales en el 

extremo N terminal comparada con la isoforma corta Orai1β (Fukushima et al. 2012); 

la relevancia de los dominios adicionales en Orai1α han comenzado a dilucidarse 

en los últimos años (Zhang et al. 2019), pero aún falta mucha investigación. 

Nosotros proponemos que la isoforma larga de Orai1 (Orai1α) requiere de las 

S27/S30 para tener una señal que le permita internalizarse y acercarse de la 

membrana plasmática a la membrana del ER, para así bloquear la actividad del IP3R 

y evitar una excesiva liberación de Ca2+ del ER (Fig. 8.28).  

 

Alterar el estado estacionario de Ca2+ dentro del ER, ya sea por mutaciones 

en Orai, STIM o el IP3R está asociado a diferentes enfermedades con un amplio 

espectro de síntomas (Conte et al. 2021; Feske 2019; Hisatsune and Mikoshiba 

2017; Ivanova et al. 2014; Silva-Rojas, Laporte, and Böhm 2020; Terry et al. 2020), 

por lo que una fina regulación de la dinámica de Ca2+ resulta muy relevante en 

diferentes enfermedades humanas. Nuestros datos aportan información relevante 

sobre otra función de Orai1 que también participa en la dinámica de Ca2+ del 

citoplasma y del ER, por lo que resulta interesante conocer la relevancia de las 

S27/S30 de Orai1 en otros modelos celulares que tiene porcentajes de expresión 

variadas de las tres isoformas del IP3R (Ivanova et al. 2014).  
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10. CONCLUSIONES  
 

La inhibición de la liberación de Ca2+ del ER a través de Orai1 requiere del 

Ca2+ extracelular cuando las células fueron estimuladas con ATP y TG. 

 

La histamina es un agonista que puede activar fuertemente a las PKC 

dependientes de DAG, por lo que la inhibición de la liberación de Ca2+ del ER a 

través de Orai1 se puede observar en ausencia de Ca2+ extracelular.  

 

La activación de la PKC participa en la inhibición de la liberación de Ca2+ del 

ER, así como en una mayor entrada de Ca2+ extracelular, lo que sugiere que PKC 

además de fosforilar las S27/S30 tiene otros blancos que regulan los flujos de Ca2+.  

 

La fosforilación de Orai1 en las S27/S30 por la PKC permite que este canal se 

pueda internalizar, cambiando su ubicación de la membrana plasmática a una más 

cercana a la del ER, donde reside el IP3R y así facilitar su inactivación.  

 

La internalización de Orai1 facilita su interacción con el IP3R, lo que estabiliza 

a este canal en su estado inactivo, el cual es alcanzado debido a un incremento 

sustancial en la [Ca2+]i.  

 

Orai1 además de participar como canal de Ca2+, también participa como 

inhibidor de la liberación de Ca2+ del ER, teniendo un papel dual que favorece el 

mantenimiento de la homeostasis de Ca2+ del ER.  
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11. PERSPECTIVAS  
 

Determinar qué cinasa estaría participando en la inhibición de la liberación de 

Ca2+ activada por histamina.  

 

Determinar si el canal O1-DD únicamente puede inactivar al IP3R una vez que 

el Ca2+ induce que el IP3R entre al estado inactivado.  

 

Determinar si las S27/S30 podrían modificar las oscilaciones de Ca2+ en un 

medio en alto K+ donde las PKCs sean activadas por PDBu.  

 

Estudiar la región rica en serinas que se encuentra en el extremo C terminal 

del canal Orai1 y su importancia en la liberación de Ca2+ del ER. 

 

Estudiar si la interacción entre STIM1 y Orai1 es modificada por las mutantes 

O1-AA y O1-DD.   
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12. MATERIAL SUPLEMENTARIO  

MS1. Alineación de la secuencia de nucleótidos de las mutantes Orai1 S27D/S30D y 

Orai1 S27A/S30A. El recuadro rojo muestra el cambio de nucleótidos que se realizó para 

obtener una mutante Orai1 S27D/S30D a partir de la mutante Orai1 S27A/S30A (GCC → 

GAC). 

 

Tabla suplementaria 1. Tabla comparativa de los inhibidores selectivos de PKC, Gö 

6983 y Gö 6976. Los valores de IC50 muestran que el Gö 6976 y Gö 6983 inhiben 

diferentes isoformas de PKC en el orden nM. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

(Martiny-Baron et al., 1993; Gschwendt et al., 1996; Young et al., 2005) 

Inhibidor IC50 Isoformas 

Gö 6976 

 

2.3 nM 
6.2 nM 
20 nM 

PKCα            
PKCβI           
PKCµ                         

Gö 6983 7 nM 
7 nM 
6 nM 
10 nM 
60 nM 
20 µM 

PKCα            
PKCβI                     

PKCγ            
PKCδ                        
PKCζ                                        
PKCµ                          
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MS2. Alineación de la secuencia de nucleótidos de la mutante Orai1 

S27A/S30A_E106A. El recuadro rojo muestra el cambio de nucleótidos que se realizó para 

obtener una mutante Orai1 S27A/S30A-E106A a partir de la mutante Orai1 S27A/S30A. 
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>Sequence 301 amino acids 

# 

# netphos-3.1b prediction results 

# 

# Sequence     # x   Context     Score   Kinase    Answer 

# ------------------------------------------------------------------- 

# Sequence                10 S   APPPSRSSP   0.936   unsp       YES 

# Sequence                10 S   APPPSRSSP   0.514   GSK3       YES 

# 

# Sequence                12 S   PPSRSSPEL   0.924   unsp       YES 

# Sequence                12 S   PPSRSSPEL   0.564   PKG        YES 

# 

# Sequence                13 S   PSRSSPELP   0.998   unsp       YES 

# Sequence                13 S   PSRSSPELP   0.626   cdk5       YES 

# Sequence                13 S   PSRSSPELP   0.543   p38MAPK    YES 

# Sequence                13 S   PSRSSPELP   0.503   GSK3       YES 

# 

# Sequence                19 S   ELPPSGGST   0.947   unsp       YES 

# Sequence                19 S   ELPPSGGST   0.506   GSK3       YES 

# 

# Sequence                22 S   PSGGSTTSG   0.655   unsp       YES 

# Sequence                22 S   PSGGSTTSG   0.507   cdc2       YES 

# 

# Sequence                23 T   SGGSTTSGS   0.524   cdc2       YES 

# 

# Sequence                25 S   GSTTSGSRR   0.782   unsp       YES 

# Sequence                25 S   GSTTSGSRR   0.628   PKC        YES 

# Sequence                25 S   GSTTSGSRR   0.559   cdc2       YES 

# 

# Sequence                27 S   TTSGSRRSR   0.953   unsp       YES 

# Sequence                27 S   TTSGSRRSR   0.754   PKC        YES 

# 

# Sequence                30 S   GSRRSRRRS   0.997   unsp       YES 

# Sequence                30 S   GSRRSRRRS   0.862   PKC        YES 

# 

# Sequence                34 S   SRRRSGDGE   0.998   unsp       YES 

# Sequence                34 S   SRRRSGDGE   0.810   PKA        YES 

# Sequence                34 S   SRRRSGDGE   0.692   PKB        YES 

# Sequence                34 S   SRRRSGDGE   0.615   RSK        YES 

# Sequence                34 S   SRRRSGDGE   0.523   PKG        YES 

# 

# Sequence                48 S   PPPPSAVTY   0.573   PKG        YES 

# 

# Sequence                59 S   WIGQSYSEV   0.540   CKII       YES 

# 

# Sequence                65 S   SEVMSLNEH   0.933   unsp       YES 

# Sequence                65 S   SEVMSLNEH   0.577   CKII       YES 

# Sequence                65 S   SEVMSLNEH   0.513   DNAPK      YES 

# 

# Sequence                75 S   MQALSWRKL   0.960   unsp       YES 

# Sequence                75 S   MQALSWRKL   0.781   PKC        YES 

# Sequence                75 S   MQALSWRKL   0.527   cdc2       YES 

# 

# Sequence                82 S   KLYLSRAKL   0.737   unsp       YES 

# Sequence                82 S   KLYLSRAKL   0.713   PKC        YES 

# 

# Sequence                89 S   KLKASSRTS   0.888   unsp       YES 

# Sequence                89 S   KLKASSRTS   0.511   cdc2       YES 

# 

# Sequence                90 S   LKASSRTSA   0.959   unsp       YES 
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# Sequence                90 S   LKASSRTSA   0.615   PKA        YES 

# Sequence                90 S   LKASSRTSA   0.534   cdc2       YES 

# 

# Sequence                93 S   SSRTSALLS   0.910   unsp       YES 

# 

# Sequence                97 S   SALLSGFAM   0.726   PKC        YES 

# 

# Sequence               128 T   SACTTVLVA   0.716   PKC        YES 

# 

# Sequence               141 S   ALMISTCIL   0.618   PKA        YES 

# 

# Sequence               152 S   IEAVSNVHN   0.532   cdc2       YES 

# 

# Sequence               159 S   HNLNSVKES   0.990   unsp       YES 

# Sequence               159 S   HNLNSVKES   0.883   PKC        YES 

# 

# Sequence               163 S   SVKESPHER   0.988   unsp       YES 

# Sequence               163 S   SVKESPHER   0.575   cdk5       YES 

# Sequence               163 S   SVKESPHER   0.522   CKII       YES 

# Sequence               163 S   SVKESPHER   0.510   PKG        YES 

# Sequence               163 S   SVKESPHER   0.506   GSK3       YES 

# 

# Sequence               179 S   AWAFSTVIG   0.565   cdc2       YES 

# 

# Sequence               180 T   WAFSTVIGT   0.739   PKC        YES 

# Sequence               180 T   WAFSTVIGT   0.579   unsp       YES 

# 

# Sequence               212 T   QPRPTSKPP   0.984   unsp       YES 

# Sequence               212 T   QPRPTSKPP   0.572   PKG        YES 

# 

# Sequence               213 S   PRPTSKPPA   0.893   unsp       YES 

# Sequence               213 S   PRPTSKPPA   0.512   PKG        YES 

# 

# Sequence               218 S   KPPASGAAA   0.508   cdc2       YES 

# 

# Sequence               227 S   NVSTSGITP   0.660   unsp       YES 

# 

# Sequence               230 T   TSGITPGQA   0.554   cdk5       YES 

# Sequence               230 T   TSGITPGQA   0.534   p38MAPK    YES 

# 

# Sequence               240 T   AIASTTIMV   0.684   PKC        YES 

# 

# Sequence               241 T   IASTTIMVP   0.573   unsp       YES 

# 

# Sequence               260 S   HFYRSLVSH   0.757   PKC        YES 

# 

# Sequence               263 S   RSLVSHKTD   0.979   unsp       YES 

# Sequence               263 S   RSLVSHKTD   0.661   PKC        YES 

# 

# Sequence               266 T   VSHKTDRQF   0.817   PKC        YES 

# Sequence               266 T   VSHKTDRQF   0.808   unsp       YES 

# 

# Sequence               295 T   DHPLTPGSH   0.707   cdk5       YES 

# Sequence               295 T   DHPLTPGSH   0.581   unsp       YES 

# Sequence               295 T   DHPLTPGSH   0.570   p38MAPK    YES 

# Sequence               295 T   DHPLTPGSH   0.514   GSK3       YES 

# 

    MHPEPAPPPSRSSPELPPSGGSTTSGSRRSRRRSGDGEPPGAPPPPPSAV   #     50 

    TYPDWIGQSYSEVMSLNEHSMQALSWRKLYLSRAKLKASSRTSALLSGFA   #    100 

    MVAMVEVQLDADHDYPPGLLIAFSACTTVLVAVHLFALMISTCILPNIEA   #    150 
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    VSNVHNLNSVKESPHERMHRHIELAWAFSTVIGTLLFLAEVVLLCWVKFL   #    200 

    PLKKQPGQPRPTSKPPASGAAANVSTSGITPGQAAAIASTTIMVPFGLIF   #    250 

    IVFAVHFYRSLVSHKTDRQFQELNELAEFARLQDQLDHRGDHPLTPGSHY   #    300 

    A                                                    #    350 

%1  .........S.SS.....S..ST.S.S..S...S.............S..   #     50 

%1  ........S.....S.........S......S......SS..S...S...   #    100 

%1  ...........................T............S.........   #    150 

%1  .S......S...S...............ST....................   #    200 

%1  ...........TS....S........S..T.........TT.........   #    250 

%1  .........S..S..T............................T.....   #    300 

%1  . 

 

 

MS3. Predicción de los sitios de fosforilación de Orai1 determinados en NetPhos - 3.1. 

El programa predice los sitios de fosforilación de la proteína Orai1 y asigna un valor a cada 

residuo de acuerdo a la probabilidad de que sean fosforilados, en esta lista se muestran los 

sitios de serina y treonina susceptibles a ser fosforilados con valores mayor a 0.5.   
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