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Resumen  

La entrada de calcio operada por vaciamiento (SOCE) es uno de los mecanismos 
más importantes para la movilización de calcio en la célula. La SOCE está 
mediada por dos proteínas principales: STIM1 que actúa como el sensor de calcio 
en el retículo endoplásmico (RE) y Orai1 responsable del influjo de calcio al 
vaciarse el RE. Existen muchos estudios que indican que SOCE está modulado 
por el contenido de colesterol de la membrana plasmática (PM). Sin embargo, una 
gran cantidad de preguntas siguen sin respuesta con respecto al mecanismo 
molecular preciso por el cual el colesterol modula SOCE. 
 
En el presente estudio, descubrimos que la reducción de colesterol en la 
membrana plasmática induce la internalización de los canales Orai1, que puede 
prevenirse mediante la sobreexpresión de la caveolina 1 (Cav1). Además, Cav1 y 
Orai1 se asocian cuando se activa la SOCE tal como lo revelan los ensayos de 
transferencia de energía (FRET) y de coinmunoprecipitación. Los efectos de la 
reducción del colesterol no se limitan a incrementar la velocidad de internalización 
de Orai1, sino que también afecta el movimiento lateral de Orai1, cambiando de un 
modelo de difusión confinada (en condiciones basales de colesterol) a difusión 
lineal (en condiciones de bajo colesterol membranal). La sobreexpresión de Cav1 
inhibió estas alteraciones manteniendo Orai1 en un movimiento confinado y 
parcialmente confinado, también demostramos que la activación SOCE inhibió las 
alteraciones a la difusión de Orai1. 
 
Estos resultados no sólo destacan el complejo efecto de la regulación del 
colesterol en SOCE, sino que también indican un efecto regulador directo sobre la 
localización y compartimentación de Orai1 por este lípido en nuestro modelo 
experimental. 
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Abstract 

Store Operated Calcium Entry (SOCE) is one of the most important mechanisms 
for calcium mobilization into the cell. Two main proteins sustain SOCE: STIM1 that 
acts as the calcium sensor in the endoplasmic reticulum (ER) and Orai1 
responsible for calcium influx upon depletion of ER. There are many studies 
indicating that SOCE is modulated by the cholesterol content of the plasma 
membrane (PM). However, a myriad of questions remains unanswered concerning 
the precise molecular mechanism by which cholesterol modulates SOCE. 

In the present study we found that reducing PM cholesterol results in the 
internalization of Orai1 channels, which can be prevented by overexpressing 
caveolin 1 (Cav1). Furthermore, Cav1 and Orai1 associate upon SOCE activation 
as revealed by FRET and coimmunoprecipitation assays. The effects of reducing 
cholesterol were not limited to an increased rate of Orai1 internalization, but also, 
affects the lateral movement of Orai1, inducing movement in a linear pattern 
(unobstructed diffusion) opposite to basal cholesterol conditions were most of 
Orai1 channels moves in a confined space, as assessed by Fluorescence 
Correlation Spectroscopy, Cav1 overexpression inhibited these alterations 
maintaining Orai1 into a confined and partially confined movement, also we 
showed that SOCE activation inhibited the alterations to the diffusion of Orai1. 

These results not only highlight the complex effect of cholesterol regulation on 
SOCE, but also indicate a direct regulatory effect on Orai1 localization and 
compartmentalization by this lipid. 
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1. Introducción 

El ión calcio (Ca2+) desempeña un importante papel en la regulación de diversas 

actividades celulares que van desde la proliferación celular, hasta la apoptosis; 

estas actividades requieren de diferentes mecanismos para generar señales de 

calcio [1,2]. Las células tienen acceso a dos fuentes de calcio: una externa y una 

interna que se encuentra almacenada dentro de organelos como el RE y la 

mitocondria; la concentración de calcio en estos organelos se encuentra entre 100 

y 800 µM. [1]. La concentración de calcio al exterior de la célula es 6 órdenes de 

magnitud mayor (1.8 mM) a la concentración de este ion en el citoplasma (~20 

nM). Para mantener esta diferencia de concentración son necesarias diferentes 

estrategias que involucran proteínas amortiguadoras, transportadoras, 

contransportadoras, bombas y canales ionicos. 

1.1 El calcio es un segundo mensajero “universal” 

Hace más de 100 años Ringer y colaboradores demostraron que es indispensable 

la presencia de Ca2+ en el líquido de perfusión para la contracción normal del 

corazón de rana [3]. En 1960, Ebashi y Lipman descubrieron en células 

musculares el sitio de almacenaje de Ca2+, al cual denominaron retículo 

sarcoplásmico [4]. Después, se demostró la existencia de proteínas de unión a 

Ca2+ en una gran variedad de células, muchas de ellas con cambios en sus 

actividades en función de la concentración de este ión. Estas proteínas actúan 

como intermediarias entre el calcio y diversos fenómenos celulares. Estos 

hallazgos elucidaron la función del Ca2+ en la fisiología celular  [5].  

Hoy en día, sabemos que los cambios en la concentración de Ca2+ intracelular 

modulan la mayoría de los procesos celulares, entre ellos la exocitosis, la 

activación de células del sistema inmune, muerte apoptótica, la división celular, 

expresión de genes, entre otros muchos procesos celulares [6–9].  

En la mayoría de las células, la activación de la entrada de Ca2+ desde el medio 

extracelular al citosol, es uno de los primeros pasos de señalización. Desde ahí 

puede difundir al núcleo o bien ser secuestrado en la mitocondria o en el retículo 

endoplásmico (RE). La concentración de Ca2+ dentro de las células está regulada 
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por múltiples eventos que pueden ser divididos en procesos de elevación o 

remoción, dependiendo del efecto (aumento o disminución) que tiene sobre la 

concentración de Ca2+. Los procesos de elevación de calcio incluyen canales 

localizados en la membrana plasmática que regulan la entrada de Ca2+ desde el 

espacio extracelular. Los mecanismos de remoción de calcio son utilizados para 

disminuir Ca2+ del espacio citosólico e incluyen ATPasas de Ca2+ en la membrana 

plasmática (Plasma Membrane Calcium ATPase, PMCA) y en la membrana del 

RE (Sarcoplasmic/Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase, SERCA), así como 

intercambiadores que usan gradientes de otros iones para proveer de energía al 

transporte de Ca2+ fuera de la célula [5,6] [10].  

1.2  La entrada de calcio operada por vaciamiento (SOCE) 

Aunque muchos procesos celulares requieren la liberación de calcio desde las 

reservas intracelulares, la entrada de calcio desde el espacio extracelular es 

esencial para el mantenimiento de diversas respuestas fisiológicas. La entrada de 

calcio mediada por vaciamiento o SOCE por sus siglas en inglés Store Operated 

Calcium Entry, es un mecanismo único para la entrada de calcio pues involucra 

diversos canales y proteínas celulares trabajando de forma conjunta [11].  

El concepto de SOCE fue introducido hace casi tres décadas [12,13]. Éste es uno 

de los mecanismos que contribuyen mayoritariamente al influjo de calcio y está 

regulado por el estado de llenado de los almacenes intracelulares de Ca2+ 

(esencialmente el RE) [13–16]. La SOCE no es solamente esencial para rellenar el 

RE, sino que contribuye de forma fundamental a la regulación fina de diversos 

procesos biológicos [17–19]. Entre otros ejemplos, en el sistema inmunológico 

donde la entrada de calcio por esta vía activa a calcineurina, una fosfatasa 

dependiente de calmodulina que defosforila al factor de transcripción NFAT 

provocando su translocación desde el citoplasma al núcleo aumentado la 

transcripción de los genes que codifican para la expresión de diversas citocinas, 

que incluyen interleucinas IL-2, IL-4 e interferón [20–23]. 
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El Ca2+ contenido en el RE se fuga continuamente hacia el citosol (debido al 

gradiente de concentración) y es llevado de regreso al RE mediante la actividad de 

la ATPasa de calcio del retículo endoplásmico (SERCA), evitando de esta manera 

que el RE se vacíe y que la concentración de Ca2+ en el citosol aumente a niveles 

tóxicos. Cuando ocurre una estimulación mediada por agonistas se generan 

segundos mensajeros que inducen la salida de Ca2+ y eventualmente se vacía de 

este ión el RE. La disminución de calcio dentro del lumen del RE se comunica a la 

membrana plasmática, donde residen los canales operados por liberación de 

calcio (“Calcium Release Activated Channels”, CRAC) y comienza la entrada de 

Ca2+ desde el espacio extracelular [7,24–29].  

La identidad de la SOCE se ha asociado a un grupo de canales permeables a 

Ca2+ con diferentes propiedades biofísicas especificas [30–32]. Dentro de estos 

canales iónicos, los mejor caracterizados son los CRAC; la caracterización 

biofísica de estos canales revela una alta selectividad por Ca2+. En 2005 y 2006, 

respectivamente, las dos piezas claves de la SOCE, STIM1 y Orai1 (Fig.1), fueron 

identificados como suficientes para reconstituir corrientes de tipo CRAC [8,31,32].   
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Figura.1 Principales componentes de la SOCE. El canal Orai1 (rosa) ubicado en la 
membrana plasmática, el sensor de calcio STIM1 (morado) que se localiza en la 

membrana del Retículo Endoplásmico. 

1.2.1 STIM1 

La señal que comunica el vaciamiento del RE a la membrana plasmática es un 

evento clave en la SOCE, diversos trabajos de investigación esclarecieron el 

mecanismo que comunica el vaciamiento de calcio del RE a la membrana fue 

esclarecido. La proteína de interacción estromal (“Stromal Interacting Molecule 1”, 

STIM1) ha sido identificada como el sensor responsable de la comunicación del 

vaciamiento del RE a la membrana plasmática [7,32,33]. La proteína STIM1 fue 

identificada por su habilidad para conferir adherencia de pre-linfocitos B a células 

del estroma, y por este motivo originalmente fue nombrada SIM (Stromal 

Interacting Molecule) [34], después se renombró como  STIM1 aduciendo a su 

función de proteína estimuladora del flujo de calcio a través de la membrana 

plasmática [35]. 

STIM1 es una proteína transmembranal tipo I que se ancla a la membrana del RE 

mediante un único segmento transmembranal (Fig.2). Su participación en la SOCE 

fue descubierta mediante una estrategia de silenciamiento de 2000 genes en 

células S2 de Drosophila. Una vez silenciados estos genes, se evaluó el efecto de 

este silenciamiento en la SOCE [32]. 

A 
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Figura 2. Proteína multidominio STIM1. A. Reside en lumen de retículo endoplasmico: 
mano EF (EF-hand), región de oligomerizacion (SAM), en citoplasma: región 
superenrollada (CC1-3) y que junto con ERM contiene la secuencia de activación de 
Orai1. B. La región superenrollada cambia de conformación y se une a Orai1 formando 
agregados de STIM1 y Orai1. Poly (k): región polibásica, SOAR: región de activación 
STIM-Orai, ER: endoplasmic reticulum, PM: membrana plasmática. 

 

STIM tiene dos homólogos en mamíferos; STIM1 y STIM2 [27,36], ambas 

proteínas son de tipo I con un solo un segmento transmembranal, con el extremo 

amino en el lumen del RE y el extremo carboxilo en el citoplasma, poseen 54 % de 

identidad, tienen un peso molecular de 77 y 84 kDa respectivamente. El 

silenciamiento de STIM1 demostró que su ausencia es suficiente para abatir la 

entrada de calcio mediada por SOCE [37]. Se piensa que STIM2 juega un papel 

regulador de los niveles de calcio dentro del RE y que actúa en respuesta a 

cambios de concentración en un rango de 200 µM, mientras que STIM1 activa la 

SOCE en respuesta a cambios más drásticos en la concentración de calcio, es 

decir, cuando la concentración de este ión disminuye 500 µM [38].  

B 
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STIM1 censa los cambios en concentración de Ca2+ al interior de RE mediante su 

extremo amino terminal el cual está localizado en el lumen del RE. En este 

extremo se encuentra un dominio de unión a calcio similar al encontrado en otras 

proteínas que se asocian a calcio de manera selectiva, como la calmodulina. Este 

dominio ha recibido el nombre de mano EF, por su estructura cristalográfica, la 

cual recuerda a una mano con los dedos meñique, anular y medio doblados hacia 

la palma de la mano, mientras que el pulgar e índice se mantienen extendidos  

[39].  

El Ca2+ se disocia de la mano EF de STIM1 cuando ocurre el vaciamiento del RE, 

es decir, cuando la concentración de este ión se encuentra por debajo de 400 µM, 

esta disociación induce la formación de agregados de STIM1 mediante el dominio 

SAM, formando estructuras denominadas punctas cerca de la membrana 

plasmática. Estas estructuras se translocan hacia la membrana plasmática donde 

interactúan con una proteína membranal de cuatro segmentos transmembranales, 

conocida como Orai1.  La formación del complejo STIM1 y Orai1 permite el paso 

de Ca2+ del espacio extracelular para el llenado de los almacenes intracelulares de 

Ca2+ [11]. Así, orai1 es el canal encargado de permitir la entrada de Ca2+ desde el 

medio extracelular mediante su activación a través de STIM1. 

La proteína STIM1 posee distintos dominios con diferentes funciones, el amino 

terminal posee mano EF que es responsable de censar el vaciamiento de calcio 

del RE ([Ca2+]<300 µM) y un dominio SAM (Sterile Alpha Motif) el cual parece 

estar relacionado con la oligomerización que ocurre después del vaciamiento del 

RE (formación de punctas). Estos dominios residen en el lumen de RE, la porción 

citoplásmica de STIM1 está compuesta por un dominio ERM (interacción con 

microfilamentos), el cual parece estar relacionado con la asociación de STIM1 a 

canales TRPC (transient receptor potential canonical channel) y un dominio rico en 

Ser/Pro, asociado a la interacción con la proteína EB1 (End-binding 1), una 

proteína de unión a microtúbulos. En estudios recientes se demostró que STIM1 

se mueve a lo largo del RE hasta que este se vacía lo que induce su disociación 
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de EB1 y su translocación hacia la membrana plasmática donde se oligomeriza y 

reorganiza formando punctas  [7,8,11,40].  

La región citosólica de STIM1 consta de tres dominios de hélices super enrolladas 

(coiled-coil).  La región comprendida entre las hélices 2 (CC2) y 3 (CC3) se 

conoce como SOAR (STIM-Orai activating region), que es el fragmento mínimo de 

STIM1 requerido para la activación de Orai1 [40–42]. La primera hélice (CC1) 

interactúa directamente con CC2 para evitar el despliegue de SOAR, por lo que se 

le conoce como región inhibitoria (HI) [35,42]. 

1.2.2 Orai 1 

La proteína Orai1 también conocida como CRACM1 es uno de los primeros 

miembros de una familia de canales, que no se relacionan estructuralmente con 

otros canales de calcio [43], diversas investigaciones identifican a este canal como 

responsable de la entrada de calcio activada por vaciamiento. Fue descubierto 

mediante estudios genéticos funcionales usando RNA de interferencia en células 

S2 de Drosophila y mediante el análisis de polimorfismos de un solo nucleótido en 

pacientes con síndrome de inmunodeficiencia combinada severa (“Severe 

Combined Immune Deficiency”, SCID) [28,31]. Estos pacientes presentan un 

defecto en la función de canales CRAC  [8,44].  

En mamíferos la familia de canales Orai consta de tres proteínas homologas  

miembros (Orai1-3) cada uno de los tres miembros tiene un amino terminal 

citosólico, cuatro segmentos transmembranales unidos por dos bucles 

extracelulares y otro bucle intracelular, el extremo carboxilo terminal es citosólico  

[33,45,46]. Los tres miembros de la familia forman canales altamente selectivos a 

calcio [47,48] pero con cinéticas de activación e inactivación distintas. Las 

proteínas de la familia Orai pueden formar heteromultímeros de Orai1 y Orai3 que 

forman canales activados por ácido araquidónico o por leucotrieno C4 [49,50], sin 

embargo los canales activados por el vaciamiento de calcio del RE son 

obligadamente homooligomeros de Orai1 [27].    

Orai1 se localiza en la membrana plasmática y funciona como un canal selectivo a 

Ca2+, tiene 4 segmentos transmembranales (TM1-4) con los extremos amino y 
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carboxilo terminal en el espacio intracelular, Figura 3. Recientemente se obtuvo la 

estructura cristalográfica del canal, demostrandose que es un hexámero [51,52].  

Cuando ocurre el vaciamiento del RE, STIM1 y Orai1 forman agregados 

macromoleculares, los cuales son necesarios para inducir la activación del flujo de 

calcio al interior de la célula. Otros elementos de estos macrocomplejos 

moleculares incluyen a SERCA y la proteína de unión a microtúbulos distales 

(“Microtubule End Binding Protein”, EB1) , además de lípidos como el colesterol, 

entre otros [7,53,54]. 

La sobreexpresión de STIM1 y Orai1 permite que estas dos proteínas se acoplen 

cuando ocurre el vaciamiento del RE, lo cual resulta en corrientes con propiedades 

biofísicas y farmacológicas similares a corrientes CRAC endógenas  [8].  

 

Figura 3. El canal operado por vaciamiento Orai1, posee cuatro cruces transmembranales 
(TM1-4), los extremos amino y carboxilo se encuentran en la región citoplásmica, el 
dominio ETON (extended TM1 N-terminal).  

 

1.3  ¿Cómo se regulan respuestas distintas a la elevación de Ca2+ 

intracelular? 

Aún no se sabe con certeza cómo en procesos regulados por la elevación de Ca2+ 

intracelular y esencialmente opuestos como la apoptosis y proliferación, la célula o 

tejido responde de manera específica. La diferencia en concentración de calcio 

puede ser clave para la discriminación de señales correspondientes a diferentes 

eventos celulares mediados por la elevación de Ca2+ intracelular [5]. También se 

han descubierto cambios en la respuesta inducidos por proteínas que podrían 

estar influyendo en la manera en que estas proteínas interactúan y reconocen al 

TM3 TM4 
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calcio. Estos cambios incluyen la asociación de estas proteínas en complejos 

macromoleculares o la interacción de proteínas efectoras con lípidos [45,55–57]. 

Actualmente es ampliamente aceptado que la especificidad y exactitud de la 

ejecución de muchos de los procesos regulados por Ca2+ dependen de la 

precisión espacio/temporal de las señales de Ca2+ y de su localización [58], la cual 

puede estar restringida a microdominios membranales, como balsas lipídicas. 

Estas balsas contienen y agrupan canales permeables a Ca2+ y sus moduladores 

aislándolos del resto de la membrana plasmática y a la vez incrementando su 

densidad en microdominios de membrana, favoreciendo la interacción entre las 

proteínas ahí localizadas [30,57,59–62]. 

Así, los microdominios facilitan la comunicación celular proveyendo de un sitio 

adecuado para la agrupación de receptores y canales, además de acercar 

componentes celulares que previamente estaban aislados. La agrupación de los 

componentes de las rutas de flujo en estos dominios, permite la comunicación 

eficiente de los canales de Ca2+ con sus reguladores y efectores [57]. 

Estudios recientes demuestran que tanto Orai1, así como enzimas moduladas por 

calcio, como es el caso de la adenilato ciclasa 8 (AC8), se encuentran en balsas 

lipídicas y que la función de estas proteínas depende de su ubicación dentro de 

las mismas [7,30,55,57,59,63]. 

1.4 Fisiología de los microdominios membranales, organizadoras de señales 

El concepto inicial de balsas lipídicas (Lipid Raft Domain, LRD) es el de pequeñas 

plataformas de naturaleza lipidica embebidas en la membrana plasmática, las 

cuales funcionan como centros organizadores de señales. Actualmente, estas 

regiones de la membrana plasmática son definidas como microdominios (10-

200nm), que propician heterogeneidad lipídica en la membrana heterogéneos, 

altamente dinámicos, ricos en colesterol, PIP2 y esfingolípidos, bioquímicamente 

distintos al resto de la membrana. El enriquecimiento en estos lípidos le confiere al 

microdominio temperatura de transición diferente al del resto de la membrana y 

por lo tanto diferente nivel de organización entre lípidos incluyendo y excluyendo 
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proteínas de forma diferencial, estos dominios compartimentan procesos celulares 

como la SOCE.  

La estabilidad de estos dominios es conferida por las interacciones proteína-

proteína y/o lípido-proteína [64–67]. 

Se piensa que estas balsas están involucradas en diversos procesos celulares 

como la apoptosis, transducción de señales, infecciones virales, adhesión y 

migración celular, transmisión sináptica, organización de citoesqueleto y selección 

de proteínas en exocitosis y endocitosis [60,68]. Se sabe que muchas de estas 

funciones celulares son mediadas por señales de Ca2+, por lo que se ha propuesto 

que las balsas lipídicas regulan estos procesos facilitando el enriquecimiento de 

proteínas clave señalizadoras de Ca2+ y controlando interacciones críticas entre 

las proteínas requeridas para generar, modular y regular señalización mediada por  

Ca2+  [7,69].  

En estos dominios se ha encontrado que contienen proteínas de la SOCE como 

Orai1 y STIM1 [7,57,63]. Por otro lado nuestro grupo demostró que un mismo 

canal se acopla a mecanismos de activación diferentes, dependiendo de si se 

encuentra dentro o fuera de balsas lipídicas [70].  

Las caveolas son un tipo de balsa membranal en forma de botella/omega (Fig. 

4A), a diferencia de otros tipos de balsas membranales (Fig. 4B). Las caveolas 

tienen un tamaño aproximado de 50-100 nm, son ricas en colesterol y fosfolípidos 

(PtdSer  y el fosfoinositido fosfatidilinositol (4,5)-difosfato [PtdIns(4,5)P2]) [71]. 

Estas estructuras se presentan en distintos tipos celulares y se sabe que 

compartimentan numerosos procesos de señalización.  Estos microdominios 

contienen en su estructura caveolina (FIg. 4C) de la cual existen tres isoformas 

(Cav 1-3) [60,72]. 
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Figura 4. Balsas lipídicas planas y caveolae, la caveolina 1 principal componente de 
caveolae (gris). A. Caveola, B. balsa lipidica plana, C. aumento de una región de la 
caveola donde se muestra la caveolina 1. Modificado de Simons y col.  

Las caveolinas delinean la membrana plasmática brindando estabilidad a las 

invaginaciones y tiene un peso molecular aproximado de 21-24k Da (Fig.4). 

Poseen una región distintiva de andamiaje (dominios conservados de interacción a 

caveolina,  82-101 aa) que es esencial para la unión con diversas proteínas de 

señalización, también se sabe que las caveolinas, específicamente caveolina 1, 

unen y transportan colesterol [72,74,75].  

Estas invaginaciones facilitan las interacciones entre proteínas, mediando la 

comunicación entre elementos membranales que de otra manera estarían 

separados. La relación entre las caveolas y la señalización por Ca2+ se sugirió 

hace más de 30 años; sin embargo, fue hasta hace poco tiempo que se obtuvieron 

las primeras evidencias directas de este fenómeno en células de músculo donde la 

sobreexpresión de caveolina aumento la concentración de Ca2+ intracelular. 

Mediante métodos inmunohistoquímicos se demostró la existencia de proteínas de 

unión a Ca2+ al interior de estas estructuras [57].  La hipótesis es que las 

cavidades caveolares podrían facilitar la interacción de proteínas de la membrana 
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plasmática con proteínas de membranas internas como las de la membrana de RE  

[69]. 

Diversas publicaciones relacionan caveolina 1 (Cav1) con la SOCE [56,57,74,76], 

Cav1 se expresa ampliamente en diversos tejidos y tipos celulares. Contiene una 

región de andamiaje (82-101 aa) que regula la interacción con diversas proteínas 

de señalización, también tiene una región de anclaje a membrana. Las proteínas 

que se han asociado a Cav1 presentan modificaciones postraduccionales como 

isoprenilaciones y acilaciones como las flotilinas o la proteína Lyn [57,66,71]. Los 

heptámeros de Cav1 interactúan con proteínas denominadas cavinas (Cavin1-4) 

para formar caveolas, se predice que estas caveolas están formadas por entre 100 

a 200 moléculas de Cav1. Existen agregados que contienen menor número de 

Cav1 (~15) que se ensamblan en la membrana para formar dominios planos más 

dinámicos que las caveolas [77]. 

Se han descrito otras regiones membranales de mayor tamaño que las balsas 

lipidicas, denominados “corrales” constituidos por “estacas y cercas” son definidos 

como regiones membranales de 40-500nm, estas regiones están formadas por 

membrana plasmática asociada a filamentos de actina (cercas) y proteínas 

transmembranales (estacas) ancladas al citoesqueleto [78]. 

 

2.  Antecedentes 

Las balsas lipídicas modulan la SOCE de formas distintas, las cuales incluyen la 

formación de agregados de STIM1 en las uniones RE-MP (membrana plasmática) 

mediante microscopia de iluminación de onda evanescente (TIRF) [7,63,70]. En el 

2011 se demostró que las balsas lipídicas son esenciales para la activación, pero 

no para el mantenimiento de la SOCE. Esto fue descubierto mediante la remoción 

de colesterol de la membrana usando β-metil ciclodextrina (MβCD), alterando de 

esta manera la composición y estabilidad de las balsas lipídicas, este efecto se 

atribuye a la inhibición de la interacción entre STIM1 y Orai1, disminuyendo la 

SOCE. Estos autores relacionan la disminución de la SOCE con la falta de 
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interacción de STIM1 y Orai1 con los lípidos presentes en las balsas lipídicas 

[55,79–81]. En 2012 Gwozdz demostró en células HEK293, que la SOCE 

endógeno inducido usando tapsigargina (TG, fármaco que bloquea de manera 

selectiva a la SERCA, induciendo de esta forma el vaciamiento del RE) disminuye 

cuando se retira el colesterol de la membrana [80]. 

La disminución de la SOCE cuando se retira colesterol de la membrana usando 

MβCD se atribuyo a un cambio de potencial de membrana, sin embargo no se 

tienen evidencias que demuestren que existe un cambio en el potencial de 

membrana [80]. 

Nuestro grupo ha demostrado mediante técnicas de microscopia como FRET y 

TIRF, que tanto el canal Orai1, como la adenilato ciclasa 8 dependiente de calcio 

se encuentran interactuando dentro de balsas lipídicas. Dicha interacción permite 

la modulación sincrónica de calcio y AMPc  [7,63]. 

Hasta el momento no se sabe cómo la baja concentración de colesterol 

membranal (previa a la activación) se asocia a la disminución del SOCE, este 

abatimiento se ha relacionado con la presencia de los componentes de esta vía al 

interior de balsas lipídicas (cuyo componente principal es el colesterol). Sin 

embargo, no se ha descrito a qué se debe esta disminución, considerándose al 

momento,  la relocalización celular del canal Orai1 (internalización), a una 

alteración en la conformación de estos canales o su interacción con lípidos, como 

el colesterol, como es el caso de algunos canales iónicos [82,83]. 

Se cuenta con antecedentes de estas dos posibilidades, por ejemplo el cambio en 

la actividad de canales iónicos al cambiar su localización celular, como es el caso 

de los TRPC, los cuales modifican su actividad si están dentro de microdominios o 

fuera de ellos [70,84]. 

En el 2015 Yeh and Parekh describieron dominios de interacción entre Cav1 y 

Orai1, así como una regulación directa de Cav1 a la SOCE mediante sitios de 

interacción específicos de Cav1 con el complejo STIM1-Orai1 incrementando su 

actividad. Estos autores sobreexpresaron Cav1 en células HEK293 y observaron 



16 
 

un aumento en la entrada de calcio mediada por SOCE  [74]. Por otro lado se ha 

reportado que en células musculo liso de vía aérea la fracción de la membrana 

plasmática enriquecida de caveolae contiene diversas proteínas reguladoras de 

calcio como calmodulina y canales iónicos entre otras y que el silenciamiento de la 

expresión de Cav1 regula de forma negativa la SOCE [56,85].    

Así mismo, se ha demostrado que varios componentes que regulan la SOCE 

interactúan en balsas lipídicas como el complejo Orai1-STIM1 [7,57,85]. Por otro 

lado se ha reportado que alterar las balsas (mediante la remoción de colesterol), 

resulta en la pérdida de asociación de varios de estos elementos reguladores de 

SOCE como la disminución de sobrelapamiento de la señal de Orai1 y balsas 

lipidicas [7,70]. Por otro lado, se ha reportado que el movimiento de Orai1 en la 

membrana ocurre de forma no browniana, es decir que no difunde libremente en la 

membrana plasmática sino que se mueve de forma anómala limitado por regiones 

membranales [86].  

 

Al principio del doctorado, por medio de técnicas de microscopia confocal, 

demostré que el canal Orai1 sufre una relocalización, cambiando de la membrana 

al citoplasma, mediante endocitosis en respuesta a la reducción de colesterol 

membranal (tratamiento con MβCD). Estos datos se presentarán en la sección de 

resultados y junto con los antecedentes presentados en la introducción me 

permiten postular las siguientes tres hipótesis de trabajo: 

 

3. Hipótesis  

1) La disminución del colesterol membranal induce la internalización del canal 

Orai1.  

2) La internalización del canal Orai1 desacopla a este último de STIM1, lo que 

impide que el vaciamiento de RE induzca la entrada de calcio (SOCE). 

3) La disminución de colesterol membranal induce cambios en la velocidad de 

difusión de Orai1 en la membrana plasmatica.  
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4. Justificación  

La SOCE tiene una gran importancia en la mayoría de células eucariontes ya que 

asegura el oportuno llenado de los almacenes de calcio intracelular, el cual es 

necesario para mantener funcional a la célula. La SOCE disfuncional se ha 

relacionado con diferentes tipos de patologías humanas como inmunodeficiencia 

primaria, distrofia de Duchenne, neurofibromatosis, cáncer y enfermedades 

neurodegenerativas, la inmunodeficiencia combinada severa (SCID), pancreatitis 

aguda y Alzheimer  [18]. También se ha asociado con el desarrollo de afecciones 

como la hipertrofia cardiaca  [44].  

Por otro lado, el colesterol además de ser un componente esencial de membranas 

de la mayoría de los eucariontes, en donde se distribuye de manera ordenada, es 

hoy en día un grave problema de salud pública cuando sus niveles en suero 

sanguíneo son demasiado elevados [87]. Actualmente se estima que alrededor del 

43% de la población estadounidense mayor de 20 años tiene una concentración 

igual o mayor a 200mg/dL (se consideran niveles de riesgo a partir de esta cifra) 

[88]. Una concentración alta de colesterol está asociada con enfermedades 

cardiacas como arterosclerosis, hipertensión, accidentes cerebrovasculares, etc. 

Se sabe que una baja concentración de colesterol abate la SOCE, sin embargo, se 

desconocen los mecanismos que ocasionan este decremento, así como los 

efectos de altas concentraciones de colesterol en la SOCE [55,80]. 

 

5. Objetivo general  

Evaluar los efectos de la disminución de colesterol membranal en la movilidad en 

la membrana y localización del canal de calcio Orai1, su activador STIM1, así 

como su repercusión en la SOCE.  

5.1 Objetivos particulares 

• Evaluar el efecto de la disminución de colesterol membranal en la función 

de la SOCE 
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• Disminuir los niveles de colesterol de la membrana celular y analizar el 

efecto en la movilidad en la membrana y localización de la proteína Orai1 

 

• Evaluar el efecto de la disminución de colesterol membranal en la 

interacción entre Orai1 y dominios membranales ricos en colesterol 

6. Metodología 

6.1 Cultivo celular y transfecciones 

Se usaron células HEK293 (Human Embryonic Kidney 293), cultivadas en medio 

DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 50 µg/ml de una mezcla de 

penicilina/estreptomicina y mantenidas a 37 °C en una atmosfera húmeda con 5 % 

de CO2. 

Las transfecciones transitorias se hicieron usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante, las células fueron sembradas al 

80 % de confluencia. Se transfectaron los plásmidos mCherry/GFP-Orai1, que fue 

un generoso regalo de S. Muallem, c-Myc-Orai1, Cav1-GFP y Kaede fueron 

comprados en Addgene. La expresión de todos los genes estuvo bajo el promotor 

CMV (citomegalovirus).  

6.2 Manipulación y cuantificación de colesterol  

Las células se lavaron dos veces usando solución Krebs-Ringer sin calcio (119 

mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1 mM NaH2PO4, 1.3 mM MgCl2, 20 mM HEPES, 11 mM 

glucosa y se ajusto el pH a 7.4 con NaOH). Para todos los experimentos la 

remoción de colesterol se hizo incubando las células durante 40 min en una 

solución 10mM de β-Methyl Cyclodextrin, MβCD (Invitrogen) a temperatura 

ambiente (TA). Para los experimentos en donde se recargaron las células con 

colesterol, primero se trataron con MβCD 10 mM durante 40 min TA, 

posteriormente se incubaron con 10 mM de MβCD cargada con colesterol, 40 mg 

de colesterol/gr (Sigma-Aldrich) durante 40 min a TA. Los controles de cada grupo 

se incubaron solamente con el vehículo de MβCD y MβCD cargada con colesterol 

(solución Krebs-Ringer sin calcio), 40 min a TA.  
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Las células fueron lisadas usando una solución de Tritón 10 % y SDS 1 % y coctel 

inhibidor de proteasas (Roche) en PBS. La mitad del volumen se utilizó para 

cuantificar la concentración de proteína total usando el kit de BCA (Thermo), la 

otra mitad se usó para cuantificar el contenido de colesterol usando Amplex® Red 

cholesterol assay kit (Molecular Probes) de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante y analizadas en un lector de placas Synergy Mx (BioTek Instruments, 

Inc).  

 

6.3 Mediciones de calcio  

Las células fueron sembradas en cubreobjetos redondos de 25 mm 24 h antes de 

la transfección. Las células fueron lavadas una vez con solución Krebs-Ringer libre 

de calcio, después se incubaron durante 30 min a 27 °C en una solución de 

FLUO4-AM 2 µM (Molecular Probes). Al finalizar esta incubación, las células se 

lavaron con solución Krebs-Ringer y se incubaron 15 min a TA. A partir de ese 

momento las células se mantuvieron en solución Krebs-Ringer libre de calcio y con 

EGTA agregado (500 µM) y en obscuridad. 

Una vez que el experimento comenzó el retículo endoplásmico se vació usando 

tapsigargina (TG) a una concentración final de 5 µM (Fig.6A, primer pico), al 

minuto 7 se añadió una solución de calcio a una concentración final de 1.8 mM 

(Fig.6A, segundo pico). Las dinámicas de calcio se midieron en células 

individuales (alrededor de 20 por cubreobjetos) utilizando un microscopio 

Olympus® IX81 confocal invertido equipado con un objetivo 40x de inmersión en 

aceite, NA 1.30, un sistema de iluminación MT-20, filtro de excitación 484/25, y 

filtro de emisión 520nm/40 y una cámara EMCCD iXon-897 (Andor Technology 

South Windsor, CT, USA). Las imágenes adquiridas fueron analizadas usando el 

software del microscopio Olympus Cell^R. 
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6.4 Internalización de Orai1 

 6.4.1 Microscopia confocal 

 

Los experimentos de internalización de Orai1-mCherry se hicieron usando un 

microscopio confocal Olympus® Fluoview FV10i, equipado con un objetivo 60x NA 

1.35 de inmersión en aceite. Las imágenes fueron analizadas usando el software 

del microscopio, FV10ASW.  

Las células se sembraron en cubreobjetos redondos de 25 mm y se transfectaron 

usando mCherry-Orai1; las mediciones se hicieron 48 h después de la 

transfección. Después de colocar la muestra en el microscopio, añadimos 

aglutinina de trigo (WGA) conjugada con Alexa Fluor 488 Fluor® (Thermo Fisher 

scientific) a una concentración final de 5 µg/ml, WGA se une de manera selectiva a 

residuos de N-acetilglucosamina y acido N-acetilneuramínico presentes en la 

membrana plasmática. Este compuesto fue usado como marcador de la 

membrana plasmática, no se internaliza cuando se disminuye el colesterol 

membranal o después de 60 min en condiciones basales.   

Primero se adquirió toda la célula en rebanadas ópticas en el eje z, estas 

imágenes representan el grupo basal, después se colocó una solución de MβCD a 

una concentración final de 10 mM, se incubó 45 min a TA. Posteriormente la 

misma célula se adquirió en z, estas imágenes representan el grupo con bajo 

colesterol membranal (MβCD).   

6.4.2 Microscopia de iluminación de un solo plano (Single Plane Illumination 

Microscopy, SPIM). 

Todas las mediciones fueron hechas usando microscopio Olympus® IX71 con una 

iluminación selectiva inclinada y una cámara Photometrics Evolve, las imágenes 

fueron adquiridas a una velocidad de 100 cuadros/s con un tamaño de pixel de 

142 nm. Las células se sembraron en tiras de vidrio previo a la transfección con 

GFP-Orai1 para permitir las observaciones. Las células se incubaron con una 

solución de MβCD 10 mM, 40 min a TA o incubadas en Krebs-Ringer con calcio 

(1.8 mM) 40 min en TA. Se tomaron fotos en el mismo plano de z en periodos 
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determinados de tiempo a una velocidad de 100 cuadros/s. Las imágenes fueron 

analizadas usando Image J, se marcó una región de interés (ROI) delimitando el 

citoplasma y se midió la fluorescencia promedio de 3 puntos en el tiempo. 

6.4.3 Determinación de la internalización de Orai1 mediante cuantificación de 

Orai1 presente en la membrana 

Se utilizaron células HEK293 tratadas o no con MβCD, a continuación, se 

marcaron las proteínas presentes en la membrana celular usando el kit de 

biotinilacion de Pierce, “Cell surface protein isolation kit”, cat 89881, con algunas 

modificaciones al protocolo. Brevemente, las proteínas de membrana son 

marcadas con biotina, después las células son lisadas usando un detergente 

suave y las proteínas marcadas son aisladas usando avidina acoplada a perlas de 

agarosa. Las proteínas aisladas son eluídas usando solución Laemli con DTT. 

Como paso previo al aislamiento de proteínas marcadas con biotina, la 

concentración de Orai1 en el lisado total de cada grupo se cuantificó mediante WB 

(normalización). Después de esta cuantificación, cantidades iguales de Orai1 

contenida en lisados totales se incubó con la resina acoplada a avidina para aislar 

las proteínas marcadas previamente. Se identificó la concentración de Orai1 

marcado por medio de WB utilizando un anticuerpo específico para Orai1 (Abcam, 

ab59330) o bien un anticuerpo anti GFP (Clontech, 632592). 

6.5 Identificación de proteínas mediante Western Blot 

Se usaron geles de acrilamida al 12 %, se corrieron a 75 V hasta que la muestra 

abandonaba el concentrador, después se subío a 90 V hasta que salío el frente de 

corrida. La transferencia se realizó utilizando membranas de nitrocelulosa en 

cámara húmeda a 120 V durante 1 h y 20 min. Las membranas se bloquearon 30 

min usando leche descremada al 10 % en TBS, después se incubaban con el 

anticuerpo primario ON en agitación a 4C°. Al día siguiente se realizaron 6 lavados 

de 10 min en agitación a 4C°, después de los lavados las membranas se 

incubaron con el anticuerpo secundario disuelto en una solución de leche 

descremada al 0.5% en TBS durante 2 h a temperatura ambiente en agitación, 

seguida de 6 lavados de 10 min con TBS. Las membranas se revelaron usando C-
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Digit Blot scanner (LI-COR) y se analizaron las bandas usando el software del 

analizador, Image Studio. 

6.6 Ensayos de medición de transferencia de energía (Förster resonance 

Energy Transfer, FRET) 

Las células se sembraron en cubreobjetos redondos de 25mm y se 

cotransfectaron con Cav1-GFP y mCherry-Orai1.  

6.6.1 FRET en modalidad emisión sensibilizada 

Las imágenes se tomaron usando un microscopio invertido IX81 Olympus® 

equipado con un objetivo 60X 1.42 NA y un sistema de iluminación MT-20 y una  

cámara EMCCD iXon-897 (Andor Technology South Windsor, CT, USA).  

Los experimentos de FRET consisten de imágenes en crudo en tres canales, 

canal D (GFP) con excitación a 470nm y recolectando la emisión a 520nm con un 

bandpass de 40nm, canal A (mCHerry) con excitación a 520nm y emisión 

colectada a 605nm con un bandpass de 70nm y un canal de FRET que consiste 

de excitación en 470nm y emisión colectada en 605nm con bandpass de 70. 

La eficiencia aparente de FRET (Eapp) fue calculada usando las imágenes sin 

tratar. Primero se calculó el sangrado espectral (SBT) para el donador y el 

aceptor, usando imágenes de células expresando el donador o el aceptor con los 

tres Canals D, A y F. El SBT fue calculado usando la relación de la señal de los 

canales F y D (Fd/Dd) de células transfectadas solamente con Cav1-GFP, para 

células transfectadas con mCHerry-Orai1 el SBT se calculó usando los canales F 

y A (Fa/Aa). 

Se calculó un FRET en bruto sustrayendo el SBT calculado al donador y aceptor al 

canal de FRET (Fda) de células cotransfectadas. Estos valores de FRET se 

normalizaron (NFRET) usando la señal del canal del donador (Dda) para eliminar 

variaciones dependientes del nivel de expresión. Finalmente, Eapp se calculó 

usando la relación de NFRET entre NFRET mas el factor G. Usamos un valor de 

G de 1.0. Todas las imágenes fueron analizadas pixel por pixel utilizando Image J 

con instrucciones hechas expresamente para este análisis. Para eliminar 

artefactos provenientes de la sobreexpresión de proteínas, usamos solamente 
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imágenes que cumplieran con una relación de 1.0 ± 0.3 entre la señal del donador 

y del aceptor (Dda/Ada)=1.0± 0. 

6.7 Determinación de la interacción entre Orai1 y Cav1 mediante 

coinmunoprecipitacion (CoIP) 

Se usaron células HEK293 cotransfectadas con GFP-Cav1 y c-Myc Orai1. Se 

utilizó el protocolo de Pankow et al [89] con algunas modificaciones. Las células 

fueron lavadas 2 veces con PBS a temperatura ambiente, después se lisaron 

utilizando solución de lisis TNI frio con inhibidor de proteasas y 0.5 % de Igepal, 

1.5 ml por cada 15 cm2 de placa de cultivo, la reacción se incubó en agitación, 30 

min a 4°C, las células se rasparon de la placa de cultivo y se sonicaron usando un 

sonicador de baño frío, a 55kHz durante 3 min. Las muestras se centrifugaron 

durante 40 min, a 4 °C y 18000 x g,  el sobrenadante se incubo con el anticuerpo 

anti c-myc (Thermo Fisher Scientific MA1-21316), previamente acoplado a la 

resina, ON, en agitación a 4°C. La reacción se centrifugó durante 5 min, 500x g a 

4°C. Se desechó el sobrenadante y las perlas se lavaron 3 veces con 100ul de 

solución de lisis TNI, centrifugando 3 min a 500 x g, 4 °C, se retiró el sobrenadante 

y las perlas de congelaron ON a -80°C. Las proteínas se eluyeron usando solución 

de elución (0.2 M glicina, pH 2.3/0.5 % Igepal) en una proporción 4:10, respecto a 

las perlas, incubando 30 min a 37°C, 2 veces. Los volúmenes se juntaron y se les 

añadió Tris pH 8 en una proporción 1:1. Se identificaron las proteínas mediante 

WB utilizando el anticuerpo anti c-myc y el anticuerpo anti Cav1 (Abcam ,ab2910). 

6.8 Análisis de los efectos de bajos niveles de colesterol membranal en la 

dinámica de Orai1  

6.8.1 Espectroscopia de correlación espacio-temporal (iMSD) 

Se hicieron análisis de image mean square displacement (iMSD) en células 

HEK293 transfectadas con Orai1-dsRed/GFP adquiriendo las imagenes en modo 

TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) en condiciones basales de colesterol 

(sin tratamiento con MβCD) y en células con bajos niveles de colesterol 

(tratamiento con MβCD) con SOCE activado (usando TG, 5µM) y sin activar. 

Previo a la adquisición de la secuencia de imágenes las células fueron tratadas 

para remover el colesterol membranal (MβCD 10mM), en el caso de las células 
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con SOCE activado, las células se lavaron 2 veces con Krebs-Ringer sin calcio y 

se incubaron 5min con una solución conteniendo TG al 5 µM en Krebs-Ringer sin 

calcio.  

A continuación, se obtuvieron secuencias de imágenes de la membrana de células 

transfectadas con las proteínas fluorescentes aproximadamente 1500 cuadros, 

50cuadros/s, tamaño de pixel: 1x0.18, 2x0.36. 

En esta secuencia de imágenes la función de autocorrelación espacio-temporal de 

las fluctuaciones de fluorescencia en cada pixel y se calcula usando incrementos 

espaciales y temporales. El incremento mínimo está definido por el tamaño del 

pixel y el tiempo de adquisición entre cada imagen (delay time) [90–93]. La Figura 

5 muestra ejemplos de las curvas obtenidas. 

A 
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Figura 5. Espectroscopia de correlación espacio-temporal (iMSD) A. Ejemplos de curvas 
obtenidas mediante iMSD, B. Imagen representativa de distribución de los modelos de 
difusión y tamaño del agregado en la membrana de células sobreexpresando mCherry-
Orai1. 0: movimiento dirigido, 1: movimiento al azar, 2: movimiento confinado, 
3:movimiento dentro y fuera de confinamiento. 

 

Nótese que el modelo 3 siempre será mejor que el modelo 1 y 2 ya que incluye a 

estos últimos. Así que se presenta el problema de ordenar y estimar que modelo 

es mejor con respecto del otro, para este propósito se usa el coeficiente de 

correlación del ajuste. Se comienza con el modelo de difusión, el cual se asume 

por default, si el modelo confinado arroja un mejor valor de correlación (el más 

alto) por lo menos 0.001, se acepta el modelo confinado de difusión, entonces el 

modelo completo (combinado) se prueba, este modelo es aceptado si el valor de 

la correlación es mejor por al menos 0.001 [93]. De este análisis se obtienen los 

siguientes parámetros: 

a) Modelo de difusión 

b) Tamaño del confinamiento 

c) Tamaño de la partícula  

B 

 

Modelo de difusión 
Tamaño del agregado de 

difusión (   ) 
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Estos valores fueron calculados utilizando el promedio de los distintos campos 

analizados por célula, según los mapas obtenidos (Fig. 5B). 

 

6. 9 Análisis de datos 

Los datos obtenidos fueron analizados usando una prueba t de Student, de dos 

colas, no pareada (GraphPad Prism, GraphPad Soſtware Inc). Los datos se 

presentan como promedio ± desviación estándar. La significacia se representa de 

la siguiente manera: ***p < 0.001,**p < 0.01 o *p < 0.05. 

7. Resultados  

Existen evidencias indicando que la SOCE disminuye en condiciones de bajo 

colesterol membranal, cuando la remoción de colesterol se hace previo a la 

activación de la SOCE [55,79,80]. Para confirmar estos resultados se realizaron 

mediciones de calcio usando células HEK293 en condiciones basales de 

colesterol (negro), con un tratamiento previo con 10mM MβCD durante 45min 

(rojo) y con recuperación de colesterol usando MβCD cargada con colesterol  

(azul) (Fig.6A).  

 

 

Figura 6. La baja concentración de colesterol disminuye la SOCE. A. Mediciones de 
SOCE. B. Área bajo la curva de la entrada de calcio inducida por TG. Negro: células en 
condiciones basales de colesterol, rojo: células tratadas con MβCD, azul: células tratadas 

A 

 

B 
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con MβCD cargada con colesterol. n≥20 células en experimentos independientes. Barras 
de error: desviación estándar. ***p < 0.001. 

 

La disminución de colesterol reduce la entrada de calcio mediada por vaciamiento, 

como se puede observar en la figura 6B, mientras que la recarga de colesterol 

membranal recupera la SOCE.  

7.1 Orai1 se internaliza cuando la concentración de colesterol membranal es 

baja 

Un posible mecanismo para explicar los efectos de la concentración de colesterol 

en la SOCE puede ser un bajo número de canales de calcio activados por SOCE 

presentes en la membrana plasmática. La internalización de estos canales puede 

ser inducida por la baja en colesterol de la membrana como se ha reportado para 

receptores de acetilcolina [94]; decidimos explorar esta posibilidad utilizando 

microscopia de fluorescencia. 

El primer paso que tomé fue realizar mediciones de cambio de localización de 

Orai1 utilizando el microscopio confocal y células HEK293 transfectadas con 

dsRed-Orai1 (Fig.7), con una eficiencia de transfeccion del 80%. Observé un 

cambio en la localización de Orai1 al final de la incubación con MβCD (Fig. 7B).  

 

A B 
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Figura 7. Microfotografía de células HEK293 expresando dsRED-Orai1. A. Localización de 
Orai1 antes del tratamiento con MβCD B. Relocalización de Orai1 al citoplasma, después 
de 45 min de incubación con MβCD. 

  

Después de observar que Orai1 se internaliza (Fig.7) al disminuir el colesterol 

membranal, se corroboró que este efecto no fuera debido a muerte de la célula 

asociada al tratamiento, por lo que se midió viabilidad celular, los resultados de 

estas mediciones se presentan en la figura 8, las células vivas disminuyeron 

solamente 10% en comparación con las células incubadas con PBS (Fig. 8B). 

Además de medir la viabilidad celular, también se midió la cantidad de colesterol 

que se remueve de la membrana plasmática con el tratamiento con 10 mM MβCD 

(Fig.9), este tratamiento disminuye alrededor del 50% del colesterol, también se 

comparó el contenido de colesterol en células con recarga de colesterol con 

diferentes concentraciones de MβCD cargada con colesterol (5, 10 y 15 mM), este 

tratamiento aumentá la concentración del colesterol celular. 

 

A 

 



29 
 

B  

 

Figura 8. Cuantificación de viabilidad celular. A. de arriba abajo: EtOH, células tratadas 
con etanol, PBS, células tratadas con PBS, células tratadas 45min con una solución 
10mM de MβCD B. porcentaje de células vivas o muertas. Células muertas (rojo), células 
vivas (verde). n≥5 experimentos independientes. Barras de error: desviación estándar. p < 
0.001 o *p < 0.05. 

 

 

Figura 9. Cuantificación de colesterol en 
células HEK293 con colesterol basal 

(negro) y después del tratamiento 
durante 45min con 10mM MβCD (rojo). 

n=5 experimentos independientes. Barras 
de error: desviación estándar. p < 

0.001,**p < 0.01 o *p < 0.05. 

 

 

 

Una vez que se confirmó que los efectos de la disminución de colesterol en la 

relocalización de Orai1 no se debían a la muerte de las células, el siguiente paso 

fue confirmar que las mediciones de Orai1 relocalizado se hicieran solamente en 

el citoplasma de las células, para lo cual, usamos un marcador especifico de 

membrana plasmática (Alexa fluor 488).  

Este marcador se une solamente a la membrana plasmática y no se internaliza 

después del tratamiento con MβCD, de esta manera el ROI para medir la 

internalización de Orai1 se dibujó evitando las zonas marcadas como membrana 
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plasmática (Fig.10). Se confirmó la relocalización citosólica de la proteína dsRED-

Orai1 a bajas concentraciones de colesterol membranal, lo que podría asociarse  a 

la disminución de la SOCE en condiciones de bajo colesterol membranal.  

        

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C 

 

B 
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Figura 10. Mediciones de internalización de Orai1 en condiciones de colesterol 
membranal bajo usando microscopia confocal. A. Microfotografía de células HEK293 
sobreexpresando dsRED-Orai1. Panel de arriba, células en condiciones basales de 
colesterol, paneles de abajo: células tratadas con 10mM MβCD, 45min. De izquierda a 
derecha: células con marcador de membrana (azul), células sobreexpresando dsRed-
Orai1 (rojo), merge de ambos canales. B. Mediciones de fluorescencia en citoplasma en 
células en condiciones basales (negro) y con bajo colesterol membranal (rojo). C. 
mediciones de colocalización entre Orai1 y marcador de membrana en células en 
condiciones basales (negro) y con bajo colesterol membranal (rojo). n≥20 experimentos 
independientes. Barras de error: desviación estándar. **p < 0.01  

 

Esta internalización se evaluó en células HEK293, utilizando técnicas de 

microscopia confocal. (Fig 10). 

La fluorescencia en el citoplasma en el canal de dsRed-Orai1 es 2 veces mayor en 

las células con bajos niveles de colesterol membranal (Fig.10B) comparada con la 

fluorescencia en citoplasma de las células con niveles basales de colesterol 

membranal. Además, el índice de colocalización entre la señal del marcador de 

membrana (azul) y la señal de dsRed-Orai1 disminuyó significativamente 

comparado con células en condiciones basales. 

Para asegurar que la señal de fluorescencia no tuviera interferencia de la señal 

proveniente de otros planos en z, se utilizó microscopía de iluminación en un solo 

plano (SPIM) para medir el cambio de fluorescencia en el citoplasma eliminando el 

ruido proveniente de otros planos (Fig.11). 
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Figura 11. Mediciones de internalización de Orai1 en condiciones de colesterol 
membranal bajo usando SPIM. A. Microfotografía de células HEK293 sobreexpresando 
dsRED-Orai1. Panel de arriba, células en condiciones basales de colesterol, panel de 
abajo: células tratadas con 10mM MβCD, 45min. La imagen e presenta en escala de 
intensidad de fluorescencia. B. Mediciones de fluorescencia en citoplasma en células en 
condiciones basales (negro) y con bajo colesterol membranal (rojo). n≥20 células. Barras 
de error: desviación estándar.**p < 0.01. 

 

 

La fluorescencia en el citoplasma de las células tratadas con MβCD fue 3 veces 

mayor que en las células en estado basal (Fig.11 A y B). 

Para confirmar estos resultados se marcó las proteínas membranales en células 

con y sin tratamiento de MβCD y se midió la cantidad de Orai1 endógeno (Fig.12) 

presente en la membrana de cada grupo.  

A  

 

B  
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Figura 12. La concentración membranal de Orai1 
endógeno disminuye en condiciones bajas de 
colesterol. Arriba: WB contra Orai1 en condiciones 
basales (izquierda) y con bajo colesterol (derecha). 
Abajo: cuantificación de la señal de Orai1 con respecto 
a la concentración en las células con concentración 
basal. Negro: señal de Orai1 en células con 
concentración basal de colesterol, rojo: señal de Orai1 
en células con bajo colesterol membranal. n≥10 
ensayos independientes de biotinilación para cada 
grupo. Barras de error: desviación estándar. p < 
0.001,**p < 0.01 o *p < 0.05. 

 

 

Estos resultados confirmaron que en condiciones de bajo colesterol membranal 

Orai1 se internaliza, la concentración de Orai1 en la membrana de células con 

bajo colesterol membranal es la mitad de la concentración de Orai1 en la 

membrana de células en estado basal (Fig.12 abajo), estos resultados son 

consistentes con la baja en la entrada de calcio mediada por SOCE (Fig. 6). La 

concentración total de de Orai1 no fue medida. 

Se realizaron transfecciones usando Caveolina-GFP y dsRed-Orai1 Fig.13A. No 

se observó aumento en la fluorescencia en el citoplasma debida a Orai1 cuando 

se disminuyó el colesterol membranal (Fig.13A-B). Estos resultados nos sugieren 

que la interacción de Orai1 con Cav1 es suficiente para eliminar el efecto de la 

reducción de colesterol membranal sobre Orai1 inhibiendo así su internalización 

(Fig. 13B), tampoco se observó la internalización de Cav1. Estos resultados 

también nos indican que la internalización de Orai1 en condiciones de bajo 

colesterol membranal no ocurre por la vía de caveolina.  
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Se realizaron mediciones de calcio en células que sobreexpresan Cav1-GFP, 

estas mediciones mostraron que el efecto sobre Orai1 de la reducción de 

colesterol se abate en estas condiciones (Fig.13 C y D). 

Para confirmar los resultados obtenidos con microscopia confocal, se marcaron las 

proteínas membranales en células sobreexpresando mCherry-Orai1 y Cav1-GFP 

con y sin tratamiento de MβCD y se midió la cantidad de Orai1 presente en la 

membrana de cada grupo (Fig.14); se encontróé que la cantidad de Orai1 

presente en la membrana no se afecta por la concentración de colesterol 

membranal cuando Cav1 se sobreexpresa.  

 

Figura 14. La concentración membranal de Orai1 no 
disminuye en condiciones de bajo colesterol membranal 
cuando Cav1-GFP se sobreexpresa. Arriba: WB contra 
Orai1 en condiciones basales (izquierda) y con bajo 
colesterol (derecha). Abajo: cuantificación de la señal 
de Orai1 con respecto a la concentración en las células 
con concentración basal. Negro: señal de Orai1 en 
células con concentración basal de colesterol, rojo: 
señal de Orai1 en células con bajo colesterol 
membranal. n≥10 ensayos independientes de 
biotinilación para cada grupo. Barras de error: 
desviación estándar.  

 

 

7.2 Interacción entre Orai1 y Cav1 

Después de que se midieron los efectos de la sobreexpresión de Cav1 en la 

SOCE y la internalización de Orai1, se decidió profundizar en la interacción entre 

 

 

Figura 13. La sobreexpresión de Cav1 inhibe los efectos del bajo colesterol en la 
SOCE. A. Células HEK293 sobreexpresando dsRed-Orai1 y Cav1-GFP.B. Mediciones 
de fluorescencia en citoplasma en células en condiciones basales (negro) y con bajo 
colesterol membranal (rojo)  C. Mediciones de SOCE. D. Área bajo la curva de la 
entrada de calcio inducida por TG. Negro: células en condiciones basales de colesterol, 
rojo: células tratadas con MβCD. n≥20 células en experimentos independientes. Barras 
de error: desviación estándar.  
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Orai1 y Cav1; para esto se realizó un análisis de FRET y posteriormente ensayos 

de coinmunoprecipitacion entre Orai1 y Cav1. 

 

A 
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Figura 15. Medición de FRET entre Cagv1-GFP y mCherry-
Orai1 en diferentes condiciones. A. imágenes 
representativas de medición de señal de FRET mediante 
emisión sensibilizada entre mCherry-Orai1 y Cav1-GFP. De 
izquierda a derecha: Cav1-GFP, mCherry-Orai1 y eficiencia 
de FRET. B. Grafica de eficiencia de FRET en diferentes 
condiciones. De izquierda a derecha: Basal, MβCD, TG, 
and MβCD+TG. Las regiones obscuras en la señal de 
FRET representan pixeles eliminados debido a que no alcanzaban el límite inferior de 
señal impuesto en el análisis de datos. Este límite elimina pixeles con distribución 
desigual de fluoroforos para prevenir una sobreestimación de la señal de FRET (estos 
pixeles no se incluyeron en el análisis). n≥70 células para cada condición. Barras de error: 
desviación estándar ***p < 0.001 o *p < 0.05. 

 

La eficiencia de FRET en células con condiciones basales de colesterol no es 

diferente cuando se comparan con células con bajo contenido de colesterol 

membranal (Fig.15B), esta eficiencia aumenta cuando la SOCE se activa usando 

TG. Para confirmar estos resultados utilizamos ensayos de coinmunoprecipitacion 

(Fig. 16). 
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Figura 16.Coinmunoprecipitacion entre Cav1-GFP y Orai1. A. Membranas de westen blot 
representativas, los carriles de arriba y abajo presentan respectivamente a  Cav1-GFP 
(47kDa) y Orai1 (50kDa) coinmunoprecipitados en diferentes condiciones de izquierda a 
derecha: Basal, MβCD, TG y MβCD+TG. B. Grafica de la señal de Cav1 
coinmunoprecipitada normalizada con la señal de Orai1 de la misma membrana en cada 
condición: Basal (negro), MβCD (rojo), TG (azul obscuro), y MβCD+TG (azul claro.). n≥10 
ensayos independientes. Barras de error: desviación estándar ***p < 0.001 o *p < 0.05. 

 

Los ensayos de coinmunoprecipitacion presentaron la misma tendencia que los de 

FRET. La interacción entre Cav1 y Orai1 aumentó cuando la SOCE se activa 

usando TG (Fig.16B), esta interacción disminuyó ligeramente en células con 

SOCE activado en condiciones de bajo colesterol membranal.  

 

7.3 Análisis de iMSD para Orai1 con SOCE no activado 

En estos ensayos se encontró que la proteína Orai1-GFP/ds-Red muestra un 

desplazamiento confinado, también se analizó el tamaño del confinamiento 

comparando entre células con condiciones basales de colesterol (controles) y con 

colesterol membranal disminuido (MβCD).   

Al efectuar el análisis estadístico no se encontraron diferencias significativas en el 

tamaño del mismo (Fig. 17A), sin embargo, al analizar los datos observe que 

después del tratamiento el desplazamiento de Orai1 pasa de ser confinado en 

células control (modelo 2) (Fig. 17B) a ser lineal o parcialmente confinado (modelo 

1 o 3) en células MβCD (Fig. 17C). 
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Figura.17. La remoción de colesterol membranal y la sobreexpresión de Cav1 influencia la 
difusión y el tamaño de agregado de Orai1. A. cambio de forma de difusión de Orai1 en 
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condiciones basales (izq.) comparado con difusión en condiciones de bajo colesterol 
membranal (der.). B: modelos de difusión de Orai1 cuando se sobreexpresa Cav1-GFP en 
condiciones basales de colesterol. Los modelos de difusión se presentan como porcentaje 
de células totales analizadas, parcialmente confinado (naranja), confinado (rojo), lineal 
(verde). C. Cambio en el tamaño de agregado de Orai1. D. Cambio en tamaño de 
confinamiento en las diferentes condiciones. Basal (negro), MβCD (rojo), 
sobreexpresando Cav1 (verde) n≥50 células, en 6 experimentos independientes. Barras 
de error: desviación estándar***p < 0.001, **p < 0.01. 

Por otro lado, también se obtuvieron valores de tamaño de la partícula, 

comparando células control y MβCD, se encontró que el tamaño de la partícula es 

mayor en células con bajos niveles de colesterol membranal Fig.17 B. 
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Figura.18. La remoción de colesterol de la membrana plasmática no modifica la velocidad 
de difusión de Orai1 dentro del confinamiento basal (negro) y MβCD (rojo). n≥30. Barras 
de error: desviación estándar. 

Analicé la velocidad de desplazamiento de Orai1 dentro del confinamiento, (Fig. 

18), comparando condiciones basales con condiciones de bajo colesterol 

membranal, no encontré diferencia en la velocidad de desplazamiento.  

También analicé la velocidad de desplazamiento fuera del confinamiento figura 19. 

La diferencia entre ambas es significativa según el análisis estadístico realizado. 
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Figura.19. La velocidad de difusión de Orai1 fuera del confinamiento es modificada por la 
remoción de colesterol membranal. Basal (negro) y MβCD (rojo).  n≥39. Barras de error: 

desviación estándar***p < 0.001. 

 

7.4 Análisis de iMSD para Orai1 con SOCE activado 

En estos ensayos se encontró que la proteína Orai1-GFP/ds-Red en condiciones 

de SOCE activado muestra un desplazamiento confinado.  

También se analizó el tamaño del confinamiento comparando entre células 

controles y MβCD.  Al efectuar el análisis estadístico no se encontraron diferencias 

significativas en el tamaño del mismo (Fig. 20A), sin embargo, al analizar los datos 

se observó que después del tratamiento el desplazamiento de Orai1 pasa de ser 

confinado (modelo 2) (Fig.20B) a ser lineal o parcialmente confinado (modelo 1 o 

3) (Fig.20C). 
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Figura.20. La remoción de colesterol membranal modifica la difusión y el tamaño de 
agregado de Orai1 en condiciones de SOCE activado. A. Cambio de tamaño de 
confinamiento. B. cambio de forma de difusión de Orai1 en condiciones basales C. 
comparado con difusión en condiciones de bajo colesterol membranal D. Los modelos de 
difusión se presentan como porcentaje de células totales analizadas, parcialmente 
confinado (naranja), confinado (rojo), lineal (verde). Basal (negro), MβCD (rojo) n≥20 
células, en 6 experimentos independientes. Barras de error: desviación estándar. 

Por otro lado, también se obtuvieron valores de tamaño de la partícula, 

comparando células control y 

MβCD, se encontró que el 

tamaño de la partícula es mayor 

en células con bajos niveles de 

colesterol membranal Fig.21. 
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Figura.21. El tamaño de agregado de Orai1 es influenciado por las condiciones de 
colesterol membranal en condiciones de SOCE activado. Basal (negro), MβCD (rojo). 
n≥15. Barras de error: desviación estándar.  *p < 0.05. 

 

 

 

Además, se estimó la velocidad de difusión dentro del confinamiento Fig. 22 y se 

observan diferencias en la velocidad de difusión entre controles y MβCD. 

 

Figura.22. La velocidad de difusión de 
Orai1 dentro el confinamiento con SOCE 
activado es modificada por los niveles de 
colesterol de la membrana Basal (negro), 
MβCD (rojo). n≥40. Barras de error: 
desviación estándar**p < 0.01. 

 

 

 

Se analizó la velocidad de 

desplazamiento fuera del confinamiento (Fig. 23). La diferencia entre ambas no 

fue significativa según el análisis estadístico realizado. 

 

 

Figura.23. Comparación de velocidad de 
difusión fuera de confinamiento entre 
células control y MβCD. Basal (negro), 
MβCD (rojo). n≥40. Barras de error: 
desviación estándar***p < 0.001, **p < 
0.01 o *p < 0.05. 
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Los niveles de colesterol influyen en el número de confinamientos existentes 

donde Orai1 pasa de tener un modelo de difusión confinado a ser parcialmente 

confinado y de libre difusión en células control y células con niveles bajos de 

colesterol membranal (Fig.13A, B Fig.18A, B). Por otro lado, el tamaño del 

confinamiento se mantiene sin cambios. 

En los grupos de células tratados con MβCD con SOCE activado y sin activar, los 

agregados de Orai1 parecen ser de mayor tamaño en comparación a los 

agregados de células sin tratar (Fig.14 y 19). 

 Además, se observó que en las células con SOCE activado la velocidad de 

difusión no se ve afectada por los diferentes niveles de colesterol membranal. 

7.5 Internalización por clatrina 

Además, se exploró sí la internalización de Orai1 se llevaba a cabo por vía de 

clatrina, para lo cual, se usaron células sobreexpresando mCherry-Clatrina y 

EYFP-Orai1 (Fig. 24A). Se observó un aumento en la fluorescencia en el 

citoplasma debida a Orai1 en condiciones de bajo colesterol membranal (Fig. 

24B). Además (Fig. 24A), no se observó aumento de fluorescencia en el 

citoplasma debida a mCherry-Clatrina.  

A 
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Figura. 24.Orai1 se internaliza más en célula que sobreexpresan clatrina, comparado con 
células que solo sobreexpresan Orai1   A. Microfotografía de células expresando Cav-
GFP y dsRED-Orai1, antes (arriba) y después (abajo) de disminuir el colesterol 
membranal. B. Cambio de fluorescencia en citoplasma debida a dsRedOrai1 en 
condiciones de bajo colesterol membranal. C. Comparación de cambio de fluorescencia 
en citoplasma debida a dsRedOrai1 en células sobreexpresando clatrina vs células que 

B 

 

C 
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no sobreexpresan clatrina  en condiciones de bajo colesterol membranal.  n≥10. Barras de 
error: desviación estándar. *p < 0.05. 

 

A continuación, se realizó un análisis comparando la internalización de Orai1 en 

células expresando únicamente Orai1 y células sobreexpresando Orai1 y clatrina 

(Fig. 24 C). Observe que la internalización de Orai1 en células sobreexpresando 

ambas proteínas es mayor que en las células sobreexpresando únicamente Orai1. 

 

8. Discusión  

La SOCE es un mecanismo complejo de regulación celular, involucra la 

interacción de una gran variedad de proteínas que regulan los niveles de calcio al 

interior de la célula, principalmente del RE. La regulación de la SOCE por los 

niveles de colesterol de la membrana plasmática se ha demostrado en diversas 

publicaciones [30,55,70,79–81,95]; sin embargo, los mecanismos moleculares 

subyacentes aún no han sido completamente dilucidados y existen resultados 

contradictorios. Diversos reportes indican que la SOCE es muy sensible a los 

niveles de colesterol presentes en la MP y que después de la remoción del 

colesterol la entrada de calcio disminuye [55,79–81,96] y datos del presente 

trabajo (Fig.6). La inhibición de la formación de la puncta de Orai1 y STIM1 se ha 

señalado como la responsable de esta disminución [97]-[98].   

Los efectos del colesterol membranal son variables y dependen del estado de 

activación de la SOCE, es decir, si la disminución de colesterol ocurre antes o 

después de la formación del complejo Orai1-STIM1. En general los trabajos 

realizados están de acuerdo en que la disminución de colesterol membranal previo 

a la formación de la puncta (SOCE no activado) disminuye la SOCE [55,79,80], 

mientras que, sí la disminución de colesterol membrana ocurre después de la 

formación de la puncta (SOCE activo), la SOCE aumenta [79,95]. Nuestro grupo 

identificó recientemente un sitio de unión a colesterol presente en la secuencia de 

STIM1, específicamente en la región de SOAR. Este dominio de unión a colesterol 

es responsable del aumento en la SOCE que se observa cuando el colesterol 
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membranal se disminuye después de la formación del complejo Oai1-STIM1 [79]. 

Además del estado de activación de la SOCE cuando ocurre la remoción del 

colesterol membranal, los niveles de expresión de los componentes de la SOCE 

(Orai1 y STIM1) juegan un papel importante en la respuesta de la SOCE a la 

reducción de colesterol membranal, la sobreexpresión de Orai1 y STIM1 podría 

encubrir el efecto de la disminución de colesterol membranal en la SOCE tal como 

lo demostró Gwozdz [80], este enmascaramiento podría explicar la existencia de 

los resultados contradictorios obtenidos por diferentes grupos. 

En este trabajo nos enfocamos en estudiar los mecanismos moleculares 

responsables de la reducción de la SOCE cuando se disminuye el colesterol de la 

membrana plasmática antes de la activación de la SOCE, es decir, antes de la 

formación del complejo Orai1-STIM1, en células que expresan solamente estas 

proteínas de forma endógena. 

Utilizamos una amplia variedad de estrategias experimentales para obtener 

evidencia que indica que el nivel de colesterol membranal influye en la localización 

celular y distribución y dinámica en la membrana plasmática en las condiciones 

que analizamos. En presencia de bajo contenido de colesterol membranal Orai1 

se redistribuye de la membrana al citoplasma, este resultado va de acuerdo con la 

reducción de la SOCE que se observa cuando el colesterol membranal se 

disminuye antes de la activación de la SOCE. Sí el número de canales Orai1 

disponibles para la entrada de calcio en la membrana disminuyen, entonces se 

espera que la SOCE decrezca. Esta reducción en la SOCE es exactamente lo que 

nuestro grupo y otros hemos observado cuando solamente existen Orai1 y STIM1 

endógenos. Por otro lado, en experimentos donde se sobreexpresa  la proteína 

Cav1 se previene tanto la internalización de Orai1 como la reducción de la SOCE 

cuando disminuimos el colesterol de la membrana.  

Tomando en cuenta los resultados que obtuvimos, este estudio provee la primera 

explicación (hasta donde sabemos) del mecanismo responsable de la reducción 

de la SOCE cuando se disminuye el colesterol de la membrana plasmática, este 

mecanismo involucra la modulación de la localización de Orai1 y su organización 
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espacial en los dominios de la membrana plasmática, lo que influye muy 

probablemente en el numero y dinámica de la formación de punctas. 

Existen evidencias de que el contenido de colesterol de la membrana afecta a 

ciertos tipos de canales iónicos y de diferente forma cambiando su probabilidad de 

apertura, su estabilidad estructural, distribución en la membrana o bien induciendo 

su internalización [99–105]. Otro ejemplo es el caso de los recepores de acetil 

colina donde, el contenido de colesterol de la MP modula la velocidad de 

internalización de  los receptores de acetil colina de forma dosis dependiente [94].  

Nosotros encontramos que el bajo contenido de colesterol membranal induce la 

internalización de una proporción grande de canales Orai1, cambiando su 

localización de la membrana plasmática hacia el citoplasma (Fig.10, 11, 12). Esta 

internalización impide la interacción entre Orai1 y STIM1, lo que resulta en la 

reducción de la entrada de calcio mediada por vaciamiento (SOCE).  Nosotros 

describimos esta internalización por primera vez en A. Bohórquez - Hernández et 

al. [106] como respuesta a niveles bajos de colesterol membranal, esta 

internalización fue confirmada ampliamente utilizando diversas técnicas como 

microscopia confocal (Fig.7, 10), biotinilacion de proteínas de membrana (Fig. 12) 

y SPIM (Fig.11).  

Actualmente diversos reportes indican que diversos componentes de la SOCE se 

asocian con dominios membranales ricos en colesterol [30,55,70], particularmente 

caveolas, estos dominios se han relacionado con la regulación de la señalización 

por calcio [56,57,74,83,107,108]. A pesar de los numerosos estudios que existen 

sobre la relación entre las caveolae y Orai1 no existía evidencias de la interacción 

directa entre Orai1 y el principal componente de las caveolae, Cav1. Nosotros 

logramos establecer esta relación mediante FRET (Fig. 15) y 

coinmunoprecipitacion (Fig. 16), además encontramos que esta relación depende 

del estado de activación de la SOCE, esta interacción es independiente de los 

niveles de colesterol presentes en la membrana plasmática y previene la 

internalización de los canales Orai1 (Fig. 13).  La interacción entre Orai1 y Cav1 

aumenta cuando la SOCE esta activada, este aumento en la interacción podría 
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indicar que los canales Orai1 son reclutados a caveolae, esta relocalización de 

Orai1 en caveolae puede explicar los efectos observados de la sobreexpresión de 

Cav1 en los patrones de difusión de Orai1 en la membrana plasmática (Fig. 17). 

El nivel de colesterol membranal no solo afecta la localización de Orai1, también 

son alterados los patrones de difusión de Orai1 en la membrana también son 

alterados como consecuencia de niveles bajos de colesterol en la membrana. Este 

patrón pasa de ser mayormente confinado, en niveles basales de colesterol, a ser 

lineal (sin obstrucciones), en niveles bajos de colesterol, la sobreexpresión de 

Cav1 mantiene a Orai1 en movimiento dentro de un confinamiento aun en 

condiciones de bajo colesterol membranal.   

El movimiento confinado de Orai1 cuando se sobreexpresa Cav1 es consistente 

con el aumento de asociación entre estas dos proteínas cuando se activa la SOCE 

como lo demuestran los resultados de FRET y CoIP (Fig.15 y 16). Estos 

resultados sugieren fuertemente que el espacio confinado en el que se mueven los 

canales Orai1 son caveolae, más aun, nuestros resultados demuestran que Orai1 

no puede ser internalizado cuando se encuentra secuestrado dentro de las 

caveolae (asociado con Cav1). Estos resultados sugieren que Orai1 puede estar 

presente en la membrana plasmática en al menos dos diferentes subpoblaciones: 

1. Una población que se mueve dentro de dominios ricos en colesterol, 

diferentes a caveolae (no resistentes al tratamiento con MβCD). 

2. Una población que se mueve dentro de caveolae (resistentes al tratamiento 

con MβCD). 

La primera subpoblación cambia su patrón de difusión de confinado a lineal y 

parcialmente confinado cuando se remueve el colesterol de la membrana 

plasmática, la segunda subpoblación mantiene un patrón de difusión confinado 

(dentro de caveolae). La primera subpoblación de Orai1 es internalizada 

eventualmente cuando los niveles de colesterol membranal con bajos. Los 

resultados presentados en esta primera parte proveen de mayor detalle para el 
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entendimiento de las subpoblaciones de Orai1 propuestas por Baird et al [97], 

definiéndolas también por la naturaleza de los dominios a los que se asocian. 

Por otro lado, la activación de la SOCE inhibe los efectos del bajo colesterol 

membranal en los patrones de difusión de Orai1 (Fig. 20, 22, 23) los cuales 

mantienen su movimiento dentro de un confinamiento en mayor proporción aun en 

condiciones de bajo colesterol membranal. El tamaño del agregado se incrementa, 

lo que sugiere que en ausencia de colesterol se facilita la interacción entre Orai1 y 

STIM1 (Fig. 21), estos resultados son consistentes con los obtenidos por nuestro 

grupo reportados en Pacheco et al [79], en donde los efectos de bajos niveles de 

colesterol membranal son anulados sí el complejo Orai1-STIM1 se ha formado 

previamente. 

Resultados preliminares indican que la vía de internalización de Orai1 es 

dependiente de clatrina (Fig. 24). Sin embargo, son necesarios más experimentos 

para confirmar si la internalización de Orai1 en condiciones de bajo colesterol 

membranal es solamente dependiente de clatrina o se trata de una cooperación 

entre este mecanismo de internalización con algún otro. 

    

9. Conclusión 

En este trabajo identificamos un mecanismo molecular que regula la respuesta de 

los canales Orai1 a bajos niveles de colesterol membranal y que es responsable 

de la disminución de la SOCE en estas condiciones. Este mecanismo consiste en 

la internalización de canales Orai1, así como el cambio de patrones de difusión de 

los canales que permanecen en la membrana. Estos cambios de localización de 

Orai1 inhiben su interacción con la proteína STIM1, previniendo la formación del 

completo Orai1-STIM1 y en consecuencia la activación de la entrada de calcio 

mediada por vaciamiento a través de los canales Orai1.  
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Los resultados que se presentan en este trabajo corroboran los obtenidos por 

diversos grupos previamente y contribuyen con información que ayuda al 

esclarecimiento de la la regulación de la SOCE mediada por colesterol. 

10. Perspectivas  

Este trabajo presenta nuevas interrogantes en relación a la regulación de la SOCE 

mediada por los niveles de colesterol membranal, más aun, como cada una de las 

proteínas que constituyen este mecanismo son reguladas por este lípido.  

Una de las perspectivas más atractivas es encontrar el mecanismo mediante el 

cual Orai1 se internaliza, este mecanismo podría ser usado como blanco 

terapéutico en patologías en donde la sobreexpresión de Orai1 juega un papel 

determinante en la progresión como en el caso de algunos tipos de cáncer 

[17,109]. Otra de las perspectivas es explorar los efectos del aumento de los 

niveles de colesterol membranal en la SOCE, este punto no se ha explorado aun y 

presenta un campo de oportunidad por el paralelismo que presenta con la 

hipercolesterolemia humana. Estudiar esta posibilidad permitiría entender que 

tanto la SOCE participa en aterosclerosis y enfermedades coronarias que son 

responsables por un gran número de muertes al año [88], así como en su caso 

contribuir en el estudio o tratamiento de patologías relacionadas con altos niveles 

de colesterol, además de los mencionados. Se cuenta con evidencias que indican 

que en modelos in vivo la hipercolesterolemia induce cambios en las funciones de 

canales iónicos [100,103,110], por lo que resulta atractivo analizar las actividades 

de STIM y Orai1 en función del colesterol en membrana. 

Además de las perspectivas de aplicación en la terapéutica, el efecto del los 

niveles de colesterol membranal en los otros miembros de la familia de Orai1 

(Orai1 2 y 3) es un tema interesante para investigar. 
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