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Abreviaturas 
 

Å  Angstrom. 

14-3-3 Proteína reguladora que participa en la transducción de señales. 

ADN Ácido Desoxirribonucleico. 

ADNc Ácido Desoxirribonucleico complementario. 

AG Aparato de Golgi. 

ARN  Ácido Ribonucleico. 

ARNm  Ácido Ribonucleico mensajero. 

CGN  cis-Golgi Network (Red del cis-Golgi). 

COP  Coatamer Protein (Proteína coatómero). 

E  ácido glutámico. 

ERGIC  Endoplasmic reticulum – Golgi intermediate compartment (Comparti-
mento intermedio entre el Retículo endoplásmico y el aparato de Golgi). 

GGA  Golgi-localised, γ ear containing, ARF-binding proteins. 

GIRK  Canal de potasio rectificador entrante, activado por proteínas Gβγ. 

GTP  Guanosine-5’-triphosphate (Guanosina-5’-trifosfato). 

GTPasa  Enzima con actividad de hidrólisis de GTP. 

Gβγ  Subunidad beta-gamma de las proteínas G heterotriméricas. 

I  isoleucina. 

K  lisina. 

K+   ion potasio. 

Kir Canal de potasio rectificador entrante. 

L  leucina. 

µm  micrómetro. 

mV  milivolts. 

nA  nanoamperios. 

Na+  ion sodio. 

R  arginina. 

RE  Retículo endoplásmico. 
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TM  segmento transmembrana de una proteína integral. 

TNG trans-Golgi Network/ Red del trans-Golgi. 

X. laevis  Xenopus laevis. 

Y  tirosina. 
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R E S U M E N 

 

Los ovocitos de la rana Xenopus laevis son células asimétricas con dos polos. Estos ovocitos 
presentan el canal iónico endógeno denominado GIRK5. Los canales GIRK son canales de 
potasio rectificadores entrantes, que se activan por las subunidades beta-gamma de las proteínas 
G heterotriméricas. Los primeros 25 aminoácidos del canal GIRK5 son relevantes para regular 
su localización y su expresión funcional. El canal GIRK5-WT se ubica intracelularmente; el canal 
sin los primeros 25 aminoácidos se distribuye por todo el ovocito y la mutación del residuo de 
tirosina 16 por alanina origina canales con una localización preferente en el polo vegetal.  

La localización intracelular de proteínas está regulada por secuencias de aminoácidos. A pesar 
de que el ovocito es un modelo muy utilizado para la expresión de proteínas, no se ha identificado 
plenamente si en los ovocitos de Xenopus se reconocen estas señales. El objetivo de este trabajo 
fue caracterizar los motivos que pudieran originar la retención del canal GIRK5-WT y la 
polarización de GIRK5-Y16 en los ovocitos. Además, dado que la expresión de canales GIRK5 
funcionales favorece la maduración de los ovocitos, se determinó si su localización se mantenía 
una vez que los ovocitos hubieran salido del estadio VI. 

Se realizó la mutación puntual de una secuencia dibásica y de un motivo de dileucina en el 
canal GIRK5, y se expresaron en los ovocitos como proteínas quiméricas con EGFP. Se utilizó 
un marcador fluorescente para identificar el retículo endoplásmico (con un motivo del tipo 
KDEL). Se optimizó una técnica para realizar cortes citológicos de 10 micras por congelación y 
se observaron por microscopía confocal. 

Se logró determinar que el motivo KRXY estaba relacionado con la retención del canal en el 
RE del ovocito de X. laevis y que el motivo YEXXXLI participaba en la localización del canal 
hacia el polo vegetal. Además, la localización de los canales GIRK5-WT y GIRK5-Y16A cambió 
entre ovocitos retenidos en estadio VI y ovocitos maduros. 

Se pudo comprobar que en el ovocito de X. laevis la localización de proteínas puede depender 
de las secuencias de aminoácidos que posea y estos motivos pueden ser compartidos con los que 
se presentan en otros tipos celulares. Además, el cambio de localización cuando los ovocitos 
maduran (GVBD) apoya la idea de que el canal participa en esa etapa de los ovocitos. 
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A B S T R A C T 

 

The Xenopus laevis oocytes are asymmetrical cells with two poles. These oocytes present the 
endogenous ion channel called GIRK5. GIRK channels are inwardly rectifying potassium 
channels, activated by the beta-gamma subunits of heterotrimeric G proteins. The first 25 amino 
acids of GIRK5 are relevant to regulate its location and functional expression. The GIRK5-WT 
channel is located intracellularly; the channel without the first 25 amino acids is distributed 
throughout the oocyte and the tyrosine 16 residue mutation to alanine causes a major location in 
the vegetal pole.   

The intracellular localization of proteins is regulated by amino acid sequences. Although the 
oocyte is a widely used model for protein expression, it has not been fully identified if these 
signals are recognized in Xenopus oocytes. The aim of this study was to characterize the motifs 
that may cause retention of GIRK5-WT channel and polarization of GIRK5-Y16 in the oocytes. 
Furthermore, the expression of functional GIRK5 channels promotes oocyte maturation in an 
unknown manner so far, then the location once oocytes has left the stage VI was observed. 

Punctual mutations of a dibasic sequence and a dileucine motif in the GIRK5 channel were 
performed in the GIRK5 channel, those where expressed as chimeric proteins with EGFP in the 
oocytes. A fluorescent marker was used for ER (with a KDEL motif). A technique for cryostat-
cut 10microns slices was optimized and slices were observed by confocal microscopy. 

It was determined that the KRXY motif was related with the ER channel retention and the 
YEXXXLI motif involved in the localization of the channel to the vegetal pole. In addition, the 
location of the GIRK5-WT and GIKR5-Y16A channels changed between stage VI and mature 
oocytes. 

It was also proved that in the X. laevis oocyte the protein localization may depend of the amino 
acid sequences, and these motifs can be shared with those observed in other cell types. Moreover, 
the change of location in mature oocytes (GVBD) supports the idea that the GIRK5 channel is 
involved in the oocytes maturation. 
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1.1 Canales iónicos 
 

Las células de los organismos están rodeadas por membranas biológicas; su función es separar 
y regular la composición de dos medios de distinta composición, el medio extracelular e 
intracelular [Hille 2001]. La membrana celular está compuesta por una bicapa lipídica anfipática 
y por proteínas integrales de membrana responsables de la entrada o salida de metabolitos 
específicos, para permitir el control de la composición celular. La membrana lipídica de los 
organelos es impermeable a la mayoría de las moléculas hidrofílicas. Ciertas proteínas 
transmembranales permiten el transporte, de pequeñas moléculas orgánicas hidrosolubles o de 
iones inorgánicos, a través de la bicapa. Los canales iónicos son proteínas de membrana que 
permiten el flujo de los iones hacia el exterior o el interior celular; su selectividad iónica y la 
regulación de su apertura las diferencian de los simples poros acuosos. 

La selectividad iónica se refiere a la capacidad de discriminación entre los distintos iones; sin 
la selectividad, la generación de las señales eléctricas en los sistemas biológicos sería imposible. 
Cada canal iónico permite el transporte preferente de un tipo de ion: sodio (Na+), potasio (K+), 
calcio (Ca2+), o cloro (Cl-) [Hille, 2001]. Los iones pasan a través de la parte más estrecha de los 
canales, donde se forma un poro con un filtro de selectividad, y esto regula su velocidad de paso. 
El flujo a través de los canales tiene una velocidad de 107-108 iones por segundo [Hille, 2001], 
muy superior a la de los transportadores (103iones/s) [Tamargo, 2004] y bombas (102iones/s) 
[Goaux & MacKinnon, 2005]. 

La apertura del poro ocurre en respuesta a un estímulo específico. Los principales tipos de 
estímulos son: cambios en el voltaje a través de la membrana (canales regulados por voltaje), un 
estrés mecánico (canales regulados mecánicamente) o la unión de un ligando (canales regulados 
por ligando). El ligando puede ser un mediador extracelular de receptores ligados a enzimas 
(canales regulados por fosforilación), o actuar específicamente como un neurotransmisor 
(canales regulados por transmisor), puede ser un mediador intracelular como un ion (canales 
regulador por iones) o un nucleótido (canales regulados por nucleótidos) [Hille, 2001; Alberts 
et al, 2004].  

En cuanto a su estructura, los canales iónicos están formados por unidades proteicas del 
mismo tipo o subfamilia (subunidad alfa). Cada subunidad contiene varios segmentos 
transmembranales, más una región que forma el poro (Fig. 1.1). En algunos casos, la subunidad 
alfa se asocia con otras subunidades auxiliares - en el citoplasma - que pueden modular tanto la 
apertura como la inactivación o la expresión en la superficie celular (subunidades beta) [Adiley 
& Stanfield, 1996; Shi et al, 1996; Bigging et al, 2000]. 
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Figura 1.1 Representación esquemática de las subunidades de un canal iónico. 
A) Subunidad alfa de un canal de potasio dependiente de voltaje, con seis segmentos 
transmembranales, una región que forma el poro (P) y una subunidad beta en el 
amino terminal.  B) Canal iónico tetramérico, compuesto por cuatro subunidades alfa 
que forman el poro de conducción iónica (P) [modificado de Shieh et al, 2000]. 

 
 

Los canales iónicos tienen papeles fundamentales en el funcionamiento de los organismos, 
desde las bacterias hasta los humanos, y no son exclusivos de las células excitables (musculares, 
nerviosas y endócrinas [Poulsen, 1976]). En los procariotes, los canales iónicos son cruciales 
para la supervivencia y el crecimiento celular [Biggin et al, 2000]. En el eucariote unicelular 
Paramecium, la distribución específica de canales permite redireccionar su movimiento cuando 
se encuentra con algún obstáculo [Mogami & Baba, 1998]. En las plantas están ampliamente 
distribuidos [Tester, 1989], son responsables de la propagación de respuestas para que ocurra el 
movimiento de las hojas rápido en mimosa pudica [Visnovitz, 2007; Volkov et al, 2010, 2013]. 
En organismos superiores los canales iónicos son primordiales en la señalización celular, 
establecen el potencial de membrana en reposo, permiten la generación de impulsos eléctricos en 
las células excitables, el ritmo cardiaco, la liberación de neurotransmisores (que permite la 
transferencia de información en el sistema nervioso), la contracción muscular, la secreción 
hormonal al torrente sanguíneo y la regulación del volumen celular [Hille, 2001; Levitan & 
Kaczmarek, 2002].   
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1.1.1. Canales de potasio (K+) 

 

En el ser humano se han descrito, hasta la fecha, alrededor de 400 genes que codifican para 
canales iónicos, lo que corresponde a ∼1.5% del genoma [Huang & Jan, 2014; Ezkurdia et al,  
HGNC1, 2015]. Los canales de potasio son el tipo de canal iónico más abundante con 79 genes 
identificados [HGNC2, 2015],  están presentes tanto en células excitables como no excitables y 
tienen un papel crucial en el mantenimiento del potencial de reposo, de las membranas 
plasmáticas [Hille, 2001]. 

La evolución de los canales de K+ no se ha determinado por completo; la amplia distribución 
de esta familia de canales a través de los organismos biológicos sugiere que son proteínas muy 
antiguas [Hille, 2001]. Con los genomas secuenciados de distintos organismos se determinó que 
los eucariotes, las bacterias y las arqueas tienen por lo menos un canal de K+ [Littleton & 
Ganetzky, 2000; Miller, 2000]. No existe otro tipo de canal iónico que sea tan ubicuo en la 
naturaleza. Su amplia distribución en los vertebrados sugiere que se encuentran relacionados a la 
evolución de órganos complejos, cuya función requiere un control preciso de la excitabilidad de 
la membrana [Lovell et al, 2013]. 

Los canales de potasio participan en procesos fisiológicos diversos: en la función cardiaca, el 
control de la fase de re-polarización en las células excitables, la contracción muscular, la 
liberación de neurotransmisores, el transporte de electrolitos en epitelios, la reabsorción de K+ en 
el riñón, la regulación del volumen celular y la proliferación celular [DeCoursey et al, 1984; 
Shuck et al, 1997; Ashcroft, 2000; Shieh et al, 2000; Hille, 2001; Oki et al, 2012].  

El funcionamiento correcto de los canales de potasio es vital para los organismos que los 
poseen. Las mutaciones en un solo canal de K+ están asociadas con distintas enfermedades como 
la diabetes mellitus tipo 2, la epilepsia, la ataxia episódica, el síndrome de QT largo, el síndrome 
de Bartter,  la disfunción eréctil, algunos problemas de audición, y procesos como la oncogénesis 
o la apoptosis. Además de varios desordenes neurodegenerativos y neuromusculares [Ashcroft 
& Ashcroft, 1990; Sanguinetti et al, 1995; Miller, 2000; Shieh et al, 2000; Ptacek & Fu, 2004; 
Schenzer et al, 2005; Sandhiya & Dkhar, 2009; Huang & Jan, 2014].      De acuerdo con su 
estructura y sus propiedades funcionales, los canales de potasio se agrupan en familias y 
subfamilias. Existen tres familias principales de canales de potasio que consideran el número de 
segmentos TM de las subunidades alfa, más el número de regiones formadoras de poro: 2 
segmentos TM con un poro, 4 segmentos TM con dos poros y 6 segmentos TM con un poro (Fig. 
1.2) [IUPHAR/BPS, 2015]. 
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Los canales iónicos forman complejos homo o heteroméricos, ensamblados con subunidades 
alfa de la misma subfamilia. Un canal iónico completo es un tetrámero, para los canales de un 
poro, o un dímero para los canales de dos poros [Huang & Jan, 2014]. Se ha descrito un canal de 
potasio de 7 segmentos TM, es activado por Ca2+ y de alta conductancia (BKCa). También se 
conocen canales de potasio de 8 segmentos TM, presentes sólo en levaduras [Biggin et al, 2000; 
Choe, 2002]; se cree que son híbridos de canales de dos y seis segmentos TM. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2 Familias principales de los canales de potasio (subunidades alfa). A) 
Dos segmentos TM con un poro, incluye la subfamilia de los rectificadores entrantes 
(K+ inward rectifier,  Kir). B) Cuatro segmentos TM con dos poros; en canales de 
fuga que permanecen abiertos constitutivamente (ej. TWIR). C) Seis segmentos TM 
con un poro; en los canales activados por Ca2+, activados por Na+, y los canales 
dependientes de voltaje [Revisado por Sandhiya & Dkhar, 2009, imagen modificada 
de Huang & Jan, 2014]. 

  

La cristalización del canal de potasio de Streptomyces lividans, KcsA, permitió conocer más 
sobre la estructura de los canales de K+. El canal KcsA tiene dos segmentos transmembranales 
en cada subunidad, se agrupa en homotetrámeros y permite el movimiento de K+ hacia el exterior 
celular [Doyle et al, 1998; Morais-Cabral et al, 2001].  

Este canal posee una secuencia que se conserva entre los distintos canales de potasio, 
particularmente en la región del poro (Thr-Val-Gly-Tyr-Gly) [Doyle et al, 1998]. La arquitectura 
del poro establece principios físicos que permiten la conducción selectiva de potasio, sobre otros 
cationes de carga positiva y de menor tamaño, como el ion sodio [Doyle et al, 1998; Zhou et al, 
2001; Choe, 2002]. 
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1.1.2. Canales de K+ rectificadores entrantes (Kir) 

 

La familia de los canales de potasio de dos segmentos TM, también se conoce como la familia 
de los canales de potasio rectificadores entrantes (Inward-rectifier potassium ion channel, Kir). 
La familia Kir está formada por 7 subfamilias: Kir1.x – Kir7.x (Fig. 1.3). Su localización se ha 
descrito en una amplia variedad de células: cardiomiocitos, neuronas, osteoclastos, endotelio, 
epitelio, glía, músculo liso, riñón, leucocitos y ovocitos [Quayle et al, 1993, Kubo et al, 1993; 
Newman, 1993; Shuk 1997 y revisado por Hibino et al, 2010]. 

Los canales Kir ayudan a establecer el potencial de membrana en reposo de la célula (Em), al 
encontrase en un estado abierto permiten el movimiento iónico siempre a favor de su potencial 
electroquímico [Hagiwara & Takahashi 1974, Hagiwara et al, 1976]. Sin embargo, los canales 
rectificadores son de dirección única; es decir, permiten preferentemente el movimiento del ion 
en un sentido y no en el otro, aunque se encuentren abiertos (Fig. 1.4). Se les denomina 
rectificadores, por analogía a los diodos rectificadores en electrónica, que permiten el paso de los 
electrones en un sentido pero no en el otro [Corzo, 2005].  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 Dendrograma filogenético de la familia Kir o KCNJ [nomenclatura 
de la HUGO]. Esta familia incluye subfamilias con diferentes tipos de rectificación: 
los rectificadores fuertes (Kir2.x y Kir3.x), los rectificadores intermedios (Kir4.x) y 
los rectificadores débiles (Kir1.1 y Kir6.x) [Modificada de Gutman et al, 2003]. 
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Sin embargo, la rectificación de los canales Kir puede ser distinta dependiendo de la 
subfamilia. Un rectificador fuerte permite el paso en un solo sentido de la membrana, mientras 
que un rectificador débil puede permitir el paso en ambos sentidos. 

Los canales de la familia Kir se asocian en tetrámeros de la misma subfamilia y forman un 
solo poro. En cuanto a sus propiedades biofísicas, su apertura está regulada por distintos 
efectores, como fosfolípidos (PIP2), pH [Hagiwara et al, 1978], ATP (subfamilia Kir6.x) o 
proteínas G (subfamilia Kir3.x) [Hibino et al, 2010]; su bloqueo ocurre por Ba2+ [Hagiwara et al, 
1978] o Cs+ extracelular [Hagiwara et al, 1976]. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 1.4 Estructura del canal Kir2.1 y rectificación entrante del canal 
Kir3.1/3.4. A) Modelo con dos subunidades del canal rectificador entrante Kir2.1. 
En la parte superior, el dominio transmembranal muestra la región del poro con el 
filtro de selectividad y un par de iones K+ (esferas). B) Registro de la corriente iónica 
del canal Kir3.1-Kir3.4; las corrientes por debajo de cero µA corresponden a las 
corrientes entrantes. Debajo, el protocolo de pulsos de -100 mV a +60 mV, con 
incrementos de 20 mV [Modificado de Robertson et al, 2012 y Yamada et al, 1998]. 

 

La rectificación de los canales Kir (movimiento de iones en un solo sentido) está asociada al 
bloqueo asimétrico del poro; es decir, en voltajes despolarizantes, la disminución de la 
conducción iónica está asociada a la unión intracelular de Mg2+ [Vandenberg, 1987; Matsuda et 
al, 1987] o poliaminas (espermina, espermidina y putresina [Ficker et al, 1994, Lopatin, et al, 
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1994]). Por lo tanto, los canales Kir tienen una conductancia mayor mientras la célula se 
encuentra a voltajes hiperpolarizantes (menores al potencial de equilibrio del potasio, EK

+) y 
permiten menor flujo de iones a voltajes más positivos que EK

+ (Fig. 1.5) [Hagiwara et al, 1976; 
Sakmann & Trube, 1984; Kurachi, 1985].  

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.5 Curvas corriente (I, nA) vs voltaje (V, mV), a concentraciones iguales 
de K+ (100mM), en ambos lados de la membrana.  La conductancia lineal 
representa un canal que permite la conducción en ambos sentidos, corrientes 
entrantes (I < 0) y salientes (I > 0). La conductancia de un rectificador entrante 
corresponde a un canal que conduce en una sola dirección, muestra corrientes 
entrantes (I<0), pero a voltajes mayores al EK (mV=0) no presenta corrientes de 
salida (I ∼ 0) [Lu & MacKinnon, 1994; Nishida & MacKinnon, 2002]. 

 

 

1.1.3. La subfamilia Kir3.x (GIRK) activada por el dímero Gβγ 

 

La subfamilia KIR 3, comprende los canales de potasio rectificadores entrantes activados 

por proteínas Gβγ, también denominados GIRK. Se han reportado 5 miembros de esta 
subfamilia. Los canales GIRK1 [Kubo et al, 1993] y GIRK4 [Krapivinsky et al, 1995] se 
clonaron del nodo sinoauricular de ratón y rata, respectivamente; los canales GIRK2 y GIRK3 se 
clonaron del cerebro de ratón [Lesage et al, 1994] y el canal GIRK5 se clonó de los ovocitos de 
la rana Xenopus laevis [Hedin et al, 1996].  



Introducción 

18 
 

Los canales GIRK de mamífero se agregan principalmente como heterotetrámeros [Kofuji et 
al, 1995] y se asocian con el canal GIRK1 para formar canales funcionales (Tabla 1.1) [Kofuji et 
al, 1995; Kennedy et al, 1999, Jelacic et al, 1999 y 2000]. GIRK1 co-localiza con GIRK4 en la 
aurícula del corazón [Krapivinsky et al, 1995] y co-localiza con GIRK2 o GIRK3 en varias zonas 
cerebrales [Lesage et al, 1995]. También se han descrito la asociación en homotetrámeros para 
el canal GIRK2 [Kofuji et al, 1995; Lesage et al, 1995; Slesinger et al, 1996; Inanobe et al, 1999a 
y 1999b] y para GIRK4 [Kofuji et al, 1995; Corey & Clapham, 1998], aunque su magnitud de 
corriente es mayor cuando se co-expresan junto con GIRK1 [Kofuji et al, 1995]. 

La  apertura de los canales GIRK está regulada por las proteínas G heterotriméricas del tipo 
Gi/o (sensibles a la toxina perstussis) [Pfaffinger et al, 1985; Reuveny et al, 1994], por PIP2 
[Logothetis et al, 1987;  Huang et al, 1998], Na+ [Lesage et al, 1995], proteínas RGS (Regulators 
of G protein signaling) [Doupnik et al, 1997] y la activación de receptores metabotrópicos 

acoplados a proteínas G (GPCR) [Pfaffinger et al, 1985]. Las subunidades G-β1 y G-γ2 son las 
que principalmente se unen a las regiones amino y carboxilo terminal de los canales GIRK, para 
permitir la activación de los canales (Fig. 1.6) [Logothetis et al, 1987; Kofuji et al, 1995; 
Reuveny et al, 1994].  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 1.6 Estructura del complejo proteico GIRK - Gβγ. Vista lateral del 
complejo formado por el canal GIRK2 más las subunidades Gβγ de las proteínas G 
heterotriméricas. La bicapa lipídica se representa con dos líneas horizontales y en 
medio se encuentra la región transmembranal (TM) del canal GIRK. Se indica con 
líneas la unión de un ion Na+ y una molécula de PIP2 [Tomado de Whorton & 
MacKinnon, 2013].  
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Los neurotransmisores como la acetilcolina, dopamina, opioides, serotonina, somatostatina o 
adenosina también activan a los canales GIRK al interaccionar con su receptor metabotrópico 
[Pfaffinger et al, 1985; Lüscher & Slesinger, 2010] (Fig. 1.7). Por ejemplo, la activación del 
heteromultímero GIRK1/GIRK4 ocurre a través de interacción de la acetilcolina con sus 
receptores muscarínicos [Krapivinsky et al, 1995; Kofuji et al, 1995].  

Estudios electrofisiológicos, junto con la cristalización del complejo GIRK-Gβγ, sugieren que 
existen complejos proteicos macromoleculares formados por los receptores acoplados a proteínas 

G, las proteínas G heterotriméricas y los canales GIRK (GPCR-Gαβγ-GIRK); además, los 
diferentes ligandos (proteínas G, proteínas RGS, PIP2 y Na+) interaccionan dependiente y 
simultáneamente con los canales GIRK para poder regular su apertura [Lüscher et al, 2010; 
Whorton & MacKinnon, 2011, 2013].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7 Macrocomplejo de activación de los canales GIRK. Asociación de los 
canales GIRK con los receptores acoplados a proteínas G (GPCR), las proteínas G 
heterotriméricas, las proteínas RGS, PIP2 y Na+; juntos permiten la activación de los 
canales GIRK. Las cinasas de tirosinas (TK) también pueden modular los canales 
GIRK  y la toxina pertussis (TP) inhibe su activación [Modificado de Lüscher & 
Slesinger, 2010]. 

 

Los canales GIRK participan en la regulación del potencial de reposo de las células. En 
condiciones fisiológicas, el potencial de membrana es ligeramente mayor al potencial de 
equilibrio del ion potasio, EK

+; en voltajes de membrana despolarizantes (por encima del EK
+), 

los canales GIRK tienen una disminución de las corrientes entrantes y permiten corrientes de 
salida de K+, lo cual origina una hiperpolarización de la membrana, característica de los canales 
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GIRK (Fig. 1.8). La actividad basal de los canales GIRK contribuye al potencial de membrana 
en reposo, cambiando el voltaje de la membrana por aproximadamente -8 mV. Por lo tanto los 
canales GIRK juegan un rol importante en la regulación inhibitoria de la excitabilidad neuronal, 
los potenciales postsinápticos hiperpolarizantes en el sistema nervioso y en el corazón al mediar 
el ritmo cardiaco [North, 1989; Wickman et al, 1998; Lüscher & Slesinger, 2010]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.8 Curva corriente relativa (I %) vs voltaje (mV) de un registro de un 
canal GIRK neuronal. El potencial de equilibrio de potasio (EK

+) cercano a -90 
mV. La curva en rojo corresponde a la actividad basal, la curva azul a la actividad 
inducida por agonistas de GPCR. Ambas muestran la rectificación entrante (grandes 
corrientes entrantes y pequeñas corrientes de salida). Las corrientes salientes entre 
el potencial de reposo de la célula (Vr) y el EK

+ hiperpolarizan el potencial de 
membrana. [Lüscher & Slesinger, 2010].  

 

En cuanto a su farmacología, los canales GIRK de mamíferos se activan directamente con 
etanol [Kobayashi et al, 1999; Lewohl et al, 1999, Bodhinathan & Slesinger, 2013] y al ser 
miembros de la familia Kir se bloquean por Ba+ y Cs+ extracelular. El grupo de Kobayashi ha 
reportado durante muchos años, numerosas sustancias que inhiben los canales GIRK1, GIRK2 y 
GIRK4 del sistema nervioso, como los antidepresivos tricíclicos y fármacos antipisicóticos 
(imipramina, desipramina, amitriptilina, nortriptilina, clomipramina, entre otros) [Kobayashi et 
al, 2004]. Dicha inhibición podría contribuir a algunos de los efectos terapéuticos y también a 
algunos de los efectos adversos como las convulsiones y las arritmias auriculares. 
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También se ha observado la participación de los canales GIRK en algunos procesos que 
regulan la ingesta de alcohol o el abuso de drogas. Sin embargo, la relación de estas sustancias 
con la apertura de los canales GIRK puede darse de formas diferentes. Mientras que la cocaína 
inhibe los canales GIRK, el etanol permite su apertura de forma instantánea. Otras sustancias 
como la cafeína, canabinoides, alucinógenos, opioides, anfetaminas o neurotransmisores 
(dopamina, serotonina, GABA, etc.) requieren las vías de transducción de señales, por medio de 
receptores acoplados a proteínas Gi/o o segundos mensajeros, para regular la apertura de los 
canales GIRK  [ver Sugaya et al, 2013]. 

Aunque estos compuestos pueden afectar la regulación de los canales GIRK, las vías en las 
que participan son complejas y no se han descrito completamente a la fecha. El uso de animales 
silenciados genéticamente puede mostrar la complejidad de las vías, donde están involucrados 
estos canales, en el sistema nervioso central. 

Por ejemplo, el silenciamiento del canal GIRK3 no origina cambios aparentes, excepto en la 
respuesta a las sustancias adictivas, cuando participa en el sistema de motivación-recompensa. 
En 2003, se describió en un estudio con ratones knockout para GIRK3, que éstos mostraban una 
auto-administración disminuida de cocaína [Morgan et al, 2003]; se determinó que estos canales 
contribuían al reforzamiento por la droga, pero no se pudo determinar en cual vía dopaminérgica 
participaban. Posteriormente, en 2015, se observó en otro estudio con ratones que la eliminación 
constitutiva de GIRK3 originaba un consumo excesivo de etanol, pero cuando se expresaba de 
nuevo GIRK3 en el área ventral tegmental, el consumo de etanol disminuía a los niveles basales. 
Se encontró que el canal GIRK3 es esencial para la activación de la vía mesolímbica 
dopaminérgica activada por alcohol y cuando este canal falta, la vía de motivación-recompensa 
se ve alterada [Herman et al, 2015]. Así, los niveles de un canal GIRK en un área particular 
pueden ser críticos para la sensibilidad a ciertos compuestos y por lo tanto podrían utilizarse 
como blancos terapéuticos.  

El silenciamiento específico de los canales GIRK también ha permitido demostrar su 
importancia en la fisiopatología de algunas enfermedades. En el sistema nervioso, una función 
anormal de los canales GIRK se ha relacionado con alteraciones de la excitabilidad neuronal y la 
muerte celular. La pérdida de su función puede ocasionar una excitabilidad excesiva (crisis 
epilépticas), mientras que un aumento en su función puede reducir considerablemente la 
actividad neuronal (postulado para el síndrome de Down). Por otra parte, una pérdida de la 
selectividad que permita el flujo de iones Na+, puede originar la muerte celular (modelo de la 
enfermedad de Parkinson) [Kobayashi et al, 2004; Lüscher & Slesinger, 2010]. 
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La presencia de los canales GIRK no está restringida a células excitables (Tabla 1.1). En 
plaquetas humanas se han encontrado los canales GIRK1, GIRK2 y GIRK4 que son activados a 
través de los receptores P2Y12 acoplados a proteínas G [Shankar et al, 2004]. En células 
cancerosas de pulmón se ha detectado la expresión de ARNm de los canales GIRK 1-4 [Plummer 
et al, 2005]; en líneas celulares de cáncer de mama se ha reportado la existencia de canales 
funcionales GIRK1, GIRK2 y GIRK4 involucrados en la señalización celular [Dhar & Plummer, 
2006]; en algunos casos de aldosteronismo se han encontrado adenomas, en las glándulas 
suprarrenales, con canales GIRK4 (mutados) que permiten la entrada de sodio, la despolarización 
celular y la producción constitutiva de aldosterona [Mulatero et al, 2013].  

     La quinta isoforma, GIRK5, se clonó de los ovocitos de la rana Xenopus laevis (Hedin et 
al, 1996). El canal GIRK5 se agrega en homotetrámeros funcionales. En las células foliculares, 
y en los  ovocitos de X. laevis, la unión de adenosina a su receptor endógeno acoplado a proteínas 
G (del tipo Gi/o) puede activar los canales GIRK a través de las subunidades G beta-gamma 

(Gβγ) [Kobayashi et al, 2002]; sin embargo, también existe una poza endógena de subunidades 

βγ, que permiten la apertura del canal GIRK5 [Lutz et al, 2000; Hedin et al, 1996]. 

 

Tabla 1.1  

Localización y asociación de las subunidades alfa, de la subfamilia GIRK 

 
Multímeros 
 

Tipo de 
células Multímero Localización Organismo 

Hetero-tetrámeros 

Excitables 
GIRK1/GIRK4 Corazón 

Mamíferos 
(humano, rata y 

ratón) 

GIRK1/ 
GIRK(2,3,4) Sistema nervioso 

No 
excitables 

GIRK1/ 
GIRK(2,4) Plaquetas 

GIRK1/GIRK2 
GIRK1/GIRK4 

Células cancerosas 
(mama y pulmón) 

Homo- tetrámeros No 
excitables 

GIRK2d Sistema nervioso 

GIRK4 Adenomas de 
glándulas adrenales 

GIRK5 Ovocitos  Anfibio 
X. laevis 
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1.2 Localización intracelular de proteínas  
 

Las células de los organismos eucariotes están altamente compartamentalizadas y cada 
organelo cuenta con proteínas particulares que le confieren su identidad. Estas células cuentan 
con mecanismos altamente específicos para transportar proteínas, garantizar su destino o 
mantenerlas como ‘residentes’ en alguno de los organelos, y con ello asegurar su buen 
funcionamiento.  

El tránsito de proteínas dentro de las células es mejor conocido como tráfico intracelular, su 
mecanismo es muy complejo y en él interviene una amplia variedad de actores moleculares 
[Alberts et al, 2004; van Vliet et al, 2003; Pollard et al, 2008]. ¿Cómo es posible que una proteína 
de membrana se transporte en forma eficiente, a un destino particular, en una célula en la que se 
encuentran presentes miles de proteínas?  

El tráfico de las proteínas ocurre gracias al el reconocimiento de información estructural que 
poseen todas las proteínas y que las dirige hacia su destino correcto. Esto ocurre a través de 
señales de localización, codificadas por secuencias de aminoácidos llamadas secuencias 
topogénicas o motivos, que equivalen a un “código postal” celular [Blobel & Sabatini, 1971; 
Blobel, 1980].  

Sin embargo, los motivos de aminoácidos no son suficientes para el tráfico de una proteína, 
se necesitan arreglos complejos de otras proteínas que interaccionen con ellos. Existen proteínas 
adaptadoras que  reconocen los motivos de las proteínas; las proteínas de cubierta que favorecen 
la formación de vesículas, tanto transportadoras (para que las proteínas cargo se muevan entre 
los organelos celulares), como vesículas diana (que permiten la unión con la membrana blanco). 
La especificidad de las proteínas adaptadoras y las de anclaje varía en cada organelo, gracias a 
lo cual puede ocurrir el transporte dirigido de las vesículas.  

  

 

1.2.1 Vías de tráfico intracelular 
 

En la célula el tráfico de las proteínas puede suceder en dos sentidos; uno es el transporte 
anterógrado que va desde el Retículo Endoplásmico (RE) hacia la membrana plasmática (vía 
secretora); el otro ocurre de forma retrógrada, desde la membrana plasmática hacia endosomas 
(vía endocítica) o desde el Aparato de Golgi hacia el RE (Fig. 1.9). 
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La vía secretora coincide con la ruta que siguen las proteínas durante su formación. La síntesis 
de proteínas comienza en los ribosomas. Las proteínas citoplasmáticas se sintetizan en los 
ribosomas libres del citosol; mientras que, las proteínas transmembranales o de secreción se 
forman en los ribosomas del RE Rugoso. Dentro del RE las proteínas se revisan para asegurar su 
plegamiento correcto antes de ser empacadas en vesículas,  una vez listas pasan hacia el 
compartimento intermedio entre el RE y el aparato de Golgi, ERGI (ER-Golgi intermediate 
compartment). Después del ERGI continúan por las cisternas del aparato de Golgi (cis, medial, 
trans) hacia la red de trans-Golgi (TGN, Trans Golgi Network). En el TGN las proteínas se 
clasifican hacia su destino final [Alberts et al, 2004; Lodish et al, 2000; van Vliet et al, 2003; 
Pollard et al, 2008].  

La vía endocítica de las proteínas permite que aquellas que se encuentran en la membrana 
plasmática, se puedan internalizar en los distintos tipos de endosomas, viajar hacia un organelo 
(como los lisosomas) o bien reciclarse (volver a la membrana plasmática). También por esta vía 
una proteína puede regresar al compartimento anterior de la vía secretora. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1.9 Componentes de la vía secretora y vía endocítica de proteínas. Las 
proteínas recién sintetizadas salen del retículo endoplásmico (RE) y viajan hacia el 
Aparato de Golgi, para después ser dirigidas a su destino final. La vía endocítica 
permite el retorno de proteínas, la internalización y reciclaje de proteínas de 
membrana a través del sistema endosomal. Las  proteínas de cubierta como clatrina, 
COPI y COPII permiten el movimiento de las vesículas entre organelos [van Vliet 
et al, 2003]. 
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A continuación se describen algunos compartimentos: 

 

* Retículo endoplásmico (RE).  
 

   El RE comprende una serie de túbulos y sáculos aplanados interconectados, cuya membrana 
se continúa con la envoltura nuclear [Alberts et al, 2004]. El RE rugoso es el organelo donde 
terminan de traducirse las proteínas de secreción y las proteínas que residen en la vía secretora 
[Pollard et al, 2008]. Una pequeña secuencia continua de aminoácidos en el amino terminal de 
los péptidos recién sintetizados, conocida como péptido señal, determina la localización en la 
membrana del RE [Blobel & Sabatini, 1971; Blobel, 1980; Walter & Jonhson, 1994]. Las 
proteínas de membrana se mantienen en la membrana del RE durante su traducción [Do et al, 
1996]. Las proteínas solubles pierden la secuencia del amino terminal por la acción de una 
peptidasa-señal, presente en el lado luminal de la membrana del RE [Martoglio & Dobberstein, 
1998]. En consecuencia, permanecen solubles hasta que son secretadas o llegan a residir en algún 
organelo. El RE funciona como el control de calidad de las proteínas recién sintetizadas, en él se 
revisa el plegamiento correcto antes de permitir  su camino en la vía secretora y también se 
encarga de comenzar la N-glicosilación [Pollard et al, 2008]. 

 
* Compartimento intermedio entre RE y Golgi (ERGIC). 

 

Las proteínas se exportan del RE como elementos de transición o en el RE de transición (tER). 
El tER son secciones de RE liso y están adyacentes al RE rugoso. El tER se encuentra cercano al 
área cis-Golgi y también se ha observado a lo largo de la periferia de la célula. El tER comprende 
dominios especializados para la producción de vesículas de transporte. Las vesículas se fusionan 
y forman una red vesicular y tubular, conocida como pre-Golgi o compartimento intermedio entre 
el RE y Golgi (ERGIC). El compartimento ERGIC es una estación donde se clasifican las 
proteínas: se reciclan hacia el RE o se transportan hacia el cis-Golgi [revisado por van Vliet et 
al, 2003].  

 
* Aparato de Golgi. 

 

     El aparato de Golgi es una red membranosa, formada por una serie de cisternas aplanadas, 
que se encuentra en las proximidades del núcleo y cerca del centrosoma de la célula [Thyberg & 
Moskalewski, 1998]. El aparato de Golgi está rodeado por dos compartimentos túbulo-
vesiculares, la red cis-Golgi (CGN) y la red trans-Golgi (TGN). La CGN recibe las proteínas que 
provienen del RE una vez que han pasado por el complejo ERGIC, y las transporta a través de 
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las cisternas cis-, media- y trans-, hacia la red TGN. El aparato de Golgi tiene como papel 
principal la glicosilación (O-glicosilación o terminar la N-glicosilación) y la clasificación 
correcta de las proteínas [Alberts et al, 2004]. 

 
* Red trans-Golgi (TNG) 

 

La TGN presenta características que son funcional y morfológicamente distintas a las cisternas 
de Golgi. La TGN es una red túbulo-reticular y tiene vesículas con cubiertas distintas a las que 
tienen las cisternas previas. Algunos procesos son exclusivos de la TGN como: la sialilación, el 
procesamiento proteolítico y la sulfatación de las tirosinas. Este compartimento es altamente 
dinámico y está involucrado en la clasificación de las proteínas que vienen desde el RE y que 
tienen destinos múltiples. La TGN clasifica y ‘empaqueta’ a las proteínas en vesículas 
acarreadoras, que pueden transportarse hacia los lisosomas, las vesículas de secreción, a la 
membrana apical o basolateral en las células epiteliales, al sistema endosomal o bien regresarse 
al compartimento anterior [revisado por van Vliet et al, 2003]. 

 

 

1.2.2 Motivos de localización intracelular 
 

Los motivos o señales de localización pueden determinar que una proteína avance en la vía o 
resida en el RE, el cis-Golgi, las cisternas de Golgi, el trans-Golgi, las vesículas de secreción, los 
lisosomas, el sistema endosomal, la membrana plasmática o se secrete al espacio extracelular 
[Blobel, 1980; van Vliet et al, 2003]. 

Un motivo se define como una región, dominio específico o secuencia breve de aminoácidos 
que se comparte entre proteínas, que no necesariamente presentan similitud en el resto de sus 
secuencias y que indica una correlación funcional en las proteínas que lo poseen. Así, los motivos 
presentes en una proteína determinan su destino celular [Blobel, 1980]. 

Aunque las secuencias puedan variar, los motivos tienden a poseer funciones similares 
conservando su secuencia y estructura. Los motivos se han conservado a lo largo de la evolución 
y son el resultado de una selección sobre regiones específicas de las proteínas, que prevalecieron 
por ser requerimientos estructurales y/o funcionales importantes. Propiedades físicas tales como 
la hidrofobicidad, frecuentemente demuestran ser más importantes en el proceso de 
reconocimiento de la señal que la secuencia de aminoácidos exacta [Lodish et al, 2000].  
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En algunas ocasiones existe más de un motivo en las proteínas; sin embargo, hay casos en que 
los motivos son únicos e imprescindibles. Una o más mutaciones en los motivos pueden llevar a 
la pérdida de la función de la proteína y tener impacto no sólo a nivel celular, sino en la fisiología 
sistémica del organismo.   

Muchas proteínas no tienen secuencias de clasificación y consecuentemente permanecen en 
el citosol. Las proteínas cuyo destino es ser secretadas o residir a lo largo de la vía secretora, 
poseen un péptido señal que dirige a las proteínas en formación hacia el Retículo Endoplásmico 
(RE); está formado por uno o más residuos de aminoácidos de carga positiva, seguido por un 
segmento continuo de 6-12 residuos hidrófobos. En las proteínas integrales de membrana, como 

los trasportadores y los canales iónicos, el primer segmento α-helicoidal inicia la inserción en la 
membrana del RE y una secuencia de hasta 25 aminoácidos asegura que una proteína adquiera la 
orientación adecuada [Lodish et al, 2000]. 

Algunas de las proteínas, que en un principio se transfieren hacia el RE viajarán hacia el 
aparato de Golgi, pero aquellas con los motivos KDEL, KKXX o RRXX en alguno de sus 
extremos terminales se identifican como proteínas residentes del RE y, en caso de salir a la vía 
secretora, se recuperan por transporte retrógrado [Pelham, 1996]. De esta forma se seleccionan 
las proteínas que deben recorrer la vía secretora de aquellas que deben permanecer en el RE 
[Alberts et al, 2002; Lodish et al, 2002; van Vliet et al, 2003]. 

   Las proteínas de las mitocondrias tienen motivos con residuos de aminoácidos básicos que 
alternan con aminoácidos hidrofóbicos. Las proteínas destinadas a los peroxisomas tienen un 
péptido señal con tres aminoácidos característicos, SKL, en su carboxilo terminal [Lodish et al, 
2000].  

En la última sección del aparato de Golgi (TGN) la clasificación de las proteínas a sus destinos 
finales también dependerá de las señales de localización que presenten. Algunos motivos se 
resumen en la tabla 1.2. 
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Tabla  1.2 

Motivos de localización de proteínas en distintos tipos de organelos  
(Lodish et al, 2000, Alberts et al, 2004 y Bonifacino & Traub, 2003) 
 

Motivo Función 

Lys-Lys-Lys-Arg-Lys Importación al núcleo * 

 

Leu-Ala-Leu-Lys-Leu-Ala-Gly-
Leu-Asp-Ile 

 

Exportación del núcleo 

Ser-Lys-Leu-COO- Importación a peroxisomas 

 

NH2-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-
Ala-Ser-Leu-Gln-Ser-Ser-Met-
Ser-Ser-Leu-Ser-Leu-Ser-Ser-
Asn-Ser-Phe-Leu-Gly-gln-Pro-
Leu-Ser-Pro-Ile-Thr-Leu-Ser-
Pro-Phe-Leu-Gln-Gly- 

 

Exportación a mitocondrias * 

Leu-Leu-Leu-Val-Gly-Ile-Leu-
Phe-Trp-Ala 

Importación al RE * 

Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL) Proteínas luminares residentes en el RE 

Lys-Lys-X-X / Arg-Arg-X-X  

(KKXX) / (RRXX) 
 

Proteínas de membrana residentes en el RE (dominio 
citosólico) 

Manosa 6-fosfato (M6P) Localización al sistema de endosomas. Enzimas lisosómicas 
solubles después de ser procesadas en el trans-Golgi 

Asn-Pro-Phe-X(1,2)-Asp 

NPFX(1,2)D 
 

Internalización 

Phe-Trp o Pro(n) 

FW o varias Prolinas  
 

Clasificar de endosomas a TGN 

Ubiquitina Internalización, localización lisosomal y vacuolar 

 

∗ La secuencia mostrada es una secuencia típica, pero no exacta, de los motivos. Los residuos relevantes para 
la función se muestran en negritas y subrayados. 
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1.2.3 Reconocimiento de los motivos en el tráfico vesicular 

 

   El tráfico intracelular de proteínas ocurre por tres mecanismos: 1) por poros, por ejemplo 
entre el citosol y el núcleo; 2) por un transporte transmembranal, donde los complejos unidos a 
la membrana translocan a las proteínas, por ejemplo, desde el citosol hacia el RE y 3) el transporte 
vesicular, con intermediarios que son pequeñas vesículas esféricas, tubulares o fragmentos de 
organelos irregulares [Alberts et al, 2004].  

El transporte por vesículas comienza con moléculas acarreadas desde un compartimento que 
se descargan en otro. El movimiento sucede tanto en el transporte anterógrado como en el 
transporte retrógrado. La identificación correcta de los motivos, la formación de las vesículas, su 
transporte y el anclaje, son procesos cruciales. Para ello es necesaria la participación de una gran 
cantidad de proteínas.  

   La formación de las vesículas de transporte se da a partir de secciones de membrana del 
organelo donador (de donde parten las vesículas) y requiere ‘proteínas de cubierta’ como la 
clatrina, COP I y COP II. Una vez formadas, éstas se separan del organelo, después pierden sus 
proteínas de cubierta (clatrina) y viajan ‘desnudas’ hacia su organelo receptor a través del 
citoesqueleto. Al llegar, la interacción específica de proteínas de ambas membranas permite la 
fusión de la vesícula con el organelo diana. 

   Las vesículas además requieren de proteínas motoras que generen un movimiento 
direccional y viajen a través de las redes del citoesqueleto, formado de actina, microtúbulos y 
filamentos intermedios. Las proteínas motoras responsables del movimiento asociado a los 
microfilamentos de actina son las miosinas, mientras que las asociadas a los microtúbulos son 
dos: las cinesinas y las dineínas [Lodish et al, 2002].  

Todo este proceso requiere de energía. A lo largo de la vía secretora y endocítica están 
distribuidas proteínas GTPasas pequeñas que catalizan la separación de las vesículas del organelo 
donador o la fusión con el organelo receptor (Fig. 1.10) [Chavrier et al, 1990]. Estas enzimas son 
monoméricas y varían entre organelos, algunos ejemplos son la Sar1, la ARF, las Rabs, Rho y 
dinamina. Las GTPasas tienen proteínas efectoras que permiten que hidrolizen el GTP a GDP. 
Estas enzimas son diferentes en cada organelo y permiten la especificidad del tráfico de proteínas 
[Sönnichsen et al, 2000]. 
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Figura 1.10 Ejemplo de la distribución intracelular de las GTPasas pequeñas 
Rabs. Cada organelo y vesícula de transporte tiene Rabs específicas que permiten el 
transporte dirigido de proteínas cargo [Stenmark, 2009]. 

 

 

El transporte dirigido implica que los motivos de las proteínas transportadas sean reconocidos 
por unidades proteicas específicas. Los motivos de las proteínas cargo se pueden reconocer 
directamente por  las proteínas de cubierta. En otros casos los motivos son reconocidos primero 
por proteínas adaptadoras, y éstas son reconocidas por la proteína de cubierta, como COP I, COP 
II o clatrina (Fig. 1.11). La formación de vesículas cubiertas con estas proteínas se describe a 
continuación.   
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Figura 1.11 Representación esquemática de los complejos de las proteínas de 
cubierta COPII, COPI y clatrina. Estas representaciones enfatizan la estructura 
conservada a lo largo de la evolución y la homología funcional entre ellas [Gürkan 
et al, 2006]. 
 

En la vía secretora, el tráfico de proteínas desde el retículo endoplásmico hacia el aparto de 
Golgi involucra vesículas cubiertas de COP II. La cubierta de COP II está formada por dos 
complejos heterodiméricos de proteínas denominadas Sec [Barlowe et al, 1994]. La enzima 
GTPasa que participa es Sar1 y la proteína Sec12 actúa como GEF (Guanine nucleotide Exchange 
Factor), es decir, activa a Sar1 al intercambiar su GDP por GTP [Barlowe & Schekman, 1993]. 
Primero Sar1-GTP se une a la membrana del RE, recluta a Sec23/Sec24, que a su vez recluta a 
Sec13/Sec31 [Schekman & Orci, 1996; Stagg et al 2006]. La polimerización de estas 
subunidades deforma la membrana y origina la formación de la vesícula. Las proteínas de 
cubierta se utilizan para separar la vesícula de su membrana donadora; una vez que se separó, se 
hidroliza el GTP unido a Sar1 y se disocia la cubierta. La proteína Sec23 actúa como GAP 
(proteína que activa a las GTPasas, GTPase Activating Protein), y promueve la actividad GTPasa 
de Sar1 [Yoshihisa et al, 1993]. Aunque se conoce el mecanismo de la formación de vesículas 
recubiertas por COP II, es controversial el reconocimiento de las proteínas cargo [Nufer et al, 
2002]. Sin embargo, puede decirse que se han caracterizado dos motivos de exportación de 
proteínas desde el RE, uno está formado por dos residuos de fenilalanina [Kappeler et al, 1997] 
y el otro por dos residuos ácidos [Nishimura & Balch, 1997]. 
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Por otra parte, las proteínas de cubierta COP I median el tráfico retrogrado en las cisternas 
del aparato de Golgi y del ERGIC al retículo endoplásmico. Las COP I son coatómeros formados 
por 7 subunidades peptídicas [Malhotra et al, 1989]. El mecanismo de la formación de vesículas 
es similar al de COP II. Participa una proteína GEF, que intercambia el GDP por GTP en la 
GTPasa ARF1 [Chardin et al, 1996]. ARF-GTP se une a la membrana y recluta al coatómero, lo 
que causa la deformación de la membrana. La vesícula se recubre y se separa,  ARF-GTP se 
activa por una GAP de ARF, se hidroliza el GTP y la cubierta se disocia [Tanigawa et al, 1993; 
Orci et al, 1993]. En el reconocimiento de las proteínas cargo participa la familia de proteínas 
transmembranales p24 [Kaiser, 2000]. Las secuencias KKXX y KDEL son secuencias típicas de 
transporte retrógrado de proteínas de membrana, del aparato de Golgi al RE [Jackson et al, 1993]. 

   En el transporte desde la TGN hacia los endosomas, o desde la membrana plasmática hacia 
endosomas la proteína de cubierta que participa es la clatrina. Cada subunidad de clatrina está 
formada por tres cadenas polipeptídicas ligeras y tres pesadas que forman una estructura de tres 
‘brazos’ conocida como trisquelión, que cuando se polimerizan originan una red poligonal que 
curva la membrana [Marsh & McMahon, 1999]. Al igual que con COP I, una GEF activa ARF y 
entonces la clatrina comienza a reclutarse, pero además para unirse necesita la presencia de 
complejos proteicos heterotetraméricos conocidos como complejos AP o adaptinas [Schmid, 
1997]. Una vez que la vesícula está formada y recubierta, requiere de la actividad GTPasa de la 
dinamina para separarse completamente [van der Bliek et al, 1993]. Es entonces cuando la 
auxilina se une a la cubierta de clatrina, recluta a la chaperona Hsc70 y con la hidrólisis de ATP, 
cataliza el desensamblaje de la cubierta [Ungewickell et al, 1995]. 

   Los complejos de proteínas adaptadoras reconocen selectivamente los motivos que están 
presentes en las regiones intracelulares de las proteínas cargo. Los complejos AP se unen a 
secuencias determinadas y actúan como puente entre la clatrina y las proteínas. El reconocimiento 
y la interacción específica de los complejos AP permiten que se incorporen las proteínas en las 
vesículas nacientes que serán transportadas [Rohn et al, 2000].  

En la tabla 1.3 se resume en dónde se localizan las proteínas adaptadoras, con que proteínas 
de cubierta interaccionan, qué motivos reconocen, y cuál es el destino de las proteínas que 
presentan estos motivos. 
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Tabla 1.3 

 Proteínas adaptadoras, localización y los motivos que reconocen 

Proteína 
adaptadora Localización Organelo  

diana GTPasa Proteína 
de cubierta 

Motivo que 
reconoce Ref. 

Sec24 RE ERGIC Sar1 COP II 
- FF    
- motivos 
dibásicos 

1 

p24 (p23) TGN RE ARF COP I - KDEL 
- KKXX 2 

AP-1 

γ, β1, σ1, µ1A 

TGN,  

endosomas 

Endosomas y 

membrana 

plasmática 
ARF Clatrina 

- dileucina 

- tirosina  

- clatrina 

3, 4, 

5 

AP-1B 

γ, β1, σ1, µ1B 

Isoforma 

específica 

de epitelios, 

TGN 

Localización 

basolateral ARF Clatrina 
- tirosina 

- dileucina 
3, 4 

AP-2 

α, β2, σ2, µ2 

Membrana 

plasmática 
Internalización ARF Clatrina 

- dileucina 

- tirosina 

- clatrina 

3, 4, 

5  

AP-3 

δ, β3A, σ3, 

µ3ª 

TGN, 

endosomas 

Localización 

endosomal/ 

lisosomal 
ARF ¿Clatrina? 

- tirosina 

-¿dileucina? 

3, 4, 

5 

AP-3B 

δ, β3B, σ3, 

µ3B 

Isoforma 

específica 

de neuronas, 

TGN 

Biogénesis de 

vesículas a 

partir de 

endosomas 

ARF Clatrina  4 

AP-4 

ε, β4, σ4, µ4 

TGN, 

endosomas 

 

Localización 

endosomal / 

lisosomal y 

basolateral 

ARF Clatrina Tirosina 
3, 4, 

5 

GGA 

 

Aparato de 

Golgi 

Transporte a 

lisosomas. ARF Clatrina Dileucina 4, 5  

1. Schekman & Orci, 1996   4. Nakatsu & Ohno, 2003  

2. Kaiser, 2000     5. Bonifacino & Traub, 2003 

3. Rohn et al, 2000  
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Se conocen cuatro tipos de complejos AP, cada complejo consta de cuatro subunidades: dos 

grandes de aproximadamente 100-140 kD (γ,α,δ,ε, y β1-4 respectivamente), una mediana de 

50kD (µ) y una pequeña de 20kD (σ) [Nakatsu & Ohno, 2003].  

  La proteína GGA es otra proteína adaptadora que se localiza en la TGN y participa en el 
tráfico hacia endosomas tempranos; a diferencia de los complejos AP, ésta es una sola proteína 
monomérica cuya estructura tiene cuatro dominios y es capaz de unirse a la GTPasa ARF 
[Bonifacino & Traub, 2003]. 

El tipo de motivos de localización que reconocen los complejos de AP y GGA se han 

comenzado a definir durante la última década. Los motivos basados en tirosina (YXXφ) o 
dileucina [DE]XXX[LI] se han caracterizado como blancos de estos complejos proteicos 
[Bonifacino & Traub,  2003]. 

   Los motivos de dileucina [DE]XXX[LI] y DXXLL regulan la internalización y dirección 
hacia los endosomas y lisosomas; por la distribución de los complejos AP se reconocen tanto en 
la membrana plasmática como en los endosomas y la TGN [Letourneu & Klausner, 1992]. 

 
 

1.2.4 Motivos de localización endosomal-lisosomal y basolateral 
 

 Varios de los motivos que dirigen las proteínas hacia los endosomas y los lisosomas se 
encuentran en el dominio citosólico de las proteínas transmembranales. Los motivos presentan 
residuos voluminosos, hidrofóbicos, o con carga y son determinantes en la especificidad de esas 
señales (Tabla 1.2). Dos de los principales motivos de localización en los endosomas y los 
lisosomas tienen tirosina o dos leucinas consecutivas (Tabla 1.4). Estas secuencias contemplan 
las interacciones que existen en los dominios de reconocimiento péptido-motivo (proteínas 
adaptadoras-motivos), y que son características en la maquinaria de señalización endocítica y 
hacia los lisosomas [Bonifacino & Traub, 2003]. 

  Los motivos de dileucina se identificaron al estudiar las señales de internalización basadas 
en tirosinas que dirigían las proteínas hacia lisosomas o a endocitosis. Sin embargo, se observó 
que en algunos casos, aunque la proteína de interés no tenía residuos de tirosina, ésta se 
internalizaba rápidamente y se dirigía a los lisosomas. Análisis posteriores revelaron que un 
segmento que contenía la secuencia DKQTLL era la responsable del tráfico a lisosomas y, 
además, que ambos residuos de leucina eran necesarios. Finalmente, se dedujo que el residuo 
ácido también es importante en el motivo. De esta forma se obtuvieron los motivos 
[DE]XXXL[LI] y DXXLL [Letourneur & Klausner, 1992]. 
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Tabla 1.4  

Motivos de localización hacia los complejos endosomas/lisosomas basados en tirosina y dileucina  

Tipo de señal  Funciones Referencia 

Asn-Pro-X-Tyr 

 NPXY 

Internalización. Chen et al, 1990; Bonifacino 
& Traub, 2003. 

Tyr-X-X-Φ 

YXXΦ 

Internalización hacia TGN, 
localización lisosomal y 
basolateral. 

Breitfeld et al, 1990; Jadot et 
al, 1992; Bonifacino & Traub, 
2003. 

Asp-Glu-X-X-X-Leu-Leu-Ile 

[DE]XXXL[LI] 

Internalización, localización 
lisosomal y basolateral. 

Letourneur & Klausner, 1992; 
Pond et al, 1995; Miranda et 
al, 2001; Bonifacino & Traub, 
2003. 

Asp-X-X-Leu-Leu 

DXXLL 

Clasificar las proteínas de TGN a 
endosomas. 

Johnson & Kornfeld 1992; 
Chen et al, 1997; Bonifacino 
& Traub, 2003. 

Φ representa un residuo de aminoácido con cadena lateral hidrofóbica. 

 

     Las secuencias [DE]XXXL[LI] se encuentran ampliamente distribuidas en proteínas de 
animales,  protozoarios,  C. elegans, tripanosomas y levaduras. Por ejemplo, la fosfatasa alcalina 
de S. cerevisiae tiene un motivo de dileucina [DE]XXXL[LI] hacia vacuolas (equivalente a 
lisosomas en levaduras). Estos motivos en proteínas de mamíferos regulan rápidamente la 
internalización y tráfico a  endosomas y lisosomas, sugiriendo con ello que pueden ser 
reconocidas tanto al nivel de la membrana plasmática como en los organelos intracelulares 
[Bonifacino & Traub, 2003].  

Los motivos [DE]XXXL[LI] son reconocidos por los complejos de proteínas adaptadoras AP 
y GGA, y utilizan el mecanismo descrito en el subtema anterior, para introducir sus proteínas 
cargo en vesículas cubiertas de clatrina. Las proteínas con un motivo de dileucina que se 
encuentran en la membrana plasmática son reconocidas por las AP2, mientras que las proteínas  
de  la TGN interactúan con la AP1 o AP3. Los motivos DXXLL interaccionan con las GGA, para 
viajar del aparato de Golgi a los lisosomas.   

En la tabla 1.5 se muestran algunas proteínas cuyo tráfico hacia endosomas o internalización 
está regulado por un motivo de dileucina.  
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Tabla 1.5  

Tráfico  de distintas proteínas regulado por un motivo dileucina 

Función del motivo de dileucina Referencia 

Internalización y localización del transportador de acetilcolina 
en las vesículas sinápticas 

Colgan et al, 2007 

Regulación el tráfico del receptor de Manosa-6-fosfato (desde 
TGN hacia endosomas tardíos) 

Tortorella et al, 2007 

Endocitosis desde la membrana plasmática hacia 
endosomas/lisosomas de GLUT8 (NH2-terminal) 

Augustin et al, 2005 

Asociación de una glicoproteína de cubierta del VIH con la 
proteína adaptadora de clatrina AP-1 (expresión en la membrana 
plasmática) 

Wyss et al, 2001 

Participa en la interacción de AP-1 con varias proteínas, como 
CD4, CD3γ, receptor αβ-CD3, FcRII-B2 y el lentiviral Nef 

Heilker et al, 1999; 
Greenberg et al, 1998; 
Bresnahan et al, 1998 

Asociación de una proteína de cubierta del VIH con la proteína 
adaptadora AP-2 (endocitosis dependiente de clatrina) Byland et al, 2007 

 

      De igual forma, las secuencias que conforman los motivos de dileucina, en particular 
[DE]XXXL[LI], han sido relacionadas con la localización basolateral en las células epiteliales 
(células polarizadas) [Bonifacino & Traub, 2003; Matter et al, 1994]. 

En 1994 el grupo de Kart Matter determinó que el transporte basolateral y la endocitosis 
dependía de un motivo común de tirosina o dileucina y además, que los aminoácidos adyacentes 
en estos motivos determinan si el motivo favorece la endocitosis,  la localización basolateral o 
ambas. Sus estudios se realizaron con lipoproteínas de baja densidad (LDL) y receptores de la 
fracción constante de anticuerpos (Fc), en células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney cells). 
Además de observar el efecto de las dos leucinas, se demostró que la presencia de uno a tres 
residuos de aminoácidos ácidos es importante para la localización basolateral más que para la 
endocitosis. Por ejemplo, el receptor de la fracción Fc de IgG, presente en los macrófagos de 
ratón, tiene un motivo de dileucina que origina la localización basolateral y la endocitosis del 
receptor en las células MDCK [Matter et al, 1994; Hunziker & Fumey, 1994]. 

Otro tipo de proteínas que presentan este motivo de dileucina son: E-caderina, la proteína 
mayoritaria presente en las unión adherentes de células epiteliales, con una función importante 
en las uniones célula-célula y la polaridad de las células, donde el motivo la dirige hacia la 
superficie basolateral en las células MDCK [Miranda et al, 2001]; la acuaporina-3, éste es un 
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canal de agua presente en las células de los túbulos colectores del epitelio renal, cuya localización 
basolateral depende de un motivo de dileucina en combinación con un motivo de tirosina [Rai et 
al, 2006]. En la tabla 1.6 se muestran algunas proteínas que presentan un motivo de dileucina 
que origina una localización basolateral. 

 

Tabla 1.6 

Proteínas de localización basolateral dependiente de un motivo dileucina. 

Proteína Referencia 

Receptor de la fracción Fc IgG de macrófagos de ratón (también 
endocitosis) 

Matter et al, 1994, 
Hunziker  & Fumey, 1994 

Receptor neonatal Fc Newton et al, 2005 

E-caderina, uniones adherentes de células epiteliales. Miranda et al, 2001 

Acuaporina 3, túbulos colectores del epitelio renal. Rai et al, 2006 

Glicoproteína Lutheran, antígeno de grupo sanguíneo y molécula 
de adhesión celular, expresado en eritrocitos y en gran cantidad de 
tejidos (polarizado en células epiteliales) 

El Nemer et al, 1999 

 

La exactitud en la secuencia de aminoácidos de los motivos del tipo [DE]XXX[LI], DXXLL 
o LL, es importante para que puedan ser reconocidos por los complejos AP y seguir el tráfico 
hacia su destino. Si la localización de las proteínas depende únicamente de la presencia de un 
motivo de dileucina, cuando se mutan sus residuos de aminoácidos se evita el correcto 
reconocimiento por la maquinaria del transporte de proteínas, la proteína se localiza 
incorrectamente y no se lleva a cabo su función. Si esto ocurre puede originar un problema en la 
fisiología sistémica del organismo. Estas mutaciones pueden ser de carácter hereditario o no. 
Algunos padecimientos como la Enfermedad de Menkes [Menkes et al, 1962; Kaler, 1998; 
Francis et al, 1999] o el Albinismo [Simmen, 1999; Theos, 2005] son consecuencia de una 
mutación en un motivo de dileucina, que afecta la internalización o localización lisosomal de 
proteínas, respectivamente. 

El canal de potasio GIRK5, endógeno de los ovocitos de la rana Xenopus laevis, tiene en su 
región amino terminal la secuencia LYESPQLIQ, que corresponde a un motivo de dileucina de 
tipo [DE]XXXL[LI]. Conociendo además que el ovocito de Xenopus laevis es una célula 
polarizada, se espera que dicha secuencia sea un motivo que participe en la localización 
intracelular del canal GIRK5. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10318764
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1.3 El ovocito de Xenopus laevis, una célula polarizada 
 
 
 

Durante mucho tiempo los ovocitos de X. laevis se han utilizado ampliamente en la 
investigación biológica y farmacológica; se emplean como sistemas de expresión heteróloga de 
receptores, proteínas de transporte y canales iónicos. Sin embargo, no se contempla como modelo 
de células polarizadas y poco se ha estudiado al respecto.  

Los ovocitos de X. laevis contienen ARNs y proteínas maternas que son necesarias para la 
proliferación celular después de la fertilización y el desarrollo temprano del embrión. Una gran 
subpoblación de estas moléculas endógenas se encuentran con una distribución polarizada a lo 
largo del eje animal-vegetal dentro del citoplasma del ovocito. En la corteza vegetal los ARN 
mensajeros contribuyen en la organización y mantenimiento de la red de citoqueratina [Kloc et 
al, 2001; King et al, 2005]. La polaridad a lo largo de estos polos se desarrolla durante el proceso 
de ovogénesis; se mantiene durante la maduración del ovocito, la fertilización y a rotación 
cortical requerida durante la transformación del hemisferio animal al ectodermo, del hemisferio 
vegetal al endodermo y células germinales y de la zona marginal al mesodermo. Como no se han 
descrito indicios de señales externas que determinen la polaridad, se considera que su desarrollo 
es una propiedad autónoma e intrínseca del ovocito [Kloc et al, 2001]. 

Los ovocitos son células que pasan por diferentes estadios hasta quedar arrestados en la 
profase de la primera meiosis. La localización de los organelos de los ovocitos de X. laevis es un 
proceso que cambia entre los distintos estadios de la ovogénesis (Fig. 1.12). En los primeros tres 
estadios el núcleo se encuentra sobre todo en el centro del ovocito y la densidad de los gránulos 
de yema del citoplasma es muy baja, lo cual permite que se pueda observar el interior celular por 
medio de estudios de microscopía confocal [Dumont, 1972]. Durante el desarrollo de los últimos 
estadios (IV, V y VI), aumenta la cantidad de yema, comienza a ocurrir una localización 
polarizada de los organelos, de algunas proteínas endógenas, proteínas del citoesqueleto, la 
pigmentación característica del polo animal [Dumont, 1972] y distintos ARN mensajeros se 
localizan preferentemente en uno de los polos [King et al, 2005; Kloc & Etkin, 2005].  

En cuanto a los organelos el polo vegetal se observa casi carente de ellos, contiene un poco 
de la nube mitocondrial, el vitelo y el plasma germinal que originará las células germinales 
futuras [Dascal, 1997; Kloc, 2001]. El polo animal, por el contrario, presenta la vesícula germinal 
(núcleo), el retículo endoplásmico, los gránulos de pigmentación y de ahí se liberan los cuerpos 
polares durante el progreso meiótico [Merriam, 1983; Montanari, 2013]. Las proteínas de la red 
del citoesqueleto también son diferentes: los microtúbulos tiene su extremo negativo hacia la 
corteza del ovocito, partiendo de la vesícula germinal, los filamentos de actina se observan sobre 



Introducción 

39 
 

todo en la corteza de ambos polos, pero también dentro del nucleoplasma y de forma más 
ordenada en el polo animal; por último, los filamentos intermedios (queratina) también se 
observan en la corteza y en el espacio perinuclear en el polo vegetal (trabajos de D. Gard desde 
1991, resumidos en Gard, 1999).  

 

Figura 1.12 Ovogénesis de X. laevis (del estadio I al VI). Se observa el intervalo 
de tamaño en µm para los ovocitos desde el estadio I al VI. Además, los cambios en 
la red del citoesqueleto, la pigmentación externa la posición del núcleo y en la 
localización de los organelos [Gard, 1999]. 

 

En particular, en el estadio VI los filamentos intermedios tienen una red más densa en la 
corteza animal (casi del doble), con una organización más radial y con mayor profundidad en el 
citoplasma sub-cortical, que con respecto al polo vegetal (Fig. 1.13). Además, se describió 
también la presencia de una malla de filamentos intermedios que rodea el núcleo y se extiende 
por la zona perinuclear [Gard et al, 1997; Gard, 1999]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.13 Localización de la red de filamentos intermedios en el  ovocito de 
X. laevis. La imagen de la izquierda corresponde a la región de corteza animal, la del 
centro a la corteza vegetal, y en la de la derecha, GV denota al núcleo y PCN al 
espacio perinuclear  [Gard, 1999]. 
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Además de la distribución polarizada de organelos, ARNm y proteínas, en el ovocito de X. 
laevis existe también una asimetría en la distribución de compuestos inorgánicos, como iones o 
metales. Por ejemplo, el canal de cloro activado por Ca 2+ [Machaca & Hartzell, 1998] y la bomba 
de Na+/K+ se encuentran enriquecidos en el polo animal. A pesar que no se conoce la función 
fisiológica exacta, para el canal de cloro, su concentración en un polo puede tener un papel en la 
exocitosis de los gránulos corticales para bloquear la polispermia [Kloc & Kubiak, 2014]. 

Varios metales se encuentran también distribuidos asimétricamente. Metales inorgánicos que 
forman los sitios activos de sensores redox, enzimas o factores de transcripción y que son 
indispensables para la función celular normal. El polo animal se encuentra enriquecido en hierro, 
zinc y cobre [Popescu et al, 2007], esto puede sugerir que el polo animal sirve como la reserva 
de los metales inorgánicos del futuro embrión [Kloc & Kubiak, 2014]. 

Desde el exterior es posible apreciar que los ovocitos se encuentran la mayor parte del tiempo 
con el polo animal hacia arriba [Fig. 1.14]; se ha discutido que esto puede ocurrir por dos razones: 
1) por el peso de los gránulos de vitelo (yema), el vitelo es una mezcla de carbohidratos, lípidos 
y proteínas que se concentran en el polo vegetal y lo vuelve más denso [Montanari, 2013];   2) 
para proteger el material genético, del núcleo, de la radiación UV, gracias a la ubicación de los 
gránulos con melanina en la corteza del polo animal [Stebbins & Cohen, 1995; Marco, 2003; 
Montanari, 2013].  

 

 

 

 

 

Figura 1.14 Polaridad externa del ovocito de la rana Xenopus laevis. En la parte 
superior se observa el polo animal de color café obscuro y en la parte inferior se 
observa el polo vegetal de color amarillo pálido.  

 

Esto en conjunto origina que los ovocitos estadio VI sean células polarizadas desde el interior 
hasta el exterior. Aunque su gran tamaño permite que sean células ideales para ciertos 
experimentos (p. ej. electrofisiología), al mismo tiempo impide el uso de microscopía de alta 
resolución para estudiar su organización intracelular en ovocitos enteros. La presencia del 
pigmento del polo animal y la alta densidad del polo vegetal, también dificultan la visualización 
del interior del ovocito más allá de la corteza celular [Terasaki et al, 2001] y para lograrlo se 
pueden llevar a cabo técnicas de blanqueamiento [Becker & Gard, 2005] o segmentaciones del 
ovocito. 

Polo animal 

 
Polo vegetal 
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Con estas técnicas de observación se logró observar con mayor detalle la distribución del 
retículo Endoplásmico. El RE está formado por túbulos de membranas y cisternas aplanadas, es 
la continuación de la envoltura nuclear y el espacio perinuclear. El uso de marcadores 
fluorescentes se había utilizado para observar el RE de los ovocitos de Xenopus desde la 
superficie de los ovocitos o en la corteza celular (Fig. 1.15) [Marchant et al, 2002]. Con el 
marcador ER-EYFP se logró determinar que también las lamelas anulares podían observarse 
[Terasaki et al, 2001].    

 

 

 

 

 

 

Figura 1.15 Marcaje del Retículo Endoplásmico (verde) con el marcador ER-
EYFP en ovocitos de X. laevis estadio V-VI.  A) Vista “de lado” (plano vertical) 
del hemisferio vegetal del ovocito, con la membrana plasmática hacia arriba (fuera) 
y el interior del ovocito hacia abajo (dentro). En rojo el marcador de mitocondrias 
dsRED. B) Vista en el plano horizontal de la misma sección que en A), donde se 
observa la mayor fluorescencia de ER-EYFP  [Marchant et al, 2002]. 

 

Las lamelas (laminillas) anulares (LA) son estructuras poco estudiadas, aparecen como 
cisternas paralelas aplanadas, y pueden, o no, estar cruzadas longitudinalmente por anillos de 
proteínas (Fig. 1.16). Se encuentran en la periferia de la envoltura nuclear, del aparto de Golgi, 
en los centriolos, conectadas con los ribosomas en el RE rugoso y en el citoplasma de algunas 
células germinales [Kessel, 1968; Rosell, 2009]. Son abundantes en los gametos, células 
embrionarias y tumorales, aquellas que presentan una tasa alta de división celular [Lothhammer 
et al, 2009]. Las LA derivan del RE, están formadas por material membranal y proteínas, 
similares a las del RE y de los poros de la envoltura nuclear. Se cree que en el RE rugoso, las LA 
sintetizan las proteínas que forman los complejos del poro nuclear [Lothhammer et al, 2009].  

B A 
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Figura 1.16 Lamela anular de ovocitos inmaduros (estadio VI). A) Isla de alta 
densidad identificada con el marcador fluorescente GFP-KDEL, localizada a ∼5 μm 
de la superficie celular. Escala: 10 μm. B) Micrografía electrónica de una sección de 
la corteza donde se observa un organelo con apariencia característica de lamela 
anular. Escala: 1 μm [Terasaki et al, 2001]. 

 

Las LA se han encontrado en varios tipos de ovocitos [Rosell, 2009]. En los ovocitos 
desarrollados de la rana pipiens se encuentran principalmente en la corteza del polo animal, entre 
en núcleo y la membrana [Kessel, 1968]. En los ovocitos de Xenopus las LA se han descrito en 

el citoplasma y en la zona sub-cortical del polo animal, entre 5-20 µm de la membrana plasmática. 
Algo interesante es que la morfología de estas estructuras cambia entre los ovocitos inmaduros y 
los ovocitos maduros (Fig. 1.17); su forma en los ovocitos maduros parece más bien circular y 
no tan alargada como en las islas densas de los ovocitos inmaduros [Terasaki et al, 2001]. 

 

 

Figura 1.17 Magnificación del marcaje de RE en la 
corteza vegetal de los ovocitos maduros. Aparecen 
acumulaciones distribuidas por el citoplasma. Escala 10 
μm. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Antecedentes 
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Los ovocitos de la rana X. laevis son células excelentes para la investigación en temas de 
biología del desarrollo, cascadas de señalización intracelular, rutas bioquímicas, biofísica de los 
canales y transportadores [Weber, 1999]. Aunque se han desarrollado varios sistemas de 
expresión heteróloga, el más favorecido se basa en la inyección de ARNm o ADN en estos 
ovocitos [Gurdon et al, 1971, 1974]. La traducción del ARNm resulta normalmente en receptores 
o proteínas transportadoras funcionales, que exhiben después sus propiedades farmacológicas y 
electrofisiológicas, a nivel de la membrana plasmática [Miledi et al, 1982]. Esto vuelve al ovocito 
un modelo disponible para investigar el transporte de proteínas a nivel intracelular. Sin embargo, 
es un proceso que hasta la fecha no se ha estudiado a profundidad en estas células. 

Los proteínas transmembranales expresadas heterólogamente y con mayor frecuencia son los 
canales iónicos. El ovocito de la rana X. laevis también posee receptores y canales iónicos 
propios. Por ejemplo, canales aniónicos (Cl-) activados por voltaje o calcio, canales catiónicos 
(Na+, K+, Ca2+), acuaporinas, la bomba de sodio y potasio, Na+/K+-ATPasa, transportadores de 
aminoácidos dependientes de sodio, transportadores de glucosa dependientes e independientes 
de sodio, sistemas de captura de glucosa activados por un factor de crecimiento similar a la 
insulina, canales de calcio y canales de cloro dependientes de voltaje y de calcio, etcétera [Sigel, 
1990; Weber, 1999]. 

Dentro de esos canales endógenos se identificó el canal de potasio rectificador entrante, 
GIRK5 [Clapham et al, 1996]. Desde 1996, Bauer et al, reportaron que el registro de la corriente 
endógena para este canal es variable entre ovocitos de distintas ranas, incluso entre los meses del 
año donde se lleven a cabo los registros (Fig. 2.1). Al registrar ovocitos de distintas donadoras se 

observa que la amplitud de la corriente (µA), en los meses de marzo y mayo, es mayor que en 
los meses de agosto y noviembre (nA). A partir de eso surge el interés de conocer porque a veces 
este canal es funcional y se puede determinar su corriente y otras veces no. 

Durante la clonación del canal de potasio GIRK5 se identificaron tres posibles sitios de inicio 
de la traducción del ARNm, que originarían las isoformas del canal: GIRK5, GIRK5-∆5 y 
GIRK5-∆25. Cada isoforma presenta diferente longitud en su región amino terminal [Hedin et 
al, 1996; Salvador et al, 2003].  

 

GIRK5           NH2- MIPERMAPSPQWKRLYESPQLIQTIMAR… -COOH 

GIRK5-∆5                   NH2- MAPSPQWKRLYESPQLIQTIMAR… -COOH 

GIRK5-∆25                                                                    NH2- MAR… -COOH 
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Figura  2. 1 Distribución de frecuencias de la amplitud de la corriente 
rectificadora entrante. Se registraron cuatro lotes de ovocitos de ranas diferentes. 
A [µA]. Gris claro (16 ovocitos) registrados en marzo. Gris medio (34 ovocitos) 
registrados en mayo. B [nA]. Blanco (10 ovocitos) registrados en agosto. Gris 
obscuro (16 ovocitos) registrados en noviembre [Bauer et al, 1996]. 

 

Si se consideran el análisis realizado por Nakagawa et al, en el 2007, con un poco más de 10 
mil genes en secuencias de eucariotes, procariotes, algunos vertebrados y mamíferos, puede 
observarse que la secuencia Kozak es sólo una de las secuencias preferentes, pero no es la única 
para tratar de predecir el inicio de la traducción de una proteína (Tabla 2.1). En el mismo estudio, 
con un análisis de cerca de 8 mil genes de X. laevis se observó que la secuencia 
A/GCA/T/CGCC/AAACATGGCG es la más favorecida para indicar el inicio de la traducción. 
Además, considerando para GIRK5 la presencia de varios uracilos alrededor del sitio -40, varias 
adeninas alrededor del sitio -15, una guanina en la posición -6 (desde el ATG), una adenina o 
guanina en la posición -3, una guanina en la posición +4 y una citosina en la posición +5, 

aparentemente el sitio más favorecido sería la isoforma GIRK5-∆5. 
 

             Tabla 2.1 

             Secuencia amino terminal de las tres isoformas de GIRK5 

 Posición desde ATG 

 

Codón 
inicio 

(ATG) 

-50 a -30 -25 a -10 -9 a +6 (secuencia para X.laevis) 

U-rich (T-rich) A-rich A/GCA/T/C GCC/A AAC ATG  GCG 

5' 1 ttttaggtatatcactgatag    gcatattcttatactg          aat       aca        aag     atg      att   

5' 6 tgatagagaggcatattctta   gaataca aagatgatt      cct        gaa       aga     atg      gca   

5' 26 gtcctcagtggaaaagattgt  gtcaccacaactcatc       caa       acc        atc     atg      gca   
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Los registros electrofisiológicos de las tres isoformas, en la membrana plasmática de los 

ovocitos de X. laevis, muestran que sólo la isoforma más corta (GIRK5-∆25) es funcional y 

presenta corrientes rectificadoras entrantes (Fig. 2.2). Las isoformas GIRK5 y GIRK5-∆5 no 
presentaron un nivel de corriente superior al de los ovocitos control.    

Figura 2.2 Registro de la corriente iónica de las isoformas del canal GIRK5 en 
ovocitos de X. laevis. Los ovocitos control se inyectaron con agua. El protocolo de 
pulsos de voltaje fue de -160 a 60 mV, con incrementos de 20 mV, durante 100 ms.  

 

El canal GIRK5 tiene una tirosina en la posición 16 de la región amino terminal (Y16). El 
grupo de la Dra. Escobar determinó que la fosforilación de este residuo de tirosina es relevante 
para impedir la expresión funcional del canal en la membrana plasmática de los ovocitos de X. 
laevis. Tanto la mutación del residuo por alanina (GIRK5-Y16A), como el uso de inhibidores de 
cinasas (geldanamicina), promueven la expresión funcional del canal GIRK5  (Fig. 2.3) [Mora 
& Escobar, 2005]. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 2.3 Corrientes entrantes normalizadas, de las isoformas de GIRK5, 
registradas a -160 mV. Se observa una corriente mayor (con respecto a los ovocitos 
control) en las isoformas que no presentan el residuo de tirosina 16: GIRK5Y16A, 
∆5GIRK5Y16A y ∆25GIRK5.  
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Además, se realizaron proteínas de fusión con la proteína verde fluorescente EGFP (Enhanced 
Green Florescent Protein); se determinó que la proteína quimérica EGFP-GIRK5 no era funcional 
y se encontraba sólo en la fracción membranal microsomal, mientras que la mutante EGFP-
GIRK5Y16A sí era funcional y se encontraba en la membrana plasmática.   

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.4 Expresión funcional de la proteína EGFP-GIR5Y16A. A. Registros 
electrofisiológicos de las proteínas de fusión de dos  isoformas de GIRK5 y la 
mutante GIRK5Y16A. B. Inmunodetección por Western blot de la fracción 
microsomal (1) y la fracción plasmática (2), de extractos membranales de ovocitos 
de X. laevis [Mora & Escobar, 2005]. 

 

La detección de EGFP-GRIK5 en la fracción microsomal de los extractos membranales, 
permitió comprobar que la proteína sí se sintetizaba pero no llegaba a la membrana plasmática 
(Fig. 2.4). La incubación con un inhibidor de cinasas de tirosina, PTK, permitió la localización 
de los canales EGFP-GIRK5 en la membrana plasmática, lo cual fue documentado por 
microscopía confocal y por Western blot (Fig. 2.5). Con el registro de los ovocitos incubados con 
geldanamicina, se determinó que el canal EGFP-GIRK5 no sólo llega a la membrana plasmática, 
sino que también es funcional.  

A B 
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Figura 2.5 Expresión funcional de la proteína EGFP-GIRK5 por efecto de un 
inhibidor de cinasas de tirosina. Ovocitos incubados sin (-) y con (+) 75 nM de 
gentanamicina durante 1 hora. A Microscopía confocal de la superficie de ovocitos 
de X. laevis inyectados con EGFP-GIRK5. B Registros electrofisiológicos de las 
corrientes entrantes de EGFP-GIRK5. C Inmunodetección por Western blot de la 
fracción plasmática de extractos membranales de ovocitos de X. laevis [Mora & 
Escobar, 2005] 

 
 

A partir de estos resultados se decidió determinar la localización intracelular de las proteínas 

de fusión EGFP-GIRK5, EGFP- ∆25GIRK5 y EGFP-GIRK5Y16A (Fig. 2.6). Un rasgo notable 
es que los ovocitos son células radialmente simétricas con dos polos: el animal (casquete oscuro) 
y el vegetal (casquete claro). La polaridad en la pigmentación es un reflejo de una polaridad 
interna mucho más compleja y la disposición de los organelos del ovocito está polarizada.  La 
localización intracelular de las isoformas de GIRK5 se determinó en cortes  sagitales de los 
ovocitos, para poder observar ambos polos (animal y vegetal), con microscopía confocal (Fig. 
2.6). Se comprobó su peso molecular por Western blot. La proteína EGFP-GIRK5 se localizó 
puntualmente dentro de la célula, cercana a la estructura morfológica que corresponde al núcleo. 

La proteína EGFP-∆25GIRK5 se observó distribuida homogéneamente sobre el citoplasma 
(ambos polos) y también sobre la membrana plasmática. De forma interesante, la proteína EGFP-
GIRK5Y16A se observó distribuida en el citoplasma y la membrana plasmática, pero localizada 
preferentemente en el polo vegetal [Díaz, 2007]. 
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Figura 2.6 Localización intracelular de las proteínas de fusión EGFP-GIRK5, 
EGFP- ∆25GIRK5 y EGFP-GIRK5Y16A. Cortes sagitales de los ovocitos de X. 
laevis, observados por microscopía confocal. Los ovocitos se encuentran orientados 
con el polo animal (pa) en la parte superior y el polo vegetal en la inferior (pv). El 
núcleo se ha identificado con (n). 

 

De esta manera, con la ausencia o presencia de los primeros 25 aminoácidos del canal GIRK5 
o la mutación en la tirosina 16, se observan distintas localizaciones intracelulares. Por lo tanto, 
la secuencia primaria de esta región amino terminal, puede contener motivos de localización, que 
participen en la retención o direccionamiento específico de los canales.  

Aunque el ovocito de X. laevis no tiene una barrera física entre sus dos polos, la distribución 
de algunos canales iónicos no es uniforme sobre la membrana plasmática o el citoplasma de 
ambos polos. Se ha sugerido que estas variaciones incluso están relacionadas con el tipo de canal 
iónico o con el papel funcional de dichas proteínas [Stühmer, 1998].  

En cuanto al papel del canal GIRK5, se observó durante la experimentación con las isoformas 

de GIRK5, que en algunas ocasiones cuando se inyectaban las isoformas funcionales (∆25GIRK5 
y GIRK5-Y16A), los ovocitos maduraban de forma innata, sin necesidad de ser incubados con 
esteroides, y presentaban el rompimiento de la vesícula germinal (GVBD), denotado por una 
mancha blanca en el polo animal.  

   De manera preliminar se realizó un ensayo donde se inyectó el ARNm de los canales GIRK5 

y ∆25GIRK5 a ovocitos, que se incubaron en una solución con progesterona 50 nM [Díaz, 2007]. 
Después de 48 horas se contaron los que tenían la GVBD y se obtuvieron los resultados de la 
tabla 2.2. 
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     Tabla 2.2 

Maduración de los ovocitos de X. laevis inyectados con dos isoformas del canales GIRK5 
 

   Muestra inyectada 
(n=20) 

# ovocitos 
con GVBD 

% de ovocitos 
con GVBD 

Agua 1 5 

GIRK5 1 5 

GIRK5−∆25 15 75 

Donde n = 20 ovocitos por cada muestra [Díaz, 2007]. 
 

 

Se observó que después de 48 horas, el 75% de los ovocitos inyectados con el canal funcional 

GIRK5-∆25, salió del estado arrestado para convertirse en ovocitos maduros (metafase - meiosis 
II). Por el contrario, los ovocitos inyectados con agua o con la isoforma que no llega a la 
membrana plasmática (GIRK5), no presentaron un porcentaje de maduración mayor al 5%.  

Estos resultados preliminares sugieren que el canal GIRK5 funcional podría estar participando 
en el proceso de maduración de los ovocitos. Algunos canales sufren cambios en su localización 
durante el proceso de maduración para poder llevar a cabo correctamente su función [Müller et 
al, 1992, 1993; El-Jouni 2008]. Si el canal GIRK5-WT estuviera regulado de alguna manera para 
participar en la salida de la profase I, sería interesante observar si su localización se mantiene o 
sufre algún cambio. 
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Los antecedentes mostrados ponen de manifiesto que la localización intracelular de las 

isoformas de GIRK5 es diferente entre sí y que la clave de dicha localización se encuentra en los 

primeros 25 aminoácidos del extremo amino terminal. Así, la localización de estas proteínas al 

interior del ovocito estadio VI, podría estar regulada por motivos de aminoácidos. 

En la estructura primaria de la isoforma GIRK5, en los primeros 25 aminoácidos de la región 

amino terminal, se encuentra la secuencia W12KRLYESPQLIQ. Esta secuencia tiene dos 

residuos básicos en las posiciones 13 (lisina) y 14 (arginina), KR, que podrían participar en la 

retención de la isoforma GIRK5-WT; aunque en este caso el motivo se encontraría seguido por 

una tirosina, algo no reportado en la literatura. Asimismo, a partir del residuo 17 el canal tiene 

un motivo de dileucina EXXXLI, que podría estar relacionado con la localización polarizada de 

la isoforma GIRK5-Y16A. Aunque no hay muchos estudios que abunden en la localización 

polarizada de proteínas en el ovocito de Xenopus laevis, sí se han descrito algunos casos donde 

la localización es crucial en el ovocito estadio VI para que se lleve a cabo el desarrollo correcto 

del embrión [Peter et al, 1991].  

Se cree que el papel del canal GIRK5 en los ovocitos estadio VI de Xenopus laevis es 

participar en el establecimiento del potencial de membrana en reposo; sin embargo, dado que su 

expresión funcional se ha reportado variable con respecto a la época del año, y que la expresión 

de las isoformas funcionales de GIRK5, junto con la progesterona, aparentemente favorecen la 

progresión del ciclo celular a meiosis II, sería relevante conocer si tiene un papel adicional 

durante la maduración o la fertilización de los ovocitos [Bauer et al, 1996]. 

Sería de gran importancia determinar si las secuencias mencionadas del canal GIRK5, son las 

que participan en la regulación de su tráfico intracelular para determinar la localización y si ésta 

difiere dependiendo del estadio del ovocito; esto proporcionaría información para entender cómo 

el modelo del ovocito de X. laevis transporta sus proteínas y que un canal de K+ rectificador 

entrante podría estar relacionado con la maduración del ovocito. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Hipótesis   y  
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HIPÓTESIS 
    

 La localización específica de proteínas en los ovocitos de Xenopus laevis depende de 
motivos de aminoácidos presentes en la secuencia primaria de las proteínas. 

 

o Los residuos de  lisina (K) y arginina (R), presentes en las posiciones 13 y 14 
de la  región amino terminal del canal de potasio GIRK5, participan en la 
retención intracelular del canal en los ovocitos de la rana Xenopus laevis. 

 

o Los residuos de ácido glutámico (E), leucina (L) e isoleucina (I), presentes en 
las posiciones 17, 21 y 22, respectivamente, de la región amino terminal del 
canal de potasio GIRK5, corresponden a un motivo de dileucina EXXXLI, 
que determina la distribución polarizada del canal en los ovocitos de la rana 
Xenopus laevis. 

  

 El canal GIRK5 está relacionado con la maduración de los ovocitos de Xenopus laevis 
y su localización es distinta en ovocitos de estadio VI y ovocitos maduros. 
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OBJETIVOS 
 

 

OBJETIVO GENERAL: 
 

 Estudiar los motivos de tráfico del canal de potasio GIRK5, en los ovocitos de la rana 
Xenopus laevis, y evaluar si hay cambios en la localización del canal relacionados con 
el estadio celular (estadio VI y ovocitos maduros). 

 

 

 

 
 

OBJETIVOS PARTICULARES: 
 

 Identificar el organelo donde se encuentra retenido el canal GIRK5. 

 Caracterizar los residuos de aminoácidos que participan en la localización intracelular 

de la isoforma GIRK5 (motivo retención). 

 Caracterizar los residuos de aminoácidos que participan en la localización polarizada 

de la mutante GIRK5-Y16A (motivo polarización). 

 Implementar una técnica para conocer la localización intracelular de los canales 

mutados por microscopía confocal. 

 Establecer la localización intracelular del canal GIRK5, y sus mutantes, en ovocitos 

estadio VI y ovocitos maduros de X. laevis. 

 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

5. Metodología 
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De acuerdo con los objetivos particulares mencionados se enumera a continuación la 
metodología empleada. Más adelante se muestran con un diagrama de flujo la metodología 
seguida para realizar las mutaciones puntuales y por último se describe de forma detallada cada 
uno de los métodos. En las secciones del apéndice puede consultarse la formulación de las 
soluciones empleadas, los protocolos de PCR, de las reacciones de ligación y algunos resultados 
de la obtención de las mutantes. 

 

1.- Identificar el organelo donde se encuentra retenido el canal GIRK5. 

- Subclonar un marcador fluorescente de Retículo Endoplásmico. 

- Obtener el ARNm. 

- Expresarlo junto con el ARNm del canal GIRK5-WT. 

- Observar por microscopía confocal. 

2.- Realizar la mutación puntual del motivo KR, mutando los residuos de lisina 13 y arginina 14 
por residuos de alanina, juntos y de forma individual. 

3.- Realizar mutaciones puntuales de los residuos que forman parte del motivo de dileucina 
EXXXLI, por residuos de alanina, en los residuos de ácido glutámico 17, leucina 21 e 
isoleucina 22. 

4.- Realizar proteínas de fusión con EGFP de las mutaciones realizadas. 

- Obtener el ARNm. 

5.- Microinyectar el ARNm para expresar los canales mutados en los ovocitos. 

6.- Mejorar la fijación con paraformaldehído de los ovocitos, mediante el cambio de PBS por 
ND96 y realizar cortes citológicos por congelación. 

7.- Estudiar por microscopía confocal la localización de las proteínas de fusión. 

- Realizar la cuantificación de fluorescencia en cada polo de los ovocitos. 

8.- Obtener ovocitos madurados in vivo e in vitro para determinar la localización intracelular de 
los canales quiméricos, por microscopía confocal. 
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Descripción

GIRK5-WT
Nombre

GIRK5
1                                   13 16  25
MIPERMAPSPQWKRLYESPQ L I QTIMAR…

A

B

GIRK5-Y16A/L21A/I22A
GIRK5-Y16A/E17A/L21A/I22A

YLI/AAA
YELI/AAAA

                                      
  

--------------------------------A---------AA-------------
--------------------------------AA-------AA-------------

GIRK5-K13A
GIRK5-R14A
GIRK5-K13A/R14A

K/A
R/A
KR/AA

                                      
  

--------------------------A---------------------------------
----------------------------A-------------------------------
--------------------------AA-------------------------------

 MUTACIONES PUNTUALES DEL CANAL GIRK5  
 

De las tres isoformas descritas para el canal GIRK5, la isoforma GIRK5 es la que presenta el 
amino terminal más largo (canal completo); se denominó a este canal como la isoforma Wild 
Type (WT). En la figura 5.1 se puede observar el nombre abreviado de cada mutación originada, 
el lugar en la secuencia primaria donde se realizó la mutación puntual y los aminoácidos que se 
mutaron por el residuo de alanina. 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 5.1 Mutaciones puntuales realizadas sobre la isoforma GIRK5. A) Esquema 
de la topología de una subunidad del canal GIRK5. B) Nombres abreviados de las 
mutantes realizadas, el sitio del amino terminal donde se llevó a cabo la mutación y la 
descripción de los aminoácidos mutados por alanina de cada mutante. 

 
Generación de las mutaciones puntuales en la proteína GIRK5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

LIGACIÓN 
(fragmento mutado al vector PBF) 

TRANSFORMACIÓN 
(células DH5-α, E.coli) 

OBTENCIÓN DEL ADN 
(amplificación in vivo) 

SECUENCIACIÓN  
(automatizada) 

DISEÑO DE OLIGOS 

MUTAGÉNESIS DIRIGIDA 
(recombinación por PCR) 
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 DISEÑO DE LOS OLIGONUCLEÓTIDOS 

   Para obtener las mutaciones de los residuos de aminoácidos del canal GIRK5, se realizó el 
diseño de oligonucleótidos (iniciadores o cebadores) complementarios al canal y de 
aproximadamente 20 bases. Se diseñaron dos oligonucleótidos para cada mutante (sentido y 
antisentido); cada uno incluía una mutación codificante para un residuo de alanina en los residuos 
de lisina 13, arginina 14, tirosina 16, ácido glutámico 17, leucina 21, isoleucina 22 y sus 
combinaciones. En el apéndice ii se encuentra la lista de los pares de oligonucleótidos utilizados. 
La secuencia templado utilizada corresponde a la del canal GIRK5, a menos que se indique otra 
secuencia. 

 

 MUTAGÉNESIS DIRIGIDA Y RECOMBINACIÓN POR PCR 

   Con los cebadores diseñados se realizó la mutagénesis dirigida por PCR (Polimerase Chain 
Reaction). Para obtener las proteínas mutantes se utilizaron además distintos ADNc como hebra 
molde (apéndice ii, Tabla I).  

   En el laboratorio se contaba con dos iniciadores que acotaban la región requerida del ADN 
de las hebras molde, donde se llevó a cabo la mutación puntual: ‘SP6 up’ en el extremo 5’ y ‘Low 
2’ en el 3’. Para cada mutante se realizaron dos reacciones de PCR por separado, una para cada 
cebador mutado, denominados Low mut y Up mut (reacción 1 y reacción 2, respectivamente).  

Una tercera reacción de PCR (PCR combinatoria) utilizó como moldes los fragmentos 
mutados (que se amplificaron en la primera y segunda reacción), junto con los cebadores ‘SP6 
Up’ y ‘Low2,’ que acotan una región de aproximadamente 2000 pb. El proceso y las condiciones 
de las reacciones se pueden consultar en el apéndice. 

 

 LIGACIÓN  

Una vez amplificados los fragmentos mutados de aproximadamente 2000 pb, se llevó a cabo 
una digestión enzimática con endonucleasas, tanto de los fragmentos como del vector pBF que 
contenía el canal GIRK5. El ADN obtenido de la segunda PCR se corrió en un gel de agarosa al 
1%, se realizó una extracción utilizando el kit PureLink Quick Gel Extraction de Invitrogen ®. 

El DNA obtenido (35µL) y el vector para ovocitos PBF (10µg) se digirieron con la endonucleasa 
de restricción Nco-I para generar los mismos extremos cohesivos. El vector se trató con fosfatasa 
alcalina para evitar la recircularización del mismo. Ambas digestiones se separaron por 
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electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se purificaron las bandas correspondientes al 
fragmento mutado y al vector linearizado. La reacción de ligación, sus controles y un diagrama 
de la clonación del fragmento mutado en el vector pBF se puede encontrar en el apéndice iii. 

 
 TRANSFORMACIÓN BACTERIANA 

   Previamente se prepararon células competentes de la cepa E.coli DH5α, con la técnica de 
rubidio [Maniatis et al, 1982]. Éstas se transformaron por choque térmico con el DNA obtenido 
de la ligación anterior. Para la trasformación se utilizó medio de cultivo Luria Brot (LB) y una 
muestra de células sin transformar como control negativo. Las bacterias transformadas se 
sembraron en placas de agar LB más ampicilina. Se incubaron entre 12-14 horas a 37 ºC. Las 
bacterias que se trasformaron correctamente con el plásmido presentaron resistencia a ampicilina. 

 

 AMPLIFICACIÓN  DEL ADNc in vivo 

   De las colonias que crecieron en las cajas de LB más ampicilina se seleccionaron 2 UFC 
aisladas, se sembraron en 5mL de medio LB con ampicilina y se incubaron durante 16-18hrs a 
37 °C con agitación de 250 rpm. El ADN se obtuvo por lisis alcalina (Sambrook, et al, 1989). Se 
realizaron ensayos con endonucleasas de restricción, para comprobar que el tamaño de los 
fragmentos del DNA cortados correspondiera con los tamaños esperados. Se realizó una 
midipreparación utilizando el kit Max Prep (Qiagen). El ADN obtenido se cuantificó por 
espectrofotometría con luz UV a una longitud de onda de 260nm. 

 

 SUBCLONACIÓN DE UN MARCADOR FLUORESCENTE PARA RETÍCULO 
ENDOPLÁSMICO. 

Se contaba con un marcador fluorescente de retículo endoplásmico, en el vector comercial 
ECFP-ER, ®Clontech. Se subclonó en el vector pBF la región codificante del marcador que 
consistía en la proteína de fluorescencia cyan incrementada (ECFP), más el motivo de retención 
para retículo endoplásmico (ER) de tipo KDEL.  

 

 OBTENCIÓN DEL ARNm 

     Se linearizó el plásmido que contiene el ADNc de interés utilizando lo correspondiente a 

6 µg de DNA y 2 µL de la enzima de restricción Mlu-I para llegar a un volumen de reacción final 

de 20 µL (con agua grado biología molecular), se incubó durante 3 horas a 37 ºC y se comprobó 
posteriormente en un gel de agarosa 1%, que se haya linearizado el ADN; enseguida se 
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adicionaron 1 µL de EDTA 0.5 M, 2 µL de acetato de amonio y 44µL de etanol 100%, se incubó 
toda la noche a -20 ºC. Al día siguiente, se centrifugó a 14000 rpm a 4 ºC durante 20 minutos y 

se recuperó el precipitado retirando el exceso de etanol; una vez seco se resuspende en 6 µL de 

agua grado biología molecular y se comprobó con 1µL la presencia de DNA en un gel de agarosa 
1%. 

    Una vez linearizado el ADNc se realizó la reacción de transcripción, se mezclaron 10 µL 

de nucleótidos trifosfatados (NTP/Cap) 2x, 2µL de solución amortiguadora de reacción 10x, 5µL 

de templado de DNA lineal, 2µL de enzima SP6 y 1µL de GTP;  se incubó a 37ºC durante 3 h. 

     Posteriormente se agregó 1µL de ADNasa  y se incuba 15 minutos a 37 ºC para eliminar 
el ADN presente. Después, para detener la reacción y recuperar el ARN transcrito se adicionaron 

30µL de agua libre de nucleasas y 25 µL de cloruro de litio y se deja precipitando a -20 ºC durante 
toda la noche. Se centrifugó a 14000 rpm a 4 ºC durante 20 minutos y se recuperó el botón, éste 
se lava con 1mL de etanol al 70% y se centrifugó para eliminar todo el etanol. Se dejó secar el 

botón durante 10 minutos y se resuspendió el pellet en 20µL de solución amortiguadora Tris-
EDTA. 

   Para determinar la concentración del RNA se mezclaron 2 µL del ARNm recién preparado 

con 498 µL de agua destilada y se cuantificó por espectrofotometría, en una celda de cuarzo, a 
una longitud de onda de 260 nm.  

 

 OBTENCIÓN DE LOS OVOCITOS 

   Se anestesia una hembra de la especie Xenopus laevis por hipotermia durante una hora; 
enseguida se realiza una ovariectomía parcial que consiste en realizar una pequeña incisión en la 
piel y el músculo en la zona del vientre de la rana aproximadamente un centímetro arriba del 
pliegue del anca. Se retiran los ovocitos y se colocan en solución ND96 sin calcio. La incisión 
de la rana se sutura y se deja en agua fría mientras se recupera de la anestesia. Los ovocitos 
obtenidos se colocan durante una hora en una solución de colagenasa 1.6 mg/mL con la finalidad 
de remover el saco vitelino de los mismos. Posteriormente se realizan 5 lavados de los ovocitos 
con medio ND96 sin calcio para remover la colagenasa, 5 lavados con medio ND96 con calcio y 
por último 5 con medio ND96 con calcio y gentamicina para preservarlos a 18º C y evitar su 
contaminación. 
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 MICROINYECCIÓN DE LOS OVOCITOS 

     Transcurridas 24 horas de la obtención de los ovocitos se seleccionan aquellos que estén 
en el estadio V –VI  (de mayor tamaño, buena consistencia, polos definidos y forma redondeada). 
Para la inyección se descongela la muestra de ARNm almacenada a -70º C, y se diluye con 
solución amortiguadora Tris-EDTA para lograr una concentración final aproximada de 20 ng por 
ovocito. Posteriormente se lleva cabo la inyección de 50 nL a los ovocitos mediante un 
manipulador y microinyector manual. Los ovocitos inyectados se almacenaron a 18º C para 
permitir la traducción del RNA inyectado. 

 

 CORTES CITOLÓGICOS 

     Los ovocitos inyectados con el ARNm de las quimeras de EGFP-GIRK5 se dejan 
expresando entre 4-6 días a 18º C, en medio ND96. Pasado ese tiempo, los ovocitos se incuban 
en una solución de ND96 con paraformaldehído al 2% durante 10 min, después se sumergen los 
tejidos en una solución de paraformaldehído al 2% más sacarosa al 30%,  se  mantienen en 
oscuridad y a 4º C.  

   Se realizan cortes sagitales del ovocito con ayuda de un criostato (Leica CM1100). Los 
ovocitos se cubren con medio de congelamiento Tissue-Tek ® (alcohol polivinílico10.24% y 
glicol polietileno 4.26%) y se congelan, una vez que se alcanza la temperatura de -25 ºC se 

realizan cortes seriales de 10 µm de espesor y se colocan sobre portaobjetos previamente 
gelatinizados. Las preparaciones se montan con VECTASHIELD® (Vector laboratories, CA, 
EUA) para conservar su fluorescencia. 

 

 MICROSCOPIA CONFOCAL 

   Los cortes se observaron en el microscopio confocal (LEICA TCS SP5), para la proteína 
verde fluorescente (EGFP) se utilizó un láser de argón con una frecuencia de emisión de 488 nm 
y de detección entre 500 nm y 544 nm; y para ECFP con una frecuencia de emisión de 458nm y 
detección entre 473 nm y 524 nm. Las muestras se observaron en seco utilizando un objetivo 
10.0x y 40x en la sección media de cada ovocito. 

En las muestras que contienen tanto ECFP-ER como EGFP-GIRK5, las imágenes de co-
marcaje se adquirieron de forma subsecuente para disminuir el cruce de los dos canales (EGFP y 
ECFP). La emisión se detectó entre 496 – 530 nm, para EGFP y entre 460 - 495 nm para ECFP. 
La fluorescencia de ECFP-ER se definió en color rojo para poder superponer las imágenes y 
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observar fácilmente si existía una co-localización. Las imágenes se obtuvieron con una 
resolución de 8 bits (255 niveles de gris por píxel). La densidad de los pixeles fue de 4.36x105 
pix/mm2. 

 
 CUANTIFICACIÓNDE FLURESCENCIA 

La cantidad de fluorescencia se estimó con el software del microscopio confocal ‘Leica 
Application Suite: Advanced Flourescence Lite 2.6.0’. Se seleccionaron regiones de interés 
(ROI) para delimitar el polo animal y el polo vegetal. Para comparar la distribución de la 
intensidad de fluorescencia (proteínas quiméricas), entre las regiones ROI de ambos polos, se 
calculó la intensidad de fluorescencia relativa; ésta se obtuvo al dividir la intensidad de 
fluorescencia de un polo entre la fluorescencia total del ovocito. Se utilizaron ovocitos sin 
inyectar como control; la fluorescencia por debajo de un nivel de gris 50 se consideró 
autoflorescencia y se restó de los ovocitos inyectados con ARNm. Las diferencias 
estadísticamente significativas se determinaron por t-Student y ANOVA de una vía. 

 

 MADURACIÓN IN VITRO 

Se realizó la microinyección de los ovocitos estadio VI con el ARNm de interés. Se incubaron 
durante 48 horas en medio ND96, a 18 °C, para permitir la traducción de los canales. 
Posteriormente se adicionó progesterona al medio en una concentración de 75 nM y se dejaron 
incubar durante 24 h. Posterior a ese tiempo, se retiraron los ovocitos muertos y se seleccionaron 
aquellos que presentaban una mancha blanca en el polo animal, la cual correspondía al 
rompimiento de la vesícula germinal (GVBD) y es un indicador de los ovocitos maduros (arresto 
en metafase II). Se seleccionan algunos ovocitos al azar y se cortan por la mitad para verificar la 
ausencia del núcleo.  

 

 WESTERN-BLOT 

Se realizó la microinyección de los ovocitos estadio VI con el ARNm de interés. Una vez 
cumplido el tiempo de expresión del ARNm, se homogenizan de 10 a 20 ovocitos en solución 
amortiguadora de lisis utilizando 2 μL por ovocito y pasándolos 20 veces por una aguja de 30G. 
Los homogenizados se centrifugan por duplicado a 4000g durante 10 minutos a 4° C para 
remover la fracción correspondiente a yema y núcleo. El sobrenandante contiene las membranas 
totales.  
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   Una vez separadas las membranas de interés, se mezcla el sobrenadante con volúmenes 
iguales de la solución amortiguadora de carga (Laemmli). Se calientan las muestras a 95 °C 
durante 5 minutos para desnaturalizar las proteínas. Se carga lo equivalente a 8 ovocitos en un 
gel de poliacrilamida al 10 % y se corre a 70 V (gel concentrador) y 110 V (gel separador).  

   Terminada la electroforesis se realiza la transferencia a una membrana de nitrocelulosa, La 
membrana, geles y las toallas se sumergen durante 10 minutos en solución amortiguadora de 
transferencia. Se coloca en la celda de transferencia una toalla, la membrana, el gel y otra toalla. 
La transferencia se realiza a 20 V durante una hora.  

   Se bloquea la membrana con TBS más 5% de leche, a 4 °C toda la noche. Los geles se dejan 
en solución de teñido toda la noche y se destiñen para comprobar la eficiencia de la transferencia. 
Se enjuagan las membranas con solución de transferencia TBS-Tween al 0.1% (TBS-T) y se 
incuba con 1.5 mL de solución de anticuerpo primario 1:1000 (TBS-T con 1% de albumina sérica 
bovina -BSA- y leche al 5 %) durante toda la noche a 4 °C. Transcurrido ese tiempo se realizan 
2 lavados de 5 minutos y 3 lavados de 10 minutos con solución amortiguadora TBS-T.  

   Se dejan incubando las membranas con 1.5 mL de solución de anticuerpo secundario ligado 
a la peroxidasa 1:5000 durante una hora a temperatura ambiente. Se realizan 2 lavados de 5 
minutos y 3 lavados de 10 minutos con solución amortiguadora TBS-Tween. Para la detección 
se utiliza el kit de Amersham-Plus (ECL-plus) y se revela por autorradiografía en placas para 
rayos X. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Resultados y  
discusión  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados y discusión 

66 
 

n

p a

 

 

A Control

p v

6.1.  Localización del retículo endoplásmico en el polo animal de los 
ovocitos de X. laevis 

 

El RE de los ovocitos de X. laevis se había estudiado con diversas metodologías: 

identificación en extractos por fraccionamiento celular [Ceriotti & Colman, 1988; Deshler et 

al, 1997]; inmunodetección en estadios I-IV [Deshler et al, 1997; Kloc & Etkin, 1998], 

microscopia electrónica en ovocitos deshidratados, estadio I-VI y maduros [Terasaki et al, 

2001]; microscopía confocal en ovocitos vivos de estadios I-III [Chang et al, 2004]; y 

estudios de co-localización con marcadores fluorescentes por microscopia confocal en 

ovocitos estadio VI [Marchant et al, 2002; Grasser et al, 2008]. Sin embargo, no se contaba 

con una imagen que mostrara al mismo tiempo la distribución, a través del ovocito, en los 

polos animal y vegetal. 

Para obtener el marcaje del RE se utilizó el marcador fluorescente ECFP-ER, que contiene 

los motivos de la calreticulina en su amino terminal y un motivo KDEL hacia su carboxilo 

terminal; estas secuencias son características de las proteínas que residen en el RE. Como 

control negativo se utilizaron ovocitos sin inyectar (Fig. 6.1) y se ajustaron los parámetros 

del microscopio confocal para filtrar la autoflorescencia. En los resultados de microscopía 

confocal, se logró observar en una sola imagen, la localización subcelular a lo largo de ambos 

polos del ovocito de X. laevis, estadio VI (Fig. 6.2). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1 Control negativo. Izquierda, imagen de campo claro; derecha imagen 
de microscopía confocal. A) Ovocito sin inyectar. Polo animal (pa) en la parte 
superior, polo vegetal (pv) en la parte inferior. Las líneas blancas pequeñas indican 
la separación entre los polos, el círculo blanco indica digitalmente el límite del 
ovocito. Objetivo 10X, escala: 250 µm.  
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Figura 6.2 Localización del retículo endoplásmico en un ovocito de X. laevis, 
estadio VI. Vista completa del ovocito, polo animal (pa) en la parte superior, polo 
vegetal (pv) en la parte inferior, el núcleo (n) y la separación entre ambos polos está 
indicada con una línea pequeña. A) campo claro y B) microscopía confocal; en rojo, 
el marcador ECFP-ER alrededor del núcleo y predominantemente en el polo animal. 
Objetivo 10X. Escala 250 µm.  

 

Los resultados de microscopía confocal con el marcador ECFP-ER confirman la 

localización del retículo endoplásmico preferentemente en el polo animal (objetivo 10X,   

Fig. 6.2). Su localización se observó alrededor de la vesícula germinal (núcleo), en el espacio 

perinuclear, la corteza del polo animal y con prolongaciones hacia la membrana plasmática 

(Fig. 6.3).  

 

 

Figura 6.3 Localización del 
retículo endoplásmico en el 
polo animal (pa). En rojo, 
ECFP-ER. Vista del RE  
desde el núcleo (n) hacia la 
corteza y  la membrana 
celular. Objetivo 10X. 
Escala: 250 µm. 
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En un acercamiento al polo animal (Fig. 6.3) se observa que el RE delimita un espacio “vacío” 

que corresponde al núcleo, y a partir de él se observa una formación que se distribuye hacia la 

corteza del ovocito, hasta llegar debajo de la membrana plasmática. En estos resultados el RE se 

observa en estructuras morfológicas de tipo reticular (debajo del núcleo), pero también algunas 

con apariencia de islas densas y alargadas (en la corteza entre la membrana celular y el núcleo), 

que coinciden con lo reportado por Terasaki et al en 2001, para el marcaje de las lamelas anulares. 

Para ese reporte, se utilizó un marcador de RE con la secuencia KDEL, con esta construcción se 

observó por microscopía confocal que también se marcaban las lamelas anulares. 

En las imágenes obtenidas con el marcador ECFP-ER en los ovocitos de X. laevis, se 

observan varias estructuras con forma de islas pequeñas con fluorescencia (Fig. 6.3 y 6.4), 

que se encuentran con la localización típica descrita para las lamelas anulares (LA) en los 

ovocitos. Un acercamiento a esta zona, en una micrografía de la corteza animal, muestra 

varias estructuras que por morfología y tamaño podrían corresponder con dichas estructuras, 

presentes desde la corteza y hacia el interior del ovocito en la región del polo animal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6.4 Identificación de posibles lamelas celulares, en la corteza del polo 
animal, del ovocito de X. laevis. A) Microscopía confocal del polo animal (pa), en 
rojo el marcador ECFP-ER, B) Microscopia de campo claro. Objetivo 10X. Escala: 
250 µm., A’) aumento digital de la zona delimitada en A, con probables lamelas 
anulares señaladas con las flechas blancas. Escala: 50 µm.  

A’ 
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Sin embargo, esta localización del marcador ECFP-ER también podría corresponder con 

la ubicación del RE en la red del citoesqueleto. Desde 1986, el grupo de K. Fugiwara  reportó 

la relación del RE con el citoesqueleto en células epiteliales, en particular, con los 

microtúbulos como estructuras interdependientes [Terasaki et al, 1986]. Después, en 1992, 

Soltys & Gupta reportaron la interrelación del RE también con los filamentos intermedios. 

Posteriormente, se realizaron estudios de la red de citoesqueleto (filamentos intermedios, 

actina y microtúbulos), donde se observa la polarización del mismo en los ovocitos de X. 

laevis.  

Los resultados obtenidos para el marcaje del RE también parecen tener una distribución 

en la corteza del polo animal y debajo del núcleo, como se describe para la localización de 

los filamentos intermedios del citoesqueleto. Por lo tanto, el marcador ECFP-ER permite 

identificar el espacio perinuclear, el RE y probablemente las lamelas celulares en los ovocitos 

de X. laevis estadio VI. 

El uso de construcciones moleculares, compuestas por marcadores fluorescentes más  

motivos de localización de organelos (como RE, aparato de Golgi o mitocondrias), es una 

técnica común de la biología molecular; estos marcadores expresados en los ovocitos de X. 

laevis de forma heteróloga permiten: 1) marcar efectivamente los organelos intracelulares 

con una menor manipulación (comparada con inmunodetecciones) y 2) son relevantes para 

poner de manifiesto algo, que aunque es evidente, no se ha discutido a profundidad: que el 

transporte de proteínas dentro del ovocito de X. laevis comparte el mismo tipo de señales de 

localización de proteínas reguladas por motivos de aminoácidos.  

Y esto no ocurre sólo para X. laevis, el marcador GFP-KDEL, también se ha localizado 

en el RE de otros ovocitos que no son de mamíferos, como en la estrella y el erizo de mar 

[Terasaki et al, 1996; Terasaki, 2000]. Desde la década de los 90’s se demostró que la 

localización de proteínas en el retículo endoplásmico del ovocito de X. laevis compartía estas 

señales, descritas para la localización en el RE en otras células, pero se observó que aunque 

a final de cuentas la localización era la misma, ésta podía ocurrir por mecanismos no 

compatibles o no descritos a la fecha.  
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Por lo tanto es probable que las señales y gran parte de la maquinaria de tráfico y sus 

mecanismos de transporte estén compartidos entre células diferentes como los ovocitos y las 

células epiteliales, donde se ha estudiado más el trasporte de proteínas. Sin embargo, es 

probable que los ovocitos cuenten con proteínas específicas que regulen su tráfico de forma 

particular. Algo que hasta la fecha no ha sido muy estudiado, pues el ovocito de Xenopus 

laevis no se considera una célula ideal para estudiar estos procesos, sin embargo, la facilidad 

con que puede expresar proteínas exógenas, su gran tamaño y su estudio por diversas técnicas 

(microscopía, biología molecular, bioquímica, biofísica, etc.), podría cambiar a futuro, 

permitiendo conocer más sobre su fisiología celular y el tráfico de proteínas. 
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6.2.  Localización del canal GIRK5-WT en el RE y espacio perinuclear 

de los ovocitos de X. laevis 

 

 

La isoforma del canal GIRK5 con el amino terminal más largo se denominó como el canal 

Wild type (GIRK5-WT). Cuando se estudió esta isoforma en los ovocitos de X. laevis se 

determinó que la expresión de canal no presentaba corrientes funcionales en la membrana 

plasmática, que tampoco se veía en la superficie celular cuando se expresaba como EGFP-

GIRK5 y que se observaba de forma intracelular en un organelo que, morfológicamente, 

correspondía con la vesícula germinal y también un poco en la corteza del polo animal (Fig. 

2.6) [Mora & Escobar; Díaz, 2007]. 

Para determinar la localización subcelular del canal GIRK5-WT se co-expresó junto con 

el marcador ECFP-ER (Fig. 6.5). Se observó que el canal y el marcador se encontraban con 

una distribución muy similar: en el espacio perinuclear, en el RE (probablemente sobre 

proteínas del citoesqueleto de queratina) y también en lamelas celulares. A diferencia del 

marcador de RE, el canal GIRK5  se observó en la vesícula germinal (n) y no se encontró tan 

distribuido en la membrana plasmática.  

Una marcaje interesante se presenta alrededor de la vesícula germinal (n), lo cual podría 

corresponder con en la envoltura o membrana nuclear, donde también se observa que co-

localizan el canal GIRK5 con el marcador de retículo. Esta forma de la membrana nuclear se 

había mostrado por D. Gard et al en 1997. 

Con la construcción EGFP-GIRK5, se realizó un acercamiento a la vesícula germinal para 

observar mejor la localización del canal (Fig. 6.5 y Fig. 6.6). Se observa la fluorescencia 

dentro de la vesícula pero también como continua en el espacio perinuclear hacia el RE. 
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Figura 6.5 Localización intracelular del canal GIRK5 junto con el marcador 
ECFP-ER. Polo animal de un ovocito estadio VI de X. laevis. Microscopía de campo 
claro en A); microscopía confocal de B) EGFP-GIRK5 en verde, C) ECFP-ER en 
rojo, D) Merge en amarillo. Núcleo (n). Objetivo 40X, escala: 100 µm. 

  

 

 

Figura 6.6 Localización del canal GIRK5 en la vesícula germinal del ovocito de 
X. laevis estadio VI. Izq. Micrografía de microscopía confocal y der. campo claro. 
(Pa) corresponde al polo animal y (n) al núcleo y (*) al espacio perinuclear y 
comienzo del RE. Objetivo 10X. Escala: 100 µm. 
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 El marcaje del núcleo no siempre se observó de forma total, algunas veces se encontró en 

forma reticular, dejando a la vista espacios sin fluorescencia (Fig. 6.7). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.7 Vesícula germinal del ovocito estadio VI con los diferentes tipos de 
morfología observados.  Localización de EGFP-GIRK5 en el núcleo (n). Objetivo 
10X. n=13, escala: 250 µm.  
 

Por lo tanto, se decidió estudiar la presencia de EGFP-GIRK5 en núcleos aislados y 

completos por microscopía confocal (Fig. 6.8). Los resultados muestran que hay un poco de 

fluorescencia en el resto de las estructuras que permanecen sobre la membrana nuclear (que 

pueden ser yema que aún contenga membranas de RE o del espacio perinuclear). 

Sorprendentemente,  los resultados para la localización dentro del núcleo muestran, que ni el 

interior nuclear, ni la membrana como tal, muestran fluorescencia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.8 Ausencia del canal EGFP-GIRK5 en el núcleo de ovocitos de X. lavis 
estadio VI. A) Microscopía Nomarski y B) microscopía confocal de la región 
superior del núcleo. C) Traslape de ambos canales desde la región más distal a la 
proximal del núcleo. Objetivo 10X. Escala: 250 µm. 

A                                                B                                                  C 
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La ausencia de señal dentro del núcleo o sobre su superficie podría deberse a una 

disminución de la fluorescencia por exponer los núcleos fuera del ovocito, y que al observarse 

in vivo, la fluorescencia haya decaído a niveles poco perceptibles. Ésta sería la versión menos 

probable,  por otra parte, estos resultados sugieren que el canal GIRK5 no se localiza dentro 

del núcleo, más bien, debe de estar asociado con la red del citoesqueleto que esté más 

interconectada con la vesícula germinal, mas no forma parte del nucleoplasma o la envoltura 

nuclear; tal como sugiere D. Gard et al en cuanto a la interacción del citoesqueleto de 

queratina con la envoltura de la vesícula germinal, lo cual permite que junto con los 

microtúbulos se pueda ubicar el núcleo dentro del citoplasma [Gard et al, 1997]. 
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6.3.  Identificación de un motivo dibásico que participa en la retención del canal en 

el RE 
 

La localización del canal GIRK5 en el RE no es la primera descripción para un canal 

iónico dentro de este organelo. Para los canales de potasio Kir se ha descrito que un motivo 

RKR, en el carboxilo terminal, origina la localización en el RE, de las subunidades Kir6.1/2 

y SUR1, del canal K+(ATP) [Zerangue et al, 1999]. También, de forma más compleja, la 

localización del canal de potasio TASK-1, en el RE de células epiteliales depende de la 

interacción con la proteína adaptadora p11. Esta adaptadora tiene, en los 36 aminoácidos de 

su región carboxilo terminal, un motivo probable de retención en el RE del tipo (H/KxKxxx); 

el mutar dicha secuencia ocasiona la pérdida de la retención tanto del p11, como de la 

proteína TASK-1 [Renigunta et al, 2001]. 

Las secuencias KKXX, son secuencias típicas que permiten el retorno al RE y se 

encuentran en el extremo carboxilo terminal de las proteínas transmembranales del tipo II 

(con la región COO--terminal en el citoplasma) [Pelham, 1996]. Por el contrario las 

secuencias RRXX se han descrito con la misma función pero en proteínas transmembranales 

del tipo I (con la región NH2-terminal en el citoplasma) [Schutze et al, 1994]. La secuencia 

KDEL suele presentarse en el carboxilo terminal de las proteínas luminales del RE. Las tres 

secuencias son reconocidas por las proteínas adaptadoras COP I durante el transporte  

retrógrado en la vía secretora [Pelham, 1996; van Vliet, 2003; Alberts, 2004]. 

El canal GIRK5 es un canal que posee tanto su extremo amino como carboxilo en el 

interior celular. Su retención intracelular depende de la fosforilación del residuo de tirosina, 

presente en la posición 16 del amino terminal. La ausencia de la fosforilación (por inhibidores 

de cinasas de tirosinas) o por la mutación del residuo de tirosina, permiten que el canal se 

dirija hacia la membrana plasmática donde presenta corrientes funcionales [Mora & Escobar, 

2005].  

En la secuencia del amino terminal se encuentran dos residuos básicos (KR) río arriba del 

residuo de tirosina (Y). Dados los motivos descritos anteriormente formados por dos residuos 

de carga positiva, es probable que, además del residuo de Y16, éstos también participen en 

localización del canal en el RE. Se estudió la localización de las siguientes mutantes de los 

residuos K13 y R14, en los ovocitos estadio VI: 
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Figura 6.9 Localización intracelular del canal EGFP-GIRK5-K13A en ovocitos 
estadio VI. Micrografías de campo claro (izq.) y microscopía confocal (der.). El polo 
animal (pa) hacia arriba, el polo vegetal (pv) hacia abajo y el núcleo(n) en el polo 
animal. Las líneas blancas de los costados indican el límite entre los polos. Objetivo 
10X, n=3, escala: 250 µm. 
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Figura 6.10 Localización intracelular del canal EGFP-GIRK5-R14A en 
ovocitos estadio VI. Micrografías de campo claro (izq.) y microscopía confocal 
(der.). El polo animal (pa) hacia arriba, el polo vegetal (pv) hacia abajo y el núcleo(n) 
en el polo animal. Las líneas blancas de los costados indican el límite entre los polos.  
(*) Fluorescencia en la membrana. Objetivo 10X, n=3, escala: 250 µm. 

* 

* 

* 

Descripción

GIRK5-WT
GIRK5-K13A
GIRK5-R14A
GIRK5-K13A/R14A

Nombre

GIRK5
K/A
R/A
KR/AA

1                                   13 16  25
MIPERMAPSPQWKRLYESPQ L I QTIMAR…
---------------------------A-------------------------------
-----------------------------A-----------------------------
---------------------------AA-----------------------------

Extremo amino terminal 
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Figura 6.11 Localización intracelular del canal EGFP-GIRK5-K13AR14A en 
ovocitos estadio VI. Micrografías de campo claro (izq.) y microscopía confocal 
(der.). El polo animal (pa) hacia arriba, el polo vegetal (pv) hacia abajo y el núcleo(n) 
en el polo animal. Las líneas blancas de los costados indican el límite entre los polos.  
(*) Fluorescencia en la membrana. Objetivo 10X, n=10, escala: 250 µm. 
  

Tanto la mutación del residuo de lisina (K), como el de arginina (R), fueron suficientes 

para permitir que el canal GIRK5 perdiera su retención y saliera del RE. La mutación GIRK5-

K/A se observa alrededor del núcleo y distribuido en el citoplasma del polo vegetal, sin 

embargo no se observa la presencia del canal en la membrana plasmática de ninguno de los 

polos (Fig. 6.9). 

La mutación GIRK5-R/A se observa en el espacio perinuclear, en el lado inferior del 

núcleo, también en el citoplasma vegetal y con más detenimiento se aprecian acumulaciones 

en la corteza vegetal, y la membrana plasmática muestra un poco de señal de fluorescencia 

(señalado por * en la Fig. 6.10, der.).  

Aunque las dos mutaciones se exportaron del  RE, su expresión en la membrana 

plasmática no fue la misma cuando se estudiaron mediante registros electrofisiológicos -

Voltage clamp de dos electrodos-, realizados por M. en C. Claudia Rangel. En esos registros 

se observa que la mutante K/A no produce canales funcionales. En cambio, la mutación  R/A 

sí presenta corrientes rectificadoras entrantes en la membrana plasmática [presentado en 

Rangel-García et al, 2014]. 

De forma sorprendente, el canal con la mutación de ambos residuos, GIRK5-KR/AA, se 

sigue observando en el RE y el espacio perinuclear, pero también incrementa la fluorescencia 

* 

* 
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en el citoplasma como ocurre con la isoforma ∆25GIRK5 (Fig. 2.6 y 6.11). Además, al igual 

que GIRK5-R/A, con una observación minuciosa se aprecia señal de fluorescencia en la 

membrana plasmática, pero en este caso en ambos polos del ovocito (señalada con * en la 

Fig. 6.11). El registro de esta mutante por Voltage clamp muestra que este canal también es 

funcional y, comparado con la mutante GIRK5-Y/A, el canal GIRK5-KR/AA presenta un 

nivel de corriente tres veces mayor y en la mitad de tiempo (registros realizados por M. en 

C. Claudia Rangel) [presentado en Díaz-Bello et al, 2010]. 

En la localización de los otros miembros de la subfamilia de los canales GIRK no es raro 

observar que algunos se localicen intracelularmente. Mientras que los homotetrámeros de 

GIRK2 o GIRK4 sí pueden llegar a la membrana celular, los canales GIRK1 o GIRK3 se 

encuentran en el RE. Es necesario que los canales GIRK1 se asocien con otras subunidades 

diferentes para que se expresen en la membrana plasmática [Ma et al, 2002a].   

En general, la localización de los canales GIRK depende de la expresión de motivos de 

retención, motivos de exportación del RE en la región amino terminal (DQDVESPV para 

GIRK2 y NQDMEIGV para GIRK4), o motivos de salida de post-Golgi para llegar a la 

membrana plasmática, éstos últimos basados en residuos ácidos o de carga negativa en la 

región carboxilo terminal (acidic cluster): ELETEEEE para GIRK2, 

EAEKEAEAEHDEEEEPNG para GIRK4. La mutación de estos residuos o el 

enmascaramiento de los motivos cuando los monómeros se asocian, origina que el canal 

cambié su localización característica [Ma et al, 2002b]. Los canales GIRK1 y GIRK3 carecen 

de motivos de exportación y por lo tanto necesitan asociarse con subunidades de GIRK2 o 

GIRK4 para que sus señales les permitan salir del RE [Ma et al, 2002b]. Estos ensayos se 

realizaron en células COS-7, pero también en ovocitos de Xenopus laevis para comprobar si 

había o no expresión funcional en la membrana plasmática, lo cual apoya la idea de que el 

ovocito comparte las vías de tráfico de proteínas y el reconocimiento de estas señales. 

Aunque el canal GIRK5 comparte localización con GIRK1 y GIRK3, en vez de un motivo 

RXRR, los motivos que lo dirigen podrían estar más relacionados con aquellos descritos en 

los canales de potasio TASK1 y TASK3. Estos canales presentan en su extremo carboxilo un 

motivo tribásico, KRR, que  es reconocido por proteínas COPI, y por proteínas adaptadoras 

14-3-3; y en su extremo amino tienen un motivo dibásico, KR, reconocido por proteínas 

COPI [Zuzarte et al , 2009]. Tal como sucede con GIRK5, la mutación de la secuencia KR 
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origina un gran aumento en el nivel de corriente registrado, 4.5 veces mayor en el caso de 

TASK 1 y un poco menos para TASK3.  

Las proteínas COPI se localizan en el organelo intermedio entre RE y Golgi (ERGIC) y 

además de los motivos descritos anteriormente, también interaccionan con sus variaciones 

presentes en el extremo carboxilo terminal de las proteínas: RXR, KRR, RXRR, XRRX o 

KXKXX (los motivos RKR y RXRR pueden estar también en otro dominio citoplásmico 

[Zerangue et al, 1999; Nufer & Hauri, 2003; Michelsen et al, 2005]). Este reconocimiento 

permite que proteínas residentes del RE, proteínas mal plegadas o de sólo un monómero se 

reconozcan y retornen al RE.  

Las proteínas 14-3-3 también se encuentran en el ERGIC y son proteínas adaptadoras que 

reconocen principalmente motivos con serinas fosforiladas y residuos básicos: RSXS(P)XP, 

RXXXS(P)XP o RXY/FXSPXP; se unen con las proteínas cargo para interferir el 

reconocimiento por COPI y así provocar la exportación desde el RE. La fosforilación de un 

residuo de serina en estos motivos (P) es muy relevante para que puedan ser reconocidos 

[Nufer & Hauri, 2003].  

Sin embargo, las proteínas 14-3-3 reconocen además otras señales que no poseen serinas. 

La subunidad Kir6.2 del canal de potasio rectificador entrante KATP,  tiene una secuencia RKR 

reconocida tanto por las proteínas 14-3-3 como por  COPI, de forma excluyente [Zerangue 

et al, 1999; Yuan et al, 2003]. Hay que recordar que los canales están formados por varias 

subunidades, no son monoméricos y para el canal KATP la salida del RE sólo ocurre cuando 

se encuentra como octámero [Zerangue et al, 1999]. Yuan H et al, 2003, proponen que para 

llegar a la superficie celular, el reconocimiento de la proteína 14-3-3 sólo ocurre cuando el 

canal tiene cuatro o dos subunidades como mínimo, de lo contrario el monómero sería 

reconocido por COPI y regresado al RE.  

Otro canal regulado por dos motivos es el canal de potasio KCNK3. Tiene un motivo de 

retención regulado por fosforilación: RRSSPV y, al igual que los canales TASK1 o TASK3, 

también tiene en su amino terminal la secuencia dibásica KR. En 2002, O’Kelly et al, 

describieron que al igual que con RKR, el motivo dibásico KR puede interaccionar con las 

subunidades de COPI y con las proteínas 14-3-3 de forma mutuamente excluyente.                                                 
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En cuanto al canal GIRK5, los resultados sugieren que los residuos de aminoácidos K13 

y R14 podrían formar parte de estos motivos de tráfico y participar en la localización del 

canal en el RE. Al mismo tiempo, complementan la información que se tenía sobre la parti-

cipación del residuo Y16; la fosforilación de este aminoácido origina que el canal llegue a la 

membrana plasmática. Sin embargo, la contribución de cada residuo no está clara del todo. 

La mutante GIRK5-K13A deja presentes los residuos A13RXY(P) y los resultados 

muestran que el canal sale del RE, pero no llega a la membrana plasmática, además se 

observan acumulaciones de fluorescencia en el citoplasma, entre el RE y la corteza. Esta 

acumulación podría sugerir que el motivo RXY(P) aún es reconocido por proteínas 

adaptadoras que impiden su salida de post-Golgi y tratan de regresarlo. Un motivo similar, 

formado por KXD/E, es reconocido por COPI y permite la localización en Golgi [Gao et al, 

2014].  

La mutante GIRK5-R14A deja presentes los residuos K13AXY(P) y los resultados 

muestran que el canal llega a la membrana plasmática. Esto puede sugerir que el motivo 

KXXY(P) ya no es reconocido por adaptadoras de retorno, que en cambio puede ser 

reconocido por adaptadoras de exportación, o que permite el reconocimiento de otro motivo 

de exportación cercano. 

GIRK5                                                      K13RLY(P)ESPQLI 
 

* Reconocimiento por COPI                    KR 

* Reconocimiento atípico por 14-3-3       KR 

* Motivo para unión a proteínas 14-3-3       RXY/FXSPXP   

     RXXXSPXP 

* Fosforilación de serinas                      K/RXXXS 

   KRXXS 
   

Si observamos río arriba de la tirosina 16 puede observarse una serina que se encuentra 

en una secuencia consenso de fosforilación por PKG o PKA (K/RXXXS o KRXXS, respecti-

vamente) [Pearson & Kemp, 1991]. De forma interesante se puede observar, que los residuos 

de carga básica son relevantes tanto para el reconocimiento por COPI, por proteínas 14-3-3 

y para la forforilación de serinas. La similitud entre los motivos de reconocimiento por proteí-

nas 14-3-3 y las secuencias consenso de fosforilación de serinas, sugiere que estos sistemas 
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de señalización co-evolucionaron [Yaffe et al, 1997]. En ambos casos una arginina en 

posición -3 o -4 es relevante para la fosforilación o la interacción con las proteínas 14-3-3. 

Si el motivo en el canal GIRK5 se reconociera por proteínas 14-3-3, esto implicaría que 

el residuo de serina 18 tendría que estar fosforilado; sin embargo, aún no ha sido demostrado. 

Además de PKA y PKG, tanto Cdc2/Ciclina B como MAPK son conocidas por fosforilar 

residuos de serina en una gran cantidad de proteínas durante la meiosis o mitosis y con ello 

participan en la regulación de la progresión del ciclo celular. El motivo de fosforilación que 

reconocen está formado por residuos de Serina-Prolina (S/TP) y en algunos casos la 

fosforilación se ve favorecida cuando existe un residuo aromático en la posición -1, -2 o -3 

(como en la secuencia de GIRK5). La fosforilación por estas cinasas se lleva a cabo durante 

la fase M del ciclo celular, así que podrían fosforilar al canal GIRK5 pero sólo una vez que 

el ovocito haya salido de su arresto en G2 [Wu et al, 2010].  

El canal GIRK5 posee además una tirosina fosforilable en la posición 16, la Y(P) se 

encuentra río arriba de la serina y favorece la retención del canal (o su no-exportación del 

RE). Se ha reportado un caso similar en la proteína cbl (Casitas b-lineage lymphoma), que 

posee tirosinas y serinas fosforilables, pero cuya fosforilación es excluyente para la 

interacción con las proteínas 14-3-3 [Liu et al, 1999]; la fosforilación de tirosinas de la 

proteína cbl disminuye la interacción con las proteínas 14-3-3. Si el canal GIRK5 

interaccionara con las proteínas 14-3-3, sería interesante ver cómo influye en la interacción 

la fosforilación de la tirosina y la serina; si fueran mutuamente excluyentes, talvez la 

defosforilación de la tirosina permitiría el reconocimiento del canal por las proteínas 14-3-3 

y esto evitaría el reconocimiento por las proteínas COPI, para así permitir su salida del RE. 

A pesar de que la  secuencia de reconocimiento de las proteínas 14-3-3 en el canal GIRK5 

es muy parecida a lo reportado, no se observa un residuo extra entre serina 18 y prolina 19 

que parece ser fundamental. Sin embargo dada la gran similitud de sus secuencias no 

podemos descartarlo, aunque sería necesario evaluar primero si existe la interacción de estas 

proteínas y entonces ver si repercutiría en el tráfico del canal. 

Por otra parte, la mutante GIRK5-K13A/R14A deja presente el residuo de tirosina 

fosforilable A13AXY(P) y los resultados muestran que el canal si llega a la membrana 

plasmática y con mayor expresión. Esto evidencia que la ausencia de ambos residuos (K13 y 
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R14) es muy relevante para aumentar su expresión en la membrana plasmática; sin embargo, 

basta con el cambio de K13 para que se libere del RE y la ausencia de R14 para que llegue a 

la membrana plasmática (Fig. 6.9 y 6.10).  

La secuencia consenso de fosforilación de tirosinas propuesta para el canal GIRK5-WT 

fue (I/L-Y-D/E-X-L) [Schmitz et al, 1996; Mora & Escobar, 2005]. Dado que las mutaciones 

de KR no la afectarían se considera que las proteínas mutantes continuarían fosforiladas. Sin 

embargo, sería necesario determinarlo experimentalmente para poder asegurarlo.  

Las proteínas COPI presentan un cluster de residuos con carga negativa que reconocen 

las señales de carga positiva de las proteínas cargo. Con un análisis muy aventurado sobre 

las cargas de los motivos relacionados con el tráfico del RE, se observan dos cosas: los 

residuos positivos (ej. RKR, KRR) están principalmente en las señales de retención, mientras 

que los residuos negativos están en las señales de exportación (ej. para GIRK2: ELETEEEE 

o para canales Kir: EXE/D [Ma et al, 2001]. 
 

Si se considera entonces que la tirosina está fosforilada, se podría observar lo siguiente: 

    Intracelular                                           Membrana plasmática 
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A manera de resumen, si se observan las mutantes estudiadas, sus cargas y sus 

localizaciones se puede ver que las proteínas que no llegan a la membrana comparten el 

patrón           ‘+ x –‘ , por el contrario en las que sí llegan se observa como                        . 

Llama la atención que mientras la carga + y la – estén separadas por sólo un residuo se 

favorece la localización intracelular y cuando están separadas por dos, se promueve la salida 

hacia la membrana plasmática. Sería necesario analizar varias proteínas para ver si este 

patrón se presenta en otros motivos. Por ejemplo, el motivo KXD/E (+ X –) permite la salida 

del RE, pero sin llegar a la membrana plasmática (localización en Golgi) y es reconocido por 

COPI [Gao et al, 2014].  

Para permanecer en el retículo parece importante (+ + X -), para salir sin llegar a la membrana 
(+ X – –) y para llegar a la membrana ( + X X –). La mutante con mayor expresión en la 
membrana plasmática fue (X X – –). 

Sin duda, para este canal la fosforilación de la tirosina forma parte del motivo de retención 

y/o su defosforilación forma parte de otro motivo de exportación. Por lo tanto, la hipótesis 

más probable sería que el motivo KRXY(P) es reconocido por adaptadoras de retorno a RE, 

como COPI, que con la falta del residuo de lisina (K) se queda en Golgi o endosomas. Serían 

necesarios otro tipo de experimentos para determinar si el reconocimiento de esta secuencia 

efectivamente ocurre por COPI u otras proteínas y si las mutaciones GIRK5-K/A y 

GIRK5R/A mantienen el residuo de tirosina fosforilado. 

La secuencia KRXY(P) podría formar a la vez parte de un motivo de retención y 

exportación del RE, tendría que ser reconocida por uno u otro adaptador dependiendo lo que 

se requiera. Y nos gustaría pensar que este reconocimiento regula de forma excluyente la 

retención o exportación; pues no es raro que un motivo de retención y uno de exportación se 

localicen muy juntos. Incluso, la yuxtaposición de dos motivos de localización diferentes 

incrementa la posibilidad de que al traslapar regiones de aminoácidos, éstas jueguen un papel 

importante como dominios adaptadores en el ensamblaje secuencial y acoplado de las 

cubiertas vesiculares, durante el transporte de las proteínas cargo, a través de las vías de endo 

y exocitosis [Nishimura & Balch, 1997].  

Resulta interesante el hecho de que sea la fosforilación de la Y16 quien pueda determinar 

su localización; dado que, si la función del canal GIRK5 estuviera relacionada con la 

maduración del ovocito, ésta sería una forma rápida de regular el tráfico del canal en caso de 

que se requiera su presencia en la superficie o no. 

+  X  –  – +  X  X  –  
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6.4.  Identificación de un motivo de dileucina que participa en la localización 

polarizada del GIRK5-Y16A 

 

La mutación del canal GIRK5-Y16A origina un canal funcional, que llega a la membrana 

plasmática y que al observarse intracelularmente muestra una localización preferente en el 

polo vegetal (Fig. 2.6). Esta localización se determinó después de cuatro días de expresión 

del ARNm, donde se observa el canal ya polarizado. Si el canal llegaba a todo el ovocito y 

después se concentraba en el polo vegetal o si su localización era directa, no se había 

determinado. Para determinar cómo ocurrió esa localización se realizó un curso temporal de 

cuatro días, analizando la expresión cada 24 horas (Fig. 6.12). 

 

Figura 6.12 Curso temporal de la expresión de GIRK5-Y16A. El tiempo de 
expresión del ARNm fue de 1, 2, 3 y 4 días. El polo animal (pa) arriba con el núcleo 
(n) y el polo vegetal (pv) abajo. Objetivo 10X. Escala 250 µm. La circunferencia del 
ovocito del día 1 se indica con un círculo blanco y la separación entre polos, con 
pequeñas líneas blancas.  

Día 1 Día 2

Día 3 Día 4

n

n

n
n

p a

p v



Resultados y discusión 

85 
 

Durante el día 1 (Fig. 6.12) el nivel de traducción del canal aún es muy bajo, sin embargo 

se observa un poco de fluorescencia en el núcleo y en el citoplasma subyacente. En el día 2 

se observa mayor presencia en el citoplasma desde el núcleo hacia la corteza vegetal. En el 

día 3 la fluorescencia se aprecia sólo en el citoplasma y corteza vegetal. En el cuarto día, se 

observa la expresión en el polo vegetal, en acumulaciones dentro del citoplasma y hasta la 

membrana plasmática, los resultados del día 5 y 6 fueron los mismos que para el día 4 (no se 

muestran). Con estos resultados puede verse como la localización polarizada ocurre desde el 

RE hacia el polo vegetal, sin expresarse o pasar por el polo animal a niveles perceptibles con 

esta técnica.  

Por otra parte, para analizar la localización de los canales GIRK5, GIRK5-∆25 y GIRK5-

Y16A se determinó de forma cuantitativa la fluorescencia observada en las micrografías, se 

utilizó el software Leica LAS AF Lite, para calcular la intensidad de fluorescencia relativa 

en cada polo con respecto al ovocito (Fig. 6.13, B).  
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Figura 6.13 Localización intracelular de GIRK5-WT, 
∆25GIRK5 y GIRK5-Y16A. A) Imágenes de microscopía 
confocal, polo animal (pa) en la parte superior,  polo vegetal (pv) 
en el inferior. La separación entre polos se señala en la membrana 
con pequeñas líneas blancas y al centro el núcleo (n). Objetivo 
10X, escala: 250µm. B) Cuantificación de fluorescencia. Las 
barras de error corresponden a la desviación estándar; n=4-6.    El 
círculo indica diferencias significativas del polo animal 
comparado con el polo vegetal de mismo ovocito (prueba t-
Student pareada, P < 0.001).      El triángulo indica diferencias 
significativas entre los canales (ANOVA  de una vía, P < 0.005).  
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Del análisis de fluorescencias (Fig. 6.13, B) se puede comprobar que el canal GIRK5-WT 

se encuentra en el polo animal, dada su localización en el espacio perinuclear, RE y corteza 

del polo animal (discutida en los capítulos anteriores). El canal que carece de los primeros 

25 aminoácidos, GIRK5-∆25 se encuentra distribuido homogéneamente, su distribución se 

observa desde el citoplasma y hasta en la membrana plasmática de ambos polos, lo cual 

coincide con los registros electrofisiológicos reportados por Mora & Escobar en 2005. Para 

el canal GIRK5Y16A se determinó que su cantidad de fluorescencia fue significativamente 

mayor en el polo vegetal con respecto al polo animal y también muestra  diferencias 

significativas al comparase con el canal GIRK5 y GIRK-∆25. Este resultado es interesante 

porque implicaría la localización polarizada de un canal rectificador entrante, endógeno de 

los ovocitos de Xenopus. 

 De los motivos de polarización reportados para proteínas de epitelios y neuronas, se 

observa que el canal GIRK5 presenta la secuencia ESPQLI, que corresponde al motivo 

[D/E]XXXL[L/I]. Este motivo se ha relacionado con la localización en lisosomas, 

internalización de receptores desde la membrana plasmática al sistema endosomal y 

localización basolateral en epitelios o en las dendritas de las neuronas [Bonifacino & Traub, 

2003]. 

Se decidió realizar la mutación de la secuencia para ver si estaba relacionado con la 

localización del canal GIRK5, se sabía que era necesario retirar la Y16 para permitir la salida 

del RE y observar la localización polarizada, y que el motivo se acompaña por un residuo 

ácido, así que se generaron las siguientes mutantes: 

 

 

 

Se expresaron junto con la proteína fluorescente EGFP y se determinó su localización 

dentro de los ovocitos de X. laevis de estadio VI.  

Descripción

GIRK5-WT
GIRK5-Y16A
GIRK5-Y16A/L21A/I22A
GIRK5-Y16A/E17A/L21A/I22A

Nombre

GIRK5
Y/A
YLI/AAA
YELI/AAAA

1                                   13 16  25
MIPERMAPSPQWKRLYESPQ L I QTIMAR…
--------------------------------A---------------------------
--------------------------------A---------AA-------------
--------------------------------AA-------AA-------------
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Figura 6.14 Efecto del motivo de dileucina en la localización del canal GIRK5. 
A) Imágenes de microscopía confocal de las quimeras con EGFP, el polo animal en 
la parte superior contiene al núcleo (n) y el polo vegetal hacia el inferior. Objetivo 
10X. Escala 250 µm.  B) Cuantificación de fluorescencia. Las barras de error 
corresponden a la desviación estándar, n=4-6.   El triángulo indica diferencias 
significativas comparadas con el  canal GIRK5-Y16A (ANOVA de una vía, 
P<0.001); el asterisco indica diferencias significativas entre esos canales (ANOVA 
de una vía, P < 0.001). C) Western-blot con un anticuerpo monoclonal para EGFP, 
1. No inyectados, 2.GIRK5-∆25, 3.GIRK5-WT, 4. GIRK5-Y16A, 5.GIRK5-
YLI/AAA y 6. GIRK5-YELI/AAAA. Peso de las construcciones: 75Kd. 
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En los resultados (Fig. 6.14, A) se observa que la localización polarizada cambia cuando 

se muta la secuencia LI (GIRK5-YLI/AAA); aunque continúa presente en el citoplasma 

vegetal se distribuye también en el polo animal, originando una localización igual en ambos 

polos como la descrita para GIK5-∆25. De forma interesante, se observa que cuando se muta 

además el residuo ácido (GIRK5-YELI/AAA) la localización pasa al polo opuesto. Aunque 

se sigue observando un poco de fluorescencia en la zona de la membrana plasmática y corteza 

del polo vegetal (asterisco blanco), existen diferencias significativas con el canal GIRK5-

YLI/AAA. 

Si observamos la gráfica de la fluorescencia relativa para YLI/AAA y YELI/AAAA (Fig. 

6.14, B), se encuentran resultados que, aunque parecidos, son significativamente diferentes. 

Esto puede deberse a que en algunos casos el canal GIRK5-YELI/AAAA mostraba a la par 

de la localización en el polo animal, pequeñas acumulaciones en el citoplasma vegetal, como 

las observadas para Y16A o YLI/AAA pero en menor cantidad y a que el canal YLI/AAA 

no muestra una intensidad en el polo animal tan grande como la observada para 

YELI/AAAA.  

En el análisis por Western-blot (Fig. 6.14, C) se puede observar que en todos los casos se 

encontró que los ovocitos expresaban una proteína quimérica el tamaño de 75Kd, esperado 

para las construcciones de EGFP + GIRK5. 

El motivo de dileucinas [D/E]XXXL[L/I] se ha relacionado con varias funciones, pero 

desde 1994, Matter et al reportaron que la presencia de uno a tres residuos ácidos río arriba 

de las leucinas, favorecía más la localización basolateral que la internalización. Y también se 

ha descrito para algunas proteínas con localización basolateral en epitelios, que su 

localización puede darse directamente desde Golgi a la membrana plasmática o desde Golgi 

hacia el lado apical o basolateral de la membrana y después cambiar por transcitosis. Este 

mecanismo de localización propone que las proteínas pueden tener al mismo tiempo motivos 

de localización apical y basolateral. Entonces, al salir del post-Golgi, todas las proteínas 

pueden partir hacia un polo, pero dependiendo de los motivos que presente (algunos pueden 

tener más peso que otros) hay un segundo reconocimiento que origina que la proteína cambie 

de polo por transcitosis o permanezca en la primera ubicación.  
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Con estos resultados podemos proponer que el motivo EXXXLI del canal de potasio actúa 

como una secuencia de polarización hacia el lado vegetal del ovocito. Esta determinación es 

la primera que se realiza con respecto a un motivo de localización polarizada, reconocido en 

este modelo celular y además para una proteína endógena de los ovocitos de X. laevis. 

Durante un análisis por registros electrofisiológicos de la secuencia ESPQLI, se mutaron 

individualmente los residuos de aminoácidos para ver su participación en la expresión 

funcional [tesis de maestría, M. en C. Claudia Rangel]. Sorprendentemente los resultados 

mostraron que las mutaciones del residuo I22 generaban canales funcionales en la membrana 

plasmática, aunque estuviera presente la tirosina 16. Se realizaron las mutaciones de la 

secuencia de dileucina preservando la tirosina 16 [M. en C. Claudia Rangel] y se expresaron 

en los ovocitos para observar su localización. 

 

Los resultados obtenidos por microscopía confocal y cuantificación de fluorescencia (Fig. 

6.15, A y B) muestran que efectivamente la mutante GIRK5-I22A no se encuentra en el 

retículo endoplásmico como el canal GIRK5-WT y su localización continua siendo mayor 

en el polo vegetal, sin embargo al compararla con la mutante GIRK5-Y16A, se observa una 

polarización menor.  

La mutación de los dos residuos de LI (GIRK5-LI/AA) origina que la polarización sea 

aún menor, persiste al compararse con la mutante GIRK5-Y16A, pero no se iguala a la 

distribución homogénea del canal GIRK5-∆25. 

Cuando finalmente se muta todo el motivo EXXXLI, se observa que el canal GIRK5-

ELI/AAA pierde su localización mayoritaria del polo vegetal y es estadísticamente diferente 

con GIRK5-Y16A e igual con GIRK5-∆25, lo que implica que se encuentra tanto en el polo 

vegetal como animal.  

Estos resultados nos sugieren que el residuo de glutamato es muy relevante para mantener 

la localización polarizada del canal, algo que se observó tanto en las mutantes que estaban 

carentes del residuo de tirosina 16 (Fig. 6.14) o lo tenían presente (Fig. 6.15).  

Descripción

GIRK5-WT
GIRK5-Y16A
GIRK5-Y16A/L21A/I22A
GIRK5-Y16A/E17A/L21A/I22A

Nombre

GIRK5
I/A
LI/AAA
ELI/AAAA

1                                13 16 22       25
MIPERMAPSPQWKRLYESPQ L I QTIMAR…
---------------------------------------------A--------------
-------------------------------------------AA--------------
----------------------------------A-------AA-------------
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Figura 6.15 Efecto del residuo de glutamato en la polarización del canal GIRK5. 
A) Imágenes de microscopía confocal de las quimeras con EGFP, el polo animal en 
la parte superior contiene al núcleo (n) y el polo vegetal hacia el inferior. Objetivo 
10X. Escala 250 µm.  B) Cuantificación de fluorescencia. Las barras de error 
corresponden a la desviación estándar, n=4-6. El círculo y el asterisco indican 
diferencias significativas al comparar los canales con la mutante Y/A y D2, 
respectivamente (ANOVA de una vía, P<0.05). C) Western-blot con un anticuerpo 
monoclonal para EGFP, 1. GIRK5-I/A, 2. GIRK5-LI/AA, 3. GIRK5-ELI/AAA. 
Peso de las construcciones. 75Kd. 

Además del efecto del  residuo de glutamato, para el motivo de dileucina los aminoácidos 

intermedios se definen como irrelevantes (XXX), sin embargo, se ha observado que la 

presencia de una prolina en esa región puede tener efectos distintos en la localización. Se 

describió que tanto GLUT 8 como GLUT12 tienen un motivo de dileucina que origina su 

localización en lisosomas o membrana plasmática, respectivamente. En GLUT8 la prolina se 

encuentra al final antes de las leucinas como XXP, en GLUT12 se encuentra en medio XPX, 

tal como se observa para GIRK5: ESPQLI, donde permite también la localización en la 
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membrana plasmática. De la misma manera, los aminoácidos adyacentes al motivo podrían 

afectar su función [Aerni-Flessner et al, 2012]. 

Algo que llama mucho la atención es que la mutación del residuo del isoleucina 22 origina 

la pérdida de la retención del canal. Podría ser por interacción con las proteínas adaptadoras 

para la retención, sin embargo se encuentra muy lejos de los residuos KRXY(P) y no se ha 

reportado algún motivo similar. Otra razón podría ser que para la fosforilación del residuo de 

tirosina 16 se requiera la presencia de la isoleucina, pues la secuencia consenso de 

fosforilación propuesta para el canal GIRK5-WT es (I/L-Y-D/E-X-L) [Schmitz et al. 1996; 

Mora & Escobar, 2005]. 

 

GIRK5                                                      K13RLY(P)ESPQLI 

* Secuencia consenso de fosforilación         I/L-Y-D/E-X-L 

 

Esto sugiere que los residuos cercanos o que forman parte del motivo de dileucina también 

contribuyen en el reconocimiento de las señales de retención del canal. A la fecha sólo se ha 

reportado un caso donde un motivo de dileucina también actúa como señal de localización 

en el retículo endoplásmico [Seabold et al, 2012].  

Y para el canal GIRK2, también se ha reportado un motivo de dileucina con una serina 

fosforilable cercana y que regula su expresión funcional [Chung et al, 2009]. 

 Con estos resultados puede deducirse que la secuencia EXXXLI, presente en el amino 

terminal del canal GIRK5 funciona como motivo de localización polarizada, sobre todo por 

el residuo de glutamato. Y también que el residuo I22 es relevante para mantener la retención 

del canal junto con los residuos de KRXY(P), aunque su mecanismo se desconoce. 

La localización polarizada de los canales iónicos en el ovocito de X. laevis no es algo 

común. Algunos receptores y canales se han logrado identificar asimétricamente. El receptor 

nicotínico de acetilcolina se observa preferentemente en el polo vegetal [Barnard et al, 1982]; 

en cambio, los canales de cloro dependientes de calcio, receptores de GABA y canales de 

sodio dependientes de voltaje se observan en el polo animal [Machaca & Hartzell, 1998; 

Peter, 1991]. Lo mismo ocurre para la ATPasa Na/K endógena de ovocitos de X. laevis 

[Mohanty & Gupta, 2012]. 
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      6.5 Localización polarizada del canal renal ROMK en ovocitos de X. laevis  

 

A pesar de ser muy utilizado como sistema de expresión heteróloga de canales y 

transportadores, los ovocitos de X. laevis no son considerados como células polarizadas en 

los estudios del registro de corrientes iónicas. Sin embargo por los resultados obtenidos se 

decidió estudiar la localización de algún canal polarizado en epitelios y ver si éste se mantenía 

polarizado dentro de los ovocitos. 

Se utilizó el canal rectificador ROMK, que se localiza en la membrana apical renal. Se 

utilizó fusionado a la proteína GFP y se expresó el ARNm durante 3 días. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.16 Localización polarizada del canal renal ROMK1 en ovocitos de X. 
laevis. Izq., imagen de campo claro, polo animal arriba y polo vegetal hacia abajo. 
Der. Microscopía confocal, se observa el canal en el polo vegetal. Objetivo 10X. 
Escala 250 µm, n=3. 

 

     Los resultados muestran que el canal GFP-ROMK se localiza polarizadamente en los 

ovocitos de X. laevis, su localización es principalmente vegetal y sobre todo en la membrana 

plasmática (Fig. 6.16). Se observa que en algunos casos hay señal de fluorescencia en el 

citoplasma, desde el núcleo con dirección a la membrana plasmática, pero pueden ser los 

canales que se están transportando hacia la membrana plasmática.  

Estos resultados son muy importantes para mostrar que una proteína polarizada en 

epitelios puede localizarse también polarizadamente en estos ovocitos. Sin embargo, aunque 
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la localización ocurre en uno solo de los polos, se esperaba que ésta fuera en el polo animal. 

Las señales de dileucina son motivos de localización basolateral y observamos el canal 

GIRK5 localizado en el polo vegetal. El canal ROMK se encuentra en la membrana animal 

y se observó también en el polo vegetal.  

Sin duda alguna, el ovocito comparte motivos de reconocimiento y proteínas que originan 

el tráfico polarizado; sin embargo, falta determinar si las proteínas que originan el tráfico 

polarizado: las adaptadoras (que reconocen las proteínas cargo), las proteínas que acarrean 

las vesículas sobre el citoesqueleto o incluso la polaridad de los filamentos y túbulos del 

citoesqueleto, se encuentra de la misma manera que en las otras células polarizadas. La 

especificidad de las proteínas encargadas del tráfico permite originar tejidos específicos en 

cuanto al tráfico de proteínas, por ejemplo, la ausencia de clatrina en el túbulo proximal renal 

y la expresión la proteína adaptadora AP1B origina en estas células una polarización distinta 

al resto de los epitelios y gracias a eso el riñón puede llevar a cabo correctamente sus 

funciones fisiológicas [Schreiner et al 2010].  

En las células polarizadas más estudiadas (epitelios y neuronas) se sabe que los dominios 

de polarización sí se comparten, las proteínas localizadas en la membrana basolateral de 

epitelios se van hacia las dendritas y las proteínas apicales hacia los axones [Alberts B et al, 

2004].  Sin embargo una equivalencia hacia los polos del ovocito de Xenopus no parece 

simple. 

La localización de la mutante GIRK5-Y16A (que tiene el motivo de dileucina) podría 

sugerir que el polo vegetal corresponde a la membrana basolateral de los epitelios; sin 

embargo, los resultados de la localización del canal ROMK1, también en el polo vegetal, 

podrían poner de manifiesto que la equivalencia no es tan sencilla. El canal ROMK1 se 

localiza típicamente en la membrana apical del epitelio renal, por lo tanto sería difícil 

concluir, con estos resultados, que las proteínas de epitelios o neuronas tendrán una 

localización polarizada hacia un polo en particular. 
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6.6.  Localización del canal GIRK5 en ovocitos maduros (metafase II) 

 

La localización polarizada de proteínas dentro de los ovocitos de X. laevis completamente 

desarrollados, pero inmaduros, no se ha estudiado con profundidad, a pesar de ser un modelo 

muy utilizado para estudiar la biología del desarrollo. La polarización de los determinantes 

necesarios para la formación correcta del embrión implica polarización de ARN mensajeros 

y proteínas [King et al, 2005], el caso más estudiado corresponde al de la proteína disheveled 

(Xdsh en Xenopus). Xdsh es necesaria para la señalización por Wnt en la formación del eje 

secundario de los embriones [Sokol et al,  1995; Miller et al, 1999]. Otro ejemplo son las 

proteínas X-Stau1/2, que participan en el anclaje de ARNm maternos a la corteza vegetal 

[Allison R et al, 2004] y uno más es Fatvg que participa en la rotación cortical y el 

establecimiento del eje dorsal-ventral [Chan et al, 2007]. 

Un caso interesante es el observado para la ATPasa Na/K endógena de ovocitos de X. 

laevis [Mohanty & Gupta, 2012]. Su localización en ovocitos inmaduros se observa en el 

polo apical, pero una vez que los ovocitos se preparan para ser fertilizados, maduran por 

acción de la progesterona y entran a la metafase II, la localización cambia y los canales se 

internalizan.  

Con la Bióloga Lourdes Vázquez se realizaron algunos experimentos de maduración in 

vitro (con progesterona) de los ovocitos junto a la expresión de algunos canales GIRK5 

(como GIRK5-WT y GIRK5-Y16A) (Fig. 6.17). Se observó que cuando los ovocitos 

expresan canales funcionales, (GIRK5-KR/AA o GIRK5-Y16A) los ovocitos maduran en 

mayor proporción con respecto a los ovocitos control. En algunos casos bastó la expresión 

de los canales funcionales para provocar la maduración; en otros, este efecto se vio 

potenciado con la presencia de progesterona [Tesis de Lic. Vázquez Lourdes, 2013].  En 

ambas situaciones fue evidente que un canal funcional favorece la maduración. 

     Estos resultados sugieren que el canal funcional GIRK5-Y16A participa de alguna forma 

en la maduración de los ovocitos. Sería interesante determinar si es por que participa en 

alguna vía de transducción de señales, por cambios en el potencial de membrana cuando el 

ovocito está pasando de metafase I  a II  o si su función como canal se preserva en los ovocitos 

maduros. 
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Figura 6.17 Efecto de los canales GIRK5-WT y GIRK5-Y16A en la maduración 
de los ovocitos de X. laevis. Frecuencia de maduración de los ovocitos inyectados 
con el canal GIRK5-WT que permanece en el RE y con la mutante GIRK5-Y16A 
que llega a la membrana plasmática y es funcional. Porcentaje de ovocitos inyectados 
e incubados durante 48 horas, con (izquierda) y sin progesterona (derecha).  
 

El registro de corrientes iónicas de los canales GIRK5 se ha descrito como variable 

durante las épocas del año [Bauer et al, 1996], y la rana X. laevis tiene un periodo de 

receptividad sexual durante el verano (estro estacional). Sin embargo, se desconoce si el canal 

es funcional en esa época del año, si lo es (o no) en los ovocitos maduros o incluso si su 

localización es la misma.  

Se decidió utilizar los canales GIRK5-WT (localizado en el RE), GIRK5-Y16A 

(localizado en el polo vegetal) y GIRK5-YELI/AAA (localizado en el polo animal) para 

estudiar si había cambios o no en su localización intracelular al expresarse en ovocitos 

maduros (metafase II, GVBD). 

Estas determinaciones se realizaron en ovocitos madurados in vivo e in vitro. Los ovocitos 

madurados in vivo se obtuvieron de ranas X. laevis durante el verano; para la maduración in 

vitro, los ovocitos obtenidos en otra época del año se indujeron con progesterona. Se 

consideraron ovocitos maduros cuando éstos presentaban una mancha blanca en el polo 

animal (señal de la ruptura de la vesícula germinal, GVBD) (Img. 6.18). Y se segmentaron 

para comprobar la ausencia del núcleo. Los resultados fueron los mismos para maduración 

in vivo (obtenidos en verano) e in vitro (madurados con progesterona). 

Frecuencia de maduración  
con progesterona 

24.1 % 
30 % 

59.1 % 

Frecuencia de maduración  

sin progesterona 

8.3 % 
11.3 % 

42.9 % 
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Imagen 6.18 Despigmentación del polo animal característica de la ruptura del 
núcleo (GVBD). Los ovocitos maduros muestran en el centro del polo animal una 
despigmentación que indica que los ovocitos pasaron a metafase II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.19 Cambios en la localización intracelular del canal EGFP-GIRK5-
WT. A) Microscopía confocal de ovocitos estadio, (n) corresponde al núcleo VI. B) 
Microscopía confocal en ovocitos maduros. Polo animal hacia arriba (pa), polo 
vegetal abajo (pv). Los ovocitos maduros ya no presentan núcleo, n= 6. Objetivo 10 
X. Escala: 250 µm. 
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Figura 6.20 Cambios en la localización intracelular del canal EGFP-GIRK5-
Y16A. A) Microscopía confocal en ovocitos estadio VI. B) Microscopía confocal en 
ovocitos maduros, n=5. Polo animal (pa) arriba, polo vegetal (pv) abajo. Objetivo 10 
X. Escala: 250 µm. 

  

En estos resultados puede observarse que la localización de los canales GIRK5-WT en 

ovocitos maduros es totalmente distinta (Fig. 6.19), ocurre lo mismo para la mutante GIRK5-

Y16A (Fig. 6.20), ambos se localizaron en la membrana plasmática cuando ya están en 

metafase II (Fig. 6.19 B y Fig. 6.20 B). En estos ovocitos, en cuanto a la morfología del 

núcleo, el cambio más aparente es la ruptura del núcleo (GVBD, Germinal Vesicle Break 

Down) y por lo tanto ya no se observa más. 

La regulación de proteínas para la maduración es un proceso muy importante para los 

gametos. Durante el estadio VI de los ovocitos, las tasas de transcripción y traducción son 

muy diferentes a las de una célula somática, o incluso a las de un ovocito en un estadio previo. 

En el estadio VI, ya no existe síntesis nueva de DNA, se han transcrito los ARNm necesarios 

que tendrán una función durante el paso a meiosis II o durante la fertilización y se han 

traducido las proteínas que serán requeridas [Gilbert, 2005]. 

Por lo tanto, si el canal GIRK5 se encuentra presente desde el estadio VI de los ovocitos 

es muy probable que su función sea requerida en ese momento. Una manera aproximada de 

determinar la presencia de una proteína es mediante un análisis de EST (expressed sequenced 

tags) 
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Existen bibliotecas genómicas desarrolladas para algunos organismos en diferentes  

estadios del desarrollo, desde ovocitos en meiosis I, ovocitos fecundados, blástula, gástrula 

y hasta embriones. En estas bibliotecas se reporta con qué frecuencia se encontró la expresión 

de un gen de interés, en cierto número de clonas. De esta manera puede estimarse cómo se 

encuentra el nivel de los ARN mensajeros de una proteína en particular. 

De acuerdo con una base de datos para X. laevis (http://genomics.crick.ac.uk/cgi-

bin/public.exe), el análisis de EST muestra que el canal GIRK5 está presente en el estadio de 

una célula, es decir, cuando aún no ocurre ninguna división celular (Fig. 6.21). Se observa 

además que el resto de los estadios no presentan clonas con expresión para este canal. 

 

 

 

Fig. 6.21 Niveles de expresión estimada para el canal GIRK5 en los primeros 60 
estadios del embrion de X. laevis. En azul la escala que representa un nivel de 
expresión del 0.001%. En verde el nivel de expresión para GIRK5 con un 0.0043% 
en el estadio 1. El resto de los estadios no muestra clonas que expresen el ARNm 
para del canal. 

 

De acuerdo con este análisis el canal GIRK5 se expresa en los ovocitos estadio VI pero 

no más allá del estadio 10. La limitación de este tamizaje está en que no se reportan 

secuencias para cigotos en estadios tempranos, por lo tanto, con esta aproximación no puede 

saberse si el canal se degrada una vez que se da la fertilización persiste durante las primeras 

divisiones celulares [Beck & Slack, 2001]. Sin embargo, el hecho de que se exprese en gran 

cantidad en el estadio 1, y que la localización del canal sea en la membrana plasmática, 

cuando los ovocitos están maduros, apoyan la idea de que la función del canal es muy 

relevante al inicio de la fecundación.  
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En otra opción más detallada de EST se muestra la expresión del ARNm con respecto a 

las horas que transcurren después de la fertilización (http://genomics.crick.ac.uk/cgi-

bin/profile-search.exe). En este análisis se observa cómo la expresión del ARNm del canal 

va cayendo conforme ocurre el desarrollo del embrión. 

 

 

Fig. 6.22 Niveles de expresión del ARNm de GIRK5 durante las primeras 24 
horas del desarrollo de los embriones de X. laevis. En la parte inferior de las 
abscisas se observan las horas que transcurren después de la fertilización a 23 °C; en 
la parte superior se muestra con una E la etapa del embrión a la que corresponde 
determinada hora. En el eje de las ordenadas se observa el nivel de transcritos por 
embrión. 

 

En la gráfica de la figura 6.22 puede observarse como el nivel de transcritos por embrión 

tiene su nivel más alto en el estadio 1-2, aproximadamente 1 hora después de la fertilización. 

La expresión regresa al nivel que tenía al inicio de la fertilización y se mantiene brevemente 

en las primeras 4.5 horas que, a esa temperatura, corresponde al estadio 9 (blástula); después 

de ese tiempo, la cantidad del transcrito disminuye notablemente hasta alcanzar su nivel más 

bajo 12 horas después de la fertilización (etapa 13-14, néurula temprana). Sería importante  

determinar la localización del canal en estas etapas tempranas del desarrollo para comprobar 

en dónde participa en estas etapas del desarrollo. 
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El canal GIRK5 no es el único que se expresa en el genoma de la rana Xenopus laevis, 

también se ha localizado en las bibliotecas el canal GIRK1 y GIRK3. Sin embargo, estos 

canales estarían presentes en estadios más desarrollados del embrión. 

 

Fig. 6.23 Niveles de expresión estimada para el canal GIRK1 en los primeros 60 
estadios del embrion de X. laevis. En azul la escala que representa un nivel de 
expresión del 0.001%. En verde el nivel de expresión para GIRK5 con un 0.0026% 
en el estadio 35 y 0.0011% en el estadio 40. El resto de los estadios no muestra clonas 
que expresen el ARNm del canal. 

 

Un incremento en los niveles del ARNm del canal GIRK1 se observa después 30 horas de 

ocurrida la fertilización, que corresponde al estadio 35 del embrión (Fig. 6.23). En este 

tiempo el embrión ya se encuentra como renacuajo, y el canal GIRK1 se distribuye 

principalmente en su sistema nervioso (Fig. 6.24). En la rana adulta también se observa el 

canal GIRK1 en el cerebro (Tabla 6.1). 

 

 

 

 

 

Fig. 6.24 Niveles de expresión estimada para el canal GIRK1 en diferentes 
órganos del embrion de X. laevis. En azul la escala que representa un nivel de 
expresión del 0.001%. En amarillo verde el nivel de expresión para GIRK1 en el 
cerebro (Ce) con un 0.0059%. El resto de los órganos no muestra clonas que 
expresen el ARNm del canal. 



Resultados y discusión 

101 
 

  El canal GIRK3 también se encontró en el genoma de X. laevis, sin embargo éste se 

presenta únicamente en la rana adulta, en particular, en el sistema nervioso. En la tabla 6.1 

se puede observar en dónde se han reportado la expresión del ARNm para los canales GIRK1, 

GIRK3 y GIRK5 en la rana X. laevis. 

 

Tabla 6.1 
Análisis de EST para canales GIRK en distintas etapas de desarrollo de X. laevis. 

 EST 

 GIRK5 GIRK1 GIRK3 

Cigoto  45 TPM 0 0 
Gástrula 0 0 0 
Néurula 0 0 0 
Embrión 0 0 0 
Renacuajo 0 12 TPM 0 
Metamorfosis 0 0 0 

Rana adulta 0 6 TPM 6 TPM 

 

TPM, número de transcritos por millón. Referencias: 
GIRK5:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Str.27347 
GIRK1:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Str.53702 
GIRK3: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Str.78086 

 

Con respecto a la expresión del canal GIRK1, ésta se ha relacionado con la importancia 

de los canales iónicos en el correcto desarrollo embrionario y además su localización es 

variable durante la embriogénesis [Rutenberg et al, 2002]. En un estudio particular, 

utilizando hibridación in situ, se localizó el ARN mensajero del GIRK1 se en medio de las 

células animales durante la segmentación, pero en el estadio 7-8 cambia y se localiza en los 

pliegues anteriores del tubo neural y también está presente alrededor del blastoporo pero 

durante la gastrulación (estadio 10-12). Por otra parte, el canal GIRK4 se expresa en la toda 

la línea primitiva en el estadio de 2 células y se restringe a la mitad anterior de la línea 

primitiva en el estadio 4. Además, GIRK4 se expresa en la vesícula ótica en embriones 

eclosionados y puede ser importante para el desarrollo del oído de las ranas adultas 

[Rutenberg et al, 2002]. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Str.53702
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProfileViewer.cgi?uglist=Str.78086
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En cuanto al cambio de localización de proteínas en ovocitos maduros, existen algunas 

proteínas, además de la ATPasa Na+/K+, que se han descrito con localizaciones diferentes 

entre estos estadios celulares. La U-caderina [Müller et al, 1992] y la beta-integrina [Müller 

et al, 1993], se regulan de manera precisa (internalización) para poder permitir la liberación 

del ovocito de folículo ovárico y que así pueda ser ovodepositado por la rana. También se ha 

descrito la internalización de la ATPasa de Ca2+ [El-Jouni et al, 2008]. 

La proteína aPKC se encuentra tanto en el citoplasma como en la membrana de ambos 

polos del ovocito. Se encuentra asociada a citoesqueleto de microtúbulos y se regulan 

mutuamente. También regula la localización de Vangl2 que se encuentra mayoritariamente 

en la zona cortical del polo animal. Aunque se encuentra distribuido homogéneamente 

participa en la localización polarizada de algunas proteínas determinantes de la polaridad 

dorso/ventral como VegT y Wnt11 (proteínas del polo vegetal) y para la polaridad apical-

basolateral en los ovocitos maduros y los embriones tempranos [Cha, et al 2011]. La proteína 

aPKC está distribuida homogéneamente, cuando se induce la maduración por progesterona 

se comienza a localizar asimétricamente en el hemisferio animal [Nakaya et al, 2002]. 

La distribución de la proteína exógena LGL en los ovocitos estadio VI de X. laevis  

muestra una distribución a través del hemisferio animal y vegetal; sin embargo, cuando los 

ovocitos son madurados in vitro, la proteína LGL se concentra en una zona cerca de la 

membrana plasmática en el hemisferio animal y además, se localiza en las membranas 

basolaterales de las células en la blástula de los embriones desarrollados. Se cree que la 

polaridad apical-basal es establecida en la membrana plasmática del ovocito durante la 

maduración [Cha et al, 2011], así que la localización de proteínas en ovocitos maduros puede 

tener un significado importante en la progresión del desarrollo, para la correcta localización 

de proteínas en los embriones y finalmente en la rana adulta. 

Se han propuesto que los canales iónicos y las diferencias de voltaje que generan, tienen 
un papel importante en la dirección de la morfogénesis [ver Rutenberg, 2002]. La 
localización compleja de ARNm en los embriones es consistente con la idea de que la acción 
de esas proteínas es crucial para varios aspectos del desarrollo embrionario. Existe muy poca 
información sobre la distribución de bombas y los canales iónicos antes del desarrollo del 
sistema nervioso. Rutenberg et al encontraron que la expresión específica, espacio-temporal 
de varios ARNm de canales y bombas iónicas, sugería su participación durante la 
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segmentación embrionaria. Así, estudiaron los cambios de distintos canales, bombas iónicas 
y muestran cómo la expresión de sus ARNm es diferente entre estadios, puede cambiar o 
disminuir completamente (bomba Na/K-ATP, canal Kir 6.1, Kv 2.2, Kv 7.1, acuaporina 4 y 
7, VATPasa, entre otros). 

Para el canal GIRK5, un cambio de localización hacia la membrana plasmática implicaría 

tener un canal de potasio rectificador entrante en la superficie de los ovocitos maduros. Y 

esto podría estar relacionado con el proceso de maduración y con el papel funcional de 

GIRK5. Una propuesta del papel de GIRK5, es que el canal participa en la vía de transducción 

de señales que ocurren durante la maduración por progesterona. Esta vía es muy compleja e 

intervienen muchas proteínas que favorecen o inhiben distintas vías.  

Aunque la presencia de receptores de progesterona en la membrana plasmática es 

controversial, se sabe que la incubación con andrógenos o progesterona provoca la 

maduración de los ovocitos [Lutz et al, 2002], y que estos receptores podrían estar acoplados 

a proteínas G. Un receptor de la familia GPR3 en ovocitos de Xenopus, denominado GPRx, 

puede mantener el arresto meiótico al incrementar los niveles de AMP cíclico por la vía de 

señalización de proteínas Gβγ. Recientemente este receptor se denominó GPR185 y se 

considera el receptor membranal de progesterona en los ovocitos de X. laevis [Nader et al, 

2014]. El mantenimiento del estado arrestado en meiosis I depende de niveles altos de AMPc, 

relacionados con la señalización celular de PKA. Las proteínas Gβγ o Gα también participan 

en el mantenimiento del estado arrestado del ovocito inmaduro [Lutz et al, 2001]. La 

activación de la adenilato ciclasa por Gαs, o la sobreexpresión de Gαs y Gβγ, bloquean o 

atenúan la maduración de los ovocitos. De la misma manera, la inyección de anticuerpos vs 

Gαs o el secuestro de Gβγ liberan el arresto meiótico.  

El canal GIRK5 requiere de proteínas Gβγ para poder activarse y se ha demostrado que 

en los ovocitos su activación no requiere la activación de receptores acoplados a proteínas G, 

pues existe una poza de proteínas Gβγ libres que los pueden activar [Lutz et al, 2001]. Una 

hipótesis es que al expresarse en la membrana plasmática, el canal GIRK5 utilice esas 

proteínas Gγβ y favorezca que el ovocito pierda su arresto y progrese a meiosis II. 

La otra forma en la que GIRK5 podría participar en los ovocitos maduros es en la 

regulación del potencial de membrana. El establecimiento del potencial de membrana en 
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reposo en los ovocitos maduros no es algo tan estudiado como los cambios que sufre durante 

el proceso de fertilización y el posterior bloqueo poli-espérmico, que está relacionado con 

corrientes de Ca2+ y ha sido ampliamente estudiado. Esto puede deberse en parte, a que se ha 

descrito que en los ovocitos con GVBD, la conductancia de los canales de K+ y Na+ está muy 

reducida y los ovocitos son casi impermeables al flujo de estos iones antes de la fertilización 

[Alderdice et al, 1988]. 

En ovocitos inmaduros el potencial de membrana en reposo está alrededor de -40 a -70 

[Dascal, 1984]. Y se sabe que en ovocitos del pez Medaka después ocurre una pequeña 

despolarización que permite la fertilización, posteriormente se da una hiperpolarización y 

después una recuperación lenta hasta alcanzar de nuevo el potencial de reposo [Alderdice et 

al, 1988]. 

En ovocitos maduros de erizo de mar, también se requiere una despolarización inicial, 

previa a la fertilización, si el potencial de membrana en reposo es menor a -20 mV se impide 

la entrada del primer espermatozoide. 

Se sabe que en algunos casos los canales GIRK pueden permitir despolarizaciones 

sostenidas [Bauer et al, 1996] y esto explicaría la función del canal GIRK5 en la membrana 

del ovocito maduro, antes de permitir la entrada del espermatozoide. Pero, como estos 

canales se activan a voltajes más negativos que su potencial de equilibrio, lo más probable 

es que participen en la hiperpolarización que sigue al proceso de fertilización. Todo ese 

proceso es muy rápido y con muchos cambios estructurales, es por ello que la presencia del 

canal debería de ocurrir con antelación y estar listo para cuando la fertilización ocurra. 

¿Cómo llega el canal GIRK5 a la membrana plasmática de los ovocitos maduros? Se sabe 

que durante el rompimiento de la vesícula germinal, ocurren varios cambios en las proteínas 

que conforman la red del citoesqueleto y que afectan también la disgregación del RE.   

Para observar como cambiaba la disposición del RE se determinó la localización del 

marcador ECFP-ER en ovocitos maduros (Fig. 6.25).  Tal como lo reporta Terasaki et al en 

2001, ante la ausencia del núcleo la localización del retículo endoplásmico se observa en 

pequeñas acumulaciones en el citoplasma y ahora se localizan también en el polo vegetal 

(Fig. 6.25).    
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Figura 6.25 Cambios en la localización intracelular del marcador ECFP-ER. A) 
Microscopía confocal en ovocitos estadio VI. B) Microscopía confocal en ovocitos 
maduros, n=5. Polo animal (pa) arriba, polo vegetal (pv) abajo. Objetivo 10 X. 
Escala: 250 µm. 

 

En los ovocitos de Xenopus laevis, durante la meiosis el córtex sufre reestructuraciones. 

La meiosis se puede estimular con progesterona. Entonces, las LA se disgregan y dan lugar 

a un elaborado RE rodeando a los gránulos corticales y entrelazándose por el córtex del 

ovocito maduro. Estructuras porales como las de las AL subcorticales también se observan 

en el RE maduro [Terasaki et al, 2001] 

Se estudió la co-localización del canal EGFP-GIRK5 con el marcador ECFP-ER y se 

realizaron observaciones tanto en el polo animal (Fig. 6.26) como en el polo vegetal (Fig. 

6.27).  

Figura 6.26 Co-expresión del canal GIRK5 –WT y el marcador ECFP-ER en el 
polo animal de ovocitos maduros. A) Marcador ECFP-ER en rojo. B) Canal 
GIRK5-WT en verde. C) Merge de los dos canales, se observa la co-localización 
sólo en la región de la membrana plasmática. Objetivo 10X. Escala 250 µm. n=4. 
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Figura 6.27 Co-expresión del canal GIRK5 –WT y el marcador ECFP-ER en el 
polo vegetal de ovocitos maduros. A) Marcador ECFP-ER en rojo. B) Canal 
GIRK5-WT en verde. C) Merge de los dos canales, la co-localización es casi nula 
Objetivo 10X. Escala 250 µm. n=4. 

 

En cuanto a la presencia del canal GIRK5-WT en el RE, puede observase que una vez 

maduro el ovocito, el canal no se encuentra más en el RE. El marcador de retículo 

endoplásmico se localiza ahora en el polo vegetal en forma de vesículas de gran tamaño, pero 

que ya no co-localizan con el canal (Fig. 6.27). Para este ovocito en particular, se puede 

apreciar en las figuras 6.26 y 6.19 que el canal GIRK5-WT está sobre todo cerca de la 

membrana plasmática del polo animal del ovocito maduro. 

En un estudio donde se observaron los cambios en las lamelas celulares, se determinó que 

sus estructuras también cambiaban en los ovocitos antes de completarse su maduración. 

Después de 1 a 9 horas de tratamiento (pero ya no después de 12 h) con progesterona, 

aparecen las LA. Cerca de la vesícula germinal aparecen después numerosas vesículas. Las 

vesículas se hacen menores cerca del oolema del polo animal. Las vesículas no aparecen en 

los ovocitos control o durante las 1-9 horas del tratamiento con progesterona. Y reportan que 

la vesícula germinal se rompe entre las 18 y 22 horas del tratamiento con progesterona 

[Kessel, 1968]. 

Dado su papel en la formación de proteínas para los complejos nucleares y su cambio 

estructural en ovocitos maduros, se creía que estos organelos permiten la generación de 

nuevos organelos en las células una vez que se han dividido por mitosis [Rosell, 2009]. Así, 

una vez dividida la célula pueden reorganizarse de nuevo estas estructuras y formar las 

membranas del núcleo o del RE de la nueva célula. 

Por último, cabe mencionar que  con más frecuencia se reporta la relación de los canales 

iónicos con los procesos de cáncer; en particular, entre los canales de potasio, los canales 
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GIRK se ha descrito en células cancerosas de mama y de pulmón, pero no en células sanas 

(Huang, and Jan, 2014). Por otra parte, un canal rectificador entrante se describió en 2010 en 

ovocitos humanos (canal  KATP, subunidades Kir6.1, Kir6.2, SUR2A y SUR2B). Con ese 

descubrimiento, Du Q et al proponen que por las características de estos canales, de 

transducir cambios metabólicos (niveles de ATP) en cambios en la excitabilidad de la 

membrana, el canal KATP podría regular el potencial de membrana  y participar en la 

maduración y fertilización de los ovocitos. 

Con los resultados expuestos para el canal GIRK5,  observamos que su localización 

cambia drásticamente y se presenta en la membrana celular sin importar que antes haya 

estado retenido o polarizado (GIRK5-Y/A); lo cual, con todo lo descrito, sugiere que puede 

estar participando durante los procesos de maduración o fertilización.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. Conclusiones y  
perspectivas  
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CONCLUSIONES 
 

Este es el primer estudio donde se determinan los motivos de tráfico que dirigen a un canal 
iónico endógeno en los ovocitos de X. laevis. 

 

Con los resultados obtenidos durante este trabajo se lograron caracterizar las señales de tráfico 
del canal GIRK5 en los ovocitos de X. laevis. Se determinó que su retención en el RE depende 
de un motivo no descrito a la fecha: RKXY(P), su polarización ocurre por un motivo de dileucina 
EXXXLI, su localización retículo endoplásmica se pierde en ovocitos retenidos en metafase II 
(donde se observa en la membrana plasmática); lo cual, junto con otros resultados sugieren un 
posible papel en la maduración de los ovocitos.  

 

De manera particular: 

 Se optimizó una técnica para poder obtener cortes sagitales de los ovocitos completos 
de X. laevis, donde se puede observar por microscopía confocal la localización 
intracelular de proteínas y marcadores expresados exógenamente. 

 El ovocito puede reconocer efectivamente motivos de tráfico de proteínas hacia el RE, 
descritos para otros tipos celulares (como KDEL). 

 Se logró observar por primera vez la distribución del RE en un ovocito completo de 
estadio VI de X. laevis. Su RE se distribuye principalmente en el espacio perinuclear, 
citoplasma, corteza y lamelas anulares del polo animal. 

 El canal de potasio GIRK5-WT se localiza en el RE y espacio perinuclear de los 
ovocitos inmaduros de X. laevis.  

 La localización en el RE se debe al motivo de retención KRXY(P) . Es el primer motivo 
descrito donde un motivo dibásico KR está acompañado por una tirosina río abajo, 
cuya fosforilación es indispensable. 

 El motivo XRXY(P) origina la salida del canal GIRK5 del retículo endoplásmico, sin 
lograr su arribo a la membrana plasmática. 

 El canal GIRK5-Y16A se encuentra localizado en el polo vegetal de los ovocitos 
inmaduros de X. laevis. 
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 La polarización del canal GIRK5-Y16A ocurre de forma directa desde el espacio 
perinuclear hacia la membrana del polo vegetal. 

 La polarización del canal GIRK5-Y16A ocurre por un motivo de dileucina del tipo 
EXXXLI, donde los residuos LI participan en la polarización y el residuo ácido del 
glutamato es indispensable para mantener la polarización. 

 El canal apical ROMK también se localiza polarizadamente en el polo vegetal de los 
ovocitos de X. laevis. 

 El ovocito de X. laevis podría ser un modelo para estudiar la polarización de proteínas. 

 La localización de los canales GIRK5-WT y GIRK5-Y16A es distinta entre los 
ovocitos inmaduros (profase I) y los ovocitos maduros (metafase II) de X. laevis, se 
pierde la retención y la polarización, respectivamente. 
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PERSPECTIVAS 
 
 

 Identificar las proteínas adaptadoras que reconocen las secuencias de retención y 
polarización estudiadas. 

 Determinar si dichas secuencias son reconocidas de forma mutuamente excluyente 
para regular el tráfico del canal GIRK5-WT. 

 Observar el efecto del silenciamiento del canal GIRK5-WT en la maduración in vitro 
de los ovocitos. 

 Comprobar el estado de fosforilación del canal GIRK5-WT en los ovocitos maduros. 

 Estudiar la participación del canal GIRK5-WT en la regulación del potencial de 
membrana, durante la maduración de los ovocitos. 

 Determinar la participación del canal GIRK5-WT en la transducción de señales que 
ocurren durante la maduración por andrógenos. 
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i. Formulación de soluciones 

 

Gel Agarosa 1% para ADN. 

Agarosa 0.3 g 

TBE1X 30 ml 

Bromuro de etidio 1.4 μl 

 

Solución amortiguadora TBE. 

- Stock 1X (sol de trabajo) 

- Tris base 89 mM 

- Ácido bórico 89 mM 

- EDTA 0.5 M pH 8.0 2 mM 

 

Colorante para elusión en gel (ADN). 

Azul de bromofenol 0.25% 

Xileno cianol FF 0.25% 

Glicerol en agua 30% 

Guardar a 4º C. 

 

Gel Agarosa ARN. 

0.3g de agarosa en 30 ml de H2O. 

3 ml de MOPS 10X. 

1.5 ml de formaldehído. 

Nota: El formaldehído se tiene que añadir 
cuando el gel esté a ~50º C 

 

MOPS 10X. 

MOPS (libre de ácido) 41.86 g  0.4 M 

Acetato de sodio 6.8 g  0.1 M 

EDTA 0.5 M pH 8.0 20 ml  0.01 M 

Llevar a pH 8.0 con 6.8 ml de NaOH 10N. 
Filtrar y 

guardar a 4º C cubierto con aluminio. 

Solución amortiguadora de lisis. 

Sacarosa 250 mM 

EDTA 1 mM 

TRIS 10 mM 

Ajustar pH 7.6 

Agregar 1 pastilla de inhibidores de proteasas 
a 10 ml de la sol de extracción (mini Complete, 
Roche) 

 

Geles de acrilamida. 

Gel concentrador, 5% acrilamida  

H2O  3.4 ml  

30% acrilamida  830 μl  

1 M Tris-HCl (pH 6.8)  630 μl  

10 % SDS  50 μl 

10% APS  50 μl  

TEMED  5 μl  

 

Gel separador, 10% acrilamida 

H2O  4.0 ml 

30% acrilamida  3.3 ml 

1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 ml 

10 % SDS  100 μl  

10% APS  100 μl 

TEMED  4 μl  
 

Los valores reportados son para la preparación 
de dos geles. 
*La mezcla de acrilamida:bisacrilamida tiene 
una relación molar de 29:1 
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Buffer de carga Laemmli. 

Tris –HCl, pH 6.8 62.5 mM 

Glicerol 25 % 

SDS 2 % 

Azul de bromofenol 0.01 % 

β-mercaptoetanol 5% 

Buffer de electroforesis Tris-glicina. 

Tris base 25 mM 

Glicina 250 mM 

SDS 0.1 % 

Nota; el pH normal de esta solución se 
encuentra alrededor de 8.0 a 8.5 

 

Solución de transferencia. 

Tris base 25 mM 

Glicina 250 mM 

SDS 0.1 % 

Metanol 20 % 

Nota; el pH normal de esta solución se 
encuentra alrededor de 8.0 a 8.5 

 

Solución amortiguadora TBS. 

NaCl 137 mM 

Tris base 20 mM 

Ajustar pH a 7.6 

TBST: Para un litro de TBS agregar 1 ml de 
Tween 20 

 

Medio ND96 pH= 7.5 con NaOH 1M 

NaCl  96 mM 

KCl2  2 mM 

CaCl2  1.8 mM 

MgCl2  1 mM  

Piruvato de Na+  2 mM 

HEPES  5 mM 

 

Solución amortiguadora de fosfatos PB, 0.2 
M, pH=7.4 

Solución A   H2NaPO4.2H2O   0.2M 

Solución B   Na2HPO4.7H2O   0.2M                               
 

Mezclar   81mL sol A  + 19mL sol B               
pH=7.4 

 

PBS 0.02 M  pH=7.4 

PB 0.2M    100 mL 

NaCl           8.76 g 

KCl             0.2 g 

H2O cbp     1000 mL 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apéndice 
 

128 
 

ii. Mutagénesis dirigida 
 

Tabla I 

Cebadores utilizados para la mutagénesis. 

Construcción Secuencia del oligonucleótido 

SP6 5’ ATTTAGGTGACACTATAG 3’ 
LOW 2  5’AGAGACCAAAAAGAGACGATCGTCGCCTGTATCAAA 3’ 

GIRK5-KR/AA 
5’ CCTCAGTGGGCAGCATTGTATG 3’ (sentido) 
5’ CATACAATGCTGCCCACTGAGG 3’ (antisentido) 

GIRK5-K13A 
5’ CCTCAGTGGGCAAGATTGTATG 3’ (sentido) 
5’ CATACAATCTTGCCCACTGAGG 3’ (antisentido) 

GIRK5-R14A 
5’ CAGTGGAAAGCATTGTATGAG 3’ (sentido) 
5’ CTCATACAATGCTTTCCACTG 3’   (antisentido) 

GIRK5-YLI/AAA 
Templado: GIRK5-Y16A 

5’ GAGTCACCACAAGCCGCCCAAACCATCATGGC 3’ (sentido) 
5’ GCCATGATGGTTTGGGCGGCTTGTGGTGACTC 3’ (antisentido) 

GIRK5-YELI/AAAA 
Templado: GIRK5-YLI/AAA 

5’ AAGATTGGCTGCGTCACC 3’ (sentido) 
5’ GGTGACGCAGCCAATCTT 3’ (antisentido) 

 

 

Reacciones 1 y 2 de PCR 

 

94ºC    94 ºC 

1:00 min 

54 ºC 

1:00 min 

72 ºC 

1:00 min 

4 ºC 

∞

10:00 min 

72 ºC    5 min 

SP6 up 

Up mut 

Low mut 

Alineación de 
cebadores 

Desnaturalización 
DNA molde 

Extensión de  

DNA mutado 

Amplificación 
resultante 

REACCIÓN 1 

REACCIÓN  2 

Low2 
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Reacción 3 de PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 
Composición y volúmenes de la primera y segunda reacción de PCR 

 

Volumen de reacción: 50µL 
No. de ciclos: 40 

Mezcla de reacción: 

1ª   PCR Volumen (µL) 
H2O 33.0 
PCR Buffer 10X 5.0 
dNTPs 1.0 
MgCl2 1.5 
Taq polimerasa 0.5 

 

 
 
 
 

Hebra up mutada Hebra down mutada 
41µL mezcla de reacción 41 µL mezcla de reacción 
2 µL cebador Low2 2 µL cebador SP6 up 
2 µL oligo Up mutado 2 µL Low mutado 
5 µL DNA hebra molde  5 µL DNA hebra molde  

4 ºC 

94ºC    94 ºC 

1:00 min 

54 ºC 

1:00 min 

72 ºC 

2:00 min 

∞

10:00 min 

72 ºC    5 min 

Low2 

SP6 up 

Alineación de 
cebadores 

Desnaturalización 
DNA molde 

Extensión de DNA 
mutado 

Amplificación 
resultante 

SP6 up 

Low2 

  41 µL 
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Composición y volúmenes de la tercera reacción de PCR 
 

Volumen de reacción: 50µL 
No. de ciclos: 40 

Mezcla de reacción: 

2ª   PCR Volumen (µL) 
H2O 26.0 
PCR Buffer 10X 5.0 
dNTPs 1.0 
MgCl2 1.5 
Taq polimerasa 0.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

iii. Reacción de ligación  
 

Tabla II 

 Reacción de ligación de los fragmentos de PCR al vector 

Reactivo Control 1 Control 2 Ligación 1:3 Ligación 1:5 

H2O Biología molecular    --- 

Buffer de ligación 10X ---    
ATP 10mM ---    
Fragmento ---    
Vector     
Ligasa     

 

 

 

Hebra up mutada 
34µL mezcla de reacción 
2 µL cebador SP6 up 
2 µL cebador Low2 
6 µL Hebra up mutada (1ª PCR) 
5 µL Hebra down mutada (2ª PCR) 

  34 µL 
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Esquema I. Clonación del fragmento mutado en el vector para ovocitos pBF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

iv. Obtención de las mutaciones del canal GIRK5 
 

La metodología que se siguió fue la misma para todas las mutantes, sin embargo se utilizaron 
distintos cebadores y templados (Tabla II). A continuación, se muestran los resultados 
representativos para la obtención de la mutante: GIRK5-YELI/AAAA. Para realizar las 
mutaciones se comenzó con el diseño de los oligos. 

 

- Diseño de oligonucleótidos 

Se buscaron sin éxito los codones preferenciales de Xenopus para el residuo de alanina, por lo 
tanto el diseño de los oligos se realizó tratando que un número mínimo de bases fuera modificado 
para no disminuir la complementariedad al momento de la alineación en la PCR. Para la mutante 
GIRK5-YELI/AAAA ya se contaba con los cebadores para poder realizar la mutagénesis de los 
residuos de tirosina o de leucina-isoleucina. Para mutar el residuo de ácido glutámico era 
necesario diseñar un cebador que mantuviera las mutaciones de Y16A, L21A e I22A. Los oligos 
se ordenaron a INVITROGEN Custom Primers ® y tienen la siguiente secuencia: 

 

 
Fragmento mutado  

Nco-I Nco-I 
 Vector  pBF 

 

CIAP 

EGFP-G5 mutado 

Vector pBF 
 

Nco-I Nco-I 
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Imagen IV.1 1ª y 2ª PRC 
 

Carril 1. Marcador 

Carril 2. Up mutado     753 pb      

Carril 3. Low mutado   956 pb 

 

Imagen IV.2 3ª reacción de PCR 
 

Carril 1. Marcador 

Carril 2. PCR combinatoria  1709 pb      

 

 

GIRK5Y16A/E17A Up          5’ AAGA TTGGCT GCG TCACC 3’ 
                                                       

                                                                   R       L      A      A      S 

 

                                                       5’ AAGA TTG TAT GAG TCA CC 3’    

Secuencia Wild type                                   R       L      Y       E       S  

 

GIRK5Y16A/E17A Low      5’ GG TGACGC AGC CAA TCT T  3’ 

 

 

- Mutagénesis dirigida (recombinación por PCR) 

   Una vez terminada la primera y segunda reacción de PCR se tomaron 5µL y se corrieron en 
un gel de agarosa al 1%. El orden de las muestras y el peso esperado se muestran en la imagen 

iv.1. El resultado de la tercera reacción de PCR (3µL) se visualizó en un gel de agarosa al 1%, se 
observó la banda de peso esperado correspondiente al fragmento mutado (imagen iv.2). 

 

 

 

 

  

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

23130 
9416 

2322 
2027 
1353 
1078 

872 

564 

310 

pb 

23130 
9416 
4361 

2322 
2027 

1353 
1078 

872 
564 

310 

pb 
1      2      3 

4361 

1     2 
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 Adicionalmente se realizaron pruebas con enzimas de digestión con el producto de la PCR 
combinatoria (3ª reacción de PCR). La imagen iv.3 corresponde a un gel de agarosa, donde se 
analizaron los productos de la PCR combinatoria. 

 

                                                     

  Imagen IV.3 Digestión del fragmento mutado. 
 

 

Carril 1. Marcador 

Carril 2. PCR combinatoria (1) 1709 pb 

Carril 5. Cortes con NcoI.      1013, 551, 145 pb 

Carril 6. Cortes con BamHI.      982, 647, 80 pb 

Carril 7. Cortes con XhoI.        876, 655, 178 pb  

 
 

 

   

- Ligación 

 

 Se digirió el resto de la tercera reacción de PCR con la enzima de restricción NcoI, al igual 

que una muestra del vector pBF (10µg), que en este caso ya tenía subclonado la región codificante 
para EGFP; ambas se corrieron en un gel de agarosa al 1 %. En la imagen iv.4 se observan las 
bandas esperadas, éstas se purificaron del gel y se ligaron al vector pBF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 

Imagen IV.4 Purificación de los fragmentos digeridos. 

 

Carril 1.       Marcador 

Carril 3-4.    EGFP-GIRK5-YELI/AAAA    1013pb 

Carril 9-10.  Vector PBF                             3979 pb 

 
 

 

 

 

9416 
4361 
2322 
2027 
1353 
1078 
872 

564 

1    2   3    4   5    6    7   8    9  10 
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- Obtención del ADN 

Con el producto de la reacción de ligación se transformaron bacterias E. coli DH5-alpha. De 
las placas de agar se seleccionaron 9 UFC que estuvieran aisladas, se siguió el protocolo de lisis 
alcalina (minipreparación) y una vez obtenido el ADN se hicieron cortes con enzimas de 
restricción. Se seleccionaron 4 muestras de ADN de las minipreparaciones y se trataron con 
ARNasa. Se realizaron nuevos cortes con enzimas de restricción para comprobar el sentido de la 
ligación del fragmento en el vector pBF. En la imagen iv.5 se observa un ejemplo de  las bandas 
en los pesos esperados. 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 

- Transcripción in vitro 

   Con la muestra seleccionada que dio los cortes esperados para la ligación, se realizó una 
midipreparación para obtener el ADN en mayor cantidad. Se realizó una digestión con una 
enzima de digestión para linearizar el plásmido, donde termina la región codificante para el canal, 
más la cola de poliA. Una vez linearizado se realizó una reacción de transcripción in vitro para 
obtener el ARNm. Finalmente se analizó por electroforesis una muestra de dicho ARNm para 
comprobar el peso adecuado (2348 pb), imagen iv.6.   

 

 

 

 

 

-  

-  

 

9416 
4361 

2322 
2027 
1353 
1078 
872 

564 

Imagen IV.5 Comprobación del sentido de la ligación 
 

Carril 1. Marcador 

Carril 3. Vector sin fragmento           3979 pb 

Carril 5. BamHI                       4010 y 982 pb 

Carril 6. HindIII                       4131 y 861 pb 

Imagen IV.6 ARNm del canal mutado 

 

Carril 1. Marcador 

Carril 3. ARNm           2348 pb 

1    2   3    4    5    6  

7460 

4400 
 

2370 
1350 

1    2    3   
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v. Subclonación del marcador fluorescente de retículo endoplásmico 
 

 
   Se identificaron las endonucleasas de restricción para generar los extremos cohesivos tanto 

en el vector ECFP-ER (Nhe-I / Kpn I), como en el vector PBF (Xba I / Kpn I). Se hicieron las 
digestiones enzimáticas, se analizaron en un gel de agarosa al 1%, se purificaron los fragmentos 
de interés y se pusieron en una reacción de ligación para subclonar el fragmento, de forma similar 
a la descrita anteriormente. Los extremos generados por la digestión con Nhe-I y Xba-I son 
extremos cohesivos; a continuación se muestra la secuencia que reconoce cada enzima para 
digerir el ADN, el sitio de corte y la secuencia que deja después del corte, lo que origina extremos 
pegajosos que pueden ligarse entre sí. 

                  Nhe-I                        Xba-I 

 
 

 

 

Después de la ligación se obtuvo satisfactoriamente el ADN de ECFP-ER (3778 pb), se 
realizaron unas digestiones enzimáticas para comprobar el sentido de la ligación del fragmento 
(imagen iv.7) y finalmente se linearizó para realizar una transcipción in vitro y obtener el ARNm 
(imagen iv.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imagen V.2 Digestiones de 
pECFP-ER en el vector pBF. 
 

Carril 1 marcador 
Carril 2 ECFP-ER sin digerir 
Carril 3 HindIII 
Carril 4 EcoRI (lineariza) 
Carril 5 MluI (lineariza) 
Carril 6 NcoI (no corta) 

Imagen V.1 Digestiones del vector  
pBF y el vector pECFP-ER. 
 

Carril 1 marcador 
Carril 2 --- 
Carril 3-4 vector pBF 
Carril 5-6 vector pECFP-ER 

 

9416 
4361 

2322 
2027 
1353 
1078 
872 

564 

1   2    3    4    5   6    1    2   3   4    5   6    7     8  

fragmento 
 

826pb 

vector 
 

2952 pb 

5’…G                 
3’…C G A T C 

           C T A G A . . . 3’ 
                          T. . . 5’ 
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vi. Secuenciación automatizada de las mutaciones realizadas 
 
• GIRK5-WT 

 
  11       12       13        14       15       16       17        18       19       20        21        22        23       24 

5’         CAG  TGG  AAA  AGA TTG  TAT  GAG  TCA  CCA  CAA  CTC  ATC  CAA  ACC      3’ 

NH2     Q        W      K        R       L       Y        E        S        P        Q        L       I         Q       T      COOH 

 
 

• GIRK5-K13A 
                          120       130       140       150       160       

                          |         |         |         |         |  

Secuenciación   ACCAAGTCCTCAGTGGGCAAGATTGTATGAGTCACCACAACTCATCCAAAC 

Consenso        -------CCTCAGTGGGCAAGATTGTATG---------------------                                

GIRK5-WT        ACCAAGTCCTCAGTGGAAAAGATTGTATGAGTCACCACAACTCATCCAAAC 
                                                                        K    

 

 

• GIRK5-R14A 
                          120       130       140       150       160       

                          |         |         |         |         | 

Secuenciación   ACCAAGTCCTCAGTGGAAAGCATTGTATGAGTCACCACAACTCATCCAAAC 

Consenso        ----------CAGTGGAAAGCATTGTATGAG-------------------                                

GIRK5-WT        ACCAAGTCCTCAGTGGAAAAGATTGTATGAGTCACCACAACTCATCCAAAC 
                                                              R 
 
 
• GIRK5-K13AR14A 

 
 
 
 
 
 

13      14 
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• GIRK5-Y16AL21AI22A 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
• GIRK5-Y16AE17AL21AI22A 

 

 

 
 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

16                                                21        22  

16       17                                     21        22  
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