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Lista de abreviaturas 
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Kir Canal de potasio rectificador entrante (Inward Rectifying Potassium 
channel) 

Kv Canal de potasio dependiente de voltaje (Voltage-gated potassium 
channel) 
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MAPK Proteína cinasa activada por mitógeno  

mm Milímetros 

MPF Factor promotor de maduración 

mV MiliVolts 

N-terminal  Región amino terminal 

Na+ Ion sodio  

nM Nanomolar 

P Región del poro 
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1. Resumen 

 

Los canales GIRK son canales de potasio rectificadores entrantes que se activan 

por las subunidades beta-gamma de las proteínas G heterotriméricas (Gβγ). El 

canal GIRK5 se expresa en el ovocito de la rana Xenopus laevis (X. laevis) y 

participa en su maduración, aún se desconoce el mecanismo. La isoforma GIRK5-wt 

no se expresa en la membrana plasmática como un canal iónico activo, debido a 

que presenta un motivo de retención (KRXY) de retículo endoplásmico. La 

desfosforilación de un residuo de tirosina en la posición 16 (Y16) del extremo amino 

terminal (N-terminal) de GIRK5 permite su traslocación hacia la membrana 

plasmática, donde es capaz de generar corrientes entrantes de potasio e inducir la 

maduración del ovocito en ausencia de progesterona. Comparado con su ortólogo 

GIRK4, GIRK5 tiene un N-terminal más largo; pensamos que dicha secuencia 

podría estar relacionada con su participación en la maduración del ovocito.  

Se encontró que GIRK4 no induce la maduración del ovocito de X. laevis y que 

existe un parálogo de GIRK5 (GIRK5.S) que también se expresa en el ovocito. No 

se lograron identificar las interacciones proteína-proteína de los canales GIRK4 y 

GIRK5 mediante ensayos de inmunoprecipitación y proteómica; en contraste, 

ensayos preliminares indican que el inhibidor de cinasas de tirosina Src, PP1, 

promueve la desfosforilación de GIRK5, por lo tanto, su traslocación de la 

membrana plasmática. 
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2. Introducción  

 

2.1 Canales iónicos  

Los canales iónicos son proteínas transmembranales que permiten el flujo de iones 

a través de las membranas (Barker et al., 2017). El paso de los iones por los 

canales iónicos ocurre a través de un poro (región P), en el cual se encuentra un 

“filtro de selectividad” que le confiere al canal la capacidad de discriminar entre 

distintos iones, así como regular su velocidad de conducción. Hay canales 

selectivos para cada tipo de ion: sodio (Na+), potasio (K+), calcio (Ca2+) y cloruro 

(Cl), principalmente (Hille, 2001). 

 

La apertura del poro de un canal iónico ocurre en respuesta a un estímulo 

específico. De acuerdo con el tipo de estímulo, los canales iónicos se clasifican 

como: activados por voltaje (voltage-gated ion channels), cuando se abren en 

respuesta a cambios del potencial de membrana y, activados por ligando (ligand-

gated ion channels) cuando responden a la unión de un ligando específico, como 

hormonas o neurotransmisores (Barker et al., 2017). Otra categoría de canales 

iónicos son los que se abren por estrés mecánico (mechanically-gated channels) 

(Alberts et al., 2002).  

Los canales iónicos son responsables de la excitabilidad eléctrica de las células 

musculares y del sistema nervioso y cardiaco y de glándulas como el páncreas, sin 

embargo, no son exclusivos de las células eléctricamente excitables que generan 

potenciales de acción. Los canales iónicos están presentes en todas las células 

animales, vegetales y en algunos microorganismos (Alberts et al., 2002). 

Los canales iónicos más abundantes son los que son permeables al potasio y se 

encuentran distribuidos en la membrana plasmática de las células. Los canales de 

potasio de la familia de rectificadores entrantes (Kir) están abiertos en las células en 

condiciones de reposo (“canales de fuga”) y permiten que la membrana plasmática 

sea más permeable al potasio que a otros iones, por lo tanto, tienen un papel crucial 

en el mantenimiento del potencial de membrana en reposo (Alberts et al., 2002).   

 

https://www.zotero.org/google-docs/?ru6dM8
https://www.zotero.org/google-docs/?AmsUB3
https://www.zotero.org/google-docs/?VdLa2Q
https://www.zotero.org/google-docs/?fcT77X
https://www.zotero.org/google-docs/?b9thuT
https://www.zotero.org/google-docs/?VFP7b3
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Canales de potasio  

 

El potasio es el ion que se encuentra en mayor concentración dentro de la célula 

(140 mM). Los canales de potasio cumplen un papel importante en el mantenimiento 

del potencial de membrana en el reposo (Alberts et al., 2002), mantienen el 

potencial de membrana en un valor muy cercano al del potencial de equilibrio del ion 

potasio (-98 mv) (Hille, 2001). 

Los canales de potasio forman dímeros o tetrámeros (Doyle et al., 1998) de 

subunidades α. Cuatro subunidades α forman un poro selectivo al paso de K+ a 

través de la bicapa lipídica. Los canales de potasio se clasifican en cuatro familias, 

dependiendo del número de segmentos transmembranales (TM) y poros (P) que 

poseen: 2TM/1P, canales con dos dominios transmembranales y un poro, como los 

canales rectificadores entrantes (Kir) y el canal de potasio bacteriano KcsA; 4TM/2P 

(TWK); 6TM/1P a los que pertenecen los canales de potasio dependientes de voltaje 

(Kv), los canales activados por hiperpolarización y nucleótidos cíclicos (HCN) y, por 

último, los canales de potasio 8TM/2P, que incluye a los canales de potasio 

rectificadores salientes (TOK) (Biggin et al., 2000; Choe, 2002) (figura 1).  

 

 

Figura 1. Diagramas esquemáticos de la topología de los canales de potasio rectificadores entrantes. 
Existen cuatro tipos de canales de potasio, de acuerdo con el número de segmentos 
transmembranales (TM) y regiones del poro que presentan. Modificada de (Choe, 2002) 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?JtEFeb
https://www.zotero.org/google-docs/?x0yLHM
https://www.zotero.org/google-docs/?mXQVzz
https://www.zotero.org/google-docs/?YB3WZc
https://www.zotero.org/google-docs/?StL1w1
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Canales de K+   rectificadores entrantes (Kir) 

 

Los canales tipo Kir fueron descritos por primera vez por Bernard Katz (1949) en el 

músculo esquelético de la rana. Los canales Kv eran los únicos canales 

rectificadores salientes (permiten el flujo de los iones solo hacia el citoplasma) que 

se conocían hasta entonces, por lo que a los canales Kir se les denominó 

“rectificadores anómalos” (Hille, 2001). La corriente anómala o de rectificación 

entrante predomina a potenciales por debajo del potencial de equilibrio del potasio y 

desaparece a voltajes despolarizantes. El fenómeno de “rectificación entrante” se 

refiere a la capacidad de un canal iónico de permitir una mayor entrada que salida 

de iones (Bichet et al., 2003). Los canales Kir cumplen la función de mantener el 

potencial de reposo celular cercano al potencial de equilibrio del ion potasio (EK). En 

células excitables, los canales Kir regulan la excitabilidad membranal inhibitoria, la 

secreción de insulina por el páncreas, la frecuencia cardiaca y el balance 

electrolítico (Bichet et al., 2003; Z. Guo et al, 2003). Estructuralmente, los canales 

Kir poseen dos segmentos transmembranales (M1 y M2), un poro extracelular y sus 

extremos amino y carboxilo intracelulares (figura 1).  

 

Los canales Kir permiten la entrada de iones potasio, mientras que las corrientes de 

salida están bloqueadas. El bloqueo del poro ocurre a potenciales despolarizantes, 

en gran medida por la presencia de iones de magnesio intracelulares y, en 

rectificadores fuertes, también ocurre por un mecanismo de “rectificación intrínseca” 

mediado por poliaminas citoplásmicas (espermina, espermidina, putrescina y 

cadaverina) (Ficker et al., 1994; Lopatin et al., 1994). 

 

La familia de los canales Kir se divide en 7 subfamilias (Kir1-7) y se clasifican en 4 

grupos funcionales: canales Kir clásicos (Kir2.x) constitutivamente activos; canales 

Kir activados por proteína G (Kir3.x), regulados por receptores acoplados a 

proteínas G (GPCR); canales de potasio sensibles a ATP (Kir6.x) y canales 

transportadores de potasio (Kir1.x, Kir4.x, Kir5.x y Kir7.x) (Hibino et al. 2010). 

Los canales Kir se encuentran localizados en una amplia variedad de células, tanto 

excitables y no excitables, como: cardiomiocitos, neuronas, osteoclastos, leucocitos, 

células endoteliales y epiteliales, células de la glía, de músculo liso, riñón y ovocitos 

(Hibino et al., 2010). La regulación de los canales Kir puede ser de forma directa: 

https://www.zotero.org/google-docs/?AAEhxa
https://www.zotero.org/google-docs/?yt7oy8
https://www.zotero.org/google-docs/?649kbo
https://www.zotero.org/google-docs/?zexeLk
https://www.zotero.org/google-docs/?sosexu
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por receptores sensibles a hormonas, neurotransmisores, entre otros metabolitos 

celulares (Hille, 2001); y por elementos intracelulares y membranales, como 

nucleótidos cíclicos, fosfolípidos, ATP, cinasas, acidificación intracelular, lípidos, 

entre otros (Bichet et al., 2003; Ruppersberg, 2000). Los canales de la subfamilia 

Kir3, también llamada GIRK (canales de potasio rectificadores entrantes regulados 

por proteínas G) son los únicos que se modulan por receptores acoplados a 

proteínas Gi sensibles a hormonas y neurotransmisores (Hille, 2001).  

 

Canales Kir3 (GIRK) 

 

Los canales Kir3 participan en las sinapsis inhibitorias, a través de una gran 

variedad de receptores acoplados a proteínas G heterotriméricas tipo Gαi / Gα0. 

Cuando los neurotransmisores como la acetilcolina, dopamina, opioides, serotonina, 

somatostatina, GABA o adenosina, se unen a su receptor GPCR a Gαi / Gα0, activan 

a los canales GIRK; son activados por la acción del dímero Gβγ de la proteína G 

(Pfaffinger et al., 1985., Wettschureck & Offermanns, 2005; Q. Zhang et al., 2002). 

Hasta el momento se han clonado cinco miembros de la familia GIRK (Kir3.1-Kir3.5): 

GIRK1 (KCNJ3) fue el primer canal GIRK clonado, de corazón de ratón (Kubo et al., 

1993); GIRK2 (KCNJ6) y GIRK3 (KCNJ9) fueron clonados de cerebro de ratón 

(Lesage et al., 1994), GIRK4 de células cardiacas (Krapivinsky et al., 1995) y el 

canal GIRK5 fue clonado de los ovocitos de la rana X. laevis (Hedin et al., 1996).  

Activación de los canales GIRK por proteínas G heterotriméricas 

 

Las proteínas G heterotriméricas constan de tres subunidades: alfa (α), beta (β) y 

gama (γ). Las dos últimas forman un dímero estable (Gβγ) que se disocia cuando se 

desnaturaliza la proteína. La subunidad Gα tiene sitios de unión para GDP y para el 

dímero Gβγ, cuando el GPCR se activa, se promueve el intercambio de GDP por 

GTP y la separación de la subunidad GαGTP, tanto del receptor, como del dímero 

Gβγ. Las subunidades libres (GαGTP y Gβγ) modulan la actividad de una amplia 

variedad de efectores como enzimas y canales de potasio (Kir) y de calcio (Cav). La 

señalización termina debido a la actividad GTPasa de la subunidad Gα que 

https://www.zotero.org/google-docs/?wZaRfy
https://www.zotero.org/google-docs/?8Ml3QE
https://www.zotero.org/google-docs/?5CaexV
https://www.zotero.org/google-docs/?16SWvl
https://www.zotero.org/google-docs/?BrjJDA
https://www.zotero.org/google-docs/?Yn3jdq
https://www.zotero.org/google-docs/?Yn3jdq
https://www.zotero.org/google-docs/?nYvIuM
https://www.zotero.org/google-docs/?AtBy9w
https://www.zotero.org/google-docs/?g6GTLg
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convierte el GTP en GDP. El trímero se asocia nuevamente y regresa al estado 

basal (Wettschureck & Offermanns, 2005). 

La subunidad Gα confiere las propiedades básicas de las proteínas G y se 

subdividen en cuatro familias: Gαs (activa a la enzima adenilato ciclasa), Gαq / Gα11 

(activa a la fosfolipasa C), Gα12 / Gα13 (activa a la fosfolipasa A2) y Gαi / Gα0 (inhiben a 

la enzima adenilato ciclasa) (Wettschureck & Offermanns, 2005).  

Los canales GIRK son activados directamente por el dímero Gβγ que es liberado 

tras la activación de los receptores acoplados a proteína G del tipo inhibitorio (Gαi / 

Gα0) (figura 2) (Wettschureck & Offermanns, 2005). 

Cuando el receptor se activa, las proteínas heterotriméricas Gαi / Gα0 se activan y la 

subunidad Gαi inhibe a la enzima adenilato ciclasa. Se ha demostrado que la 

subunidad Giβ1γ2 interactúa directamente en diversas regiones con los extremos N 

y C terminal de los canales GIRK (C. L. Huang et al., 1995; C.-L. Huang et al., 

1997).  

Un claro ejemplo de activación de un canal GIRK ocurre cuando se practican rutinas 

de estiramiento y relajación que produce la liberación de acetilcolina (Ach), por la 

estimulación del nervio vago. A su vez, la Ach activa al receptor muscarínico tipo 2 

en el corazón y se promueve la apertura de los canales GIRK1/GIRK4. La 

hiperpolarización inducida, promueve la disminución de la frecuencia cardiaca 

(Lesage et al., 1995).  

Además del dímero Gβγ, la activación de los canales GIRK está controlada por 

varios moduladores intracelulares como el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PiP2), Na+, 

eicosanoides, ATP, Mg2+ y por fosforilación (Choe, 2002; Mark & Herlitze, 2000) 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?briCYR
https://www.zotero.org/google-docs/?hUBu9u
https://www.zotero.org/google-docs/?00RapE
https://www.zotero.org/google-docs/?QnDvMU
https://www.zotero.org/google-docs/?QnDvMU
https://www.zotero.org/google-docs/?oHn8P4
https://www.zotero.org/google-docs/?zvSLvg
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Figura 2. Vía de señalización de las proteínas Gαi / Gα0. La unión del agonista a un receptor acoplado 
a proteínas G, produce cambios conformacionales en las proteínas G que permiten el intercambio de 
GDP por GTP en la subunidad Gα; el trímero Gαβγ se disocia y la subunidad Gα1 inhibe la cascada 
de señalización de la enzima adenilato ciclasa. Por su parte, el dímero Gβγ activa a los canales GIRK 
[modificada de Wettschureck y Offermanns, 2005] 

 

2.2 Xenopus laevis 

 

La rana de uñas sudafricana, X. laevis es un modelo importante para el estudio del 

desarrollo de los vertebrados, en biología celular e inmunología, además del estudio 

de poliploidía en invertebrados. X. laevis posee un genoma alotetraploide (Session 

et al. 2016; Graf y Kobel 1991), lo que significa que tiene 4 pares de cromosomas no 

homólogos (2n=36); posee casi el doble de dotación cromosómica que la rana de 

uñas occidental X. tropicalis (2n=20), entre otras especies de ranas diploides 

(Session et al. 2016). Su cariotipo revela 18 pares de cromosomas; 9 pares de 

cromosomas son homólogos, dentro de cuales, los primeros 8 pares reciben el 

nombre del cromosoma correspondiente de X. tropicalis, añadiendo una “L” o una 

“S” para los cromosomas homólogos largos y cortos, respectivamente (Session 

et al. 2016). Así, el cromosoma 7S y 7L son los cromosomas homólogos 7 corto y 7 

largo, respectivamente.    
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Ovocitos de X. laevis 

 

Los ovocitos de la rana sudafricana X. laevis son células de gran tamaño; cuando se 

encuentran en el estadio VI de crecimiento tienen un diámetro de 1 a 1.3 mm, lo que 

permite su fácil manejo con pipetas pasteur y la aplicación de diversas técnicas 

como la microinyección de DNA/RNA y ensayos electrofisiológicos (Weber, 1999).  

 

Los ovocitos de X. laevis son células asimétricas con una polaridad interna 

compleja, con un polo animal de color oscuro que contiene al núcleo, al retículo 

endoplásmico y a los gránulos pigmentados (Merriam et al., 1983). En contraste, en 

el polo vegetal (color amarillo pálido) se encuentra el plasma germinal, que es la 

fuente de DNA del ovocito, además de una nube mitocondrial (figura 3) (King et al., 

2005; Kloc et al., 2001). 

 

Figura 3. El ovocito de X. laevis está dividido en dos polos: el polo animal 
(color café) contiene al núcleo, retículo endoplásmico y gránulos 
pigmentados; mientras que el polo vegetal (color amarillo) contiene al 
plasma germinal y una nube mitocondrial.  

                                                          Xenbase.org  

 

 

El RNA mensajero inyectado en ovocitos de X. laevis, se traduce eficientemente a 

proteínas funcionales, incluyendo modificaciones post-traduccionales, por lo que 

han sido utilizados como sistemas de expresión heteróloga de proteínas, 

principalmente de receptores y canales iónicos (Gurdon et al., 1971). 

 

Los ovocitos de X. laevis constituyen un buen modelo para estudiar las propiedades 

eléctricas y farmacológicas de una gran variedad de canales iónicos recombinantes; 

adicionalmente, han sido ampliamente utilizados como un modelo para el estudio 

del ciclo celular, la biología del desarrollo y la maduración (Nebreda & Ferby, 2000; 

Weber, 1999). Sin embargo, es necesario mencionar que, en ocasiones, el uso de 

los ovocitos de X. laevis, como modelo de estudio puede presentar algunos 

inconvenientes, como: variaciones estacionales, variación biológica entre ovocitos 

de distintas donantes, tiempo de vida corto una vez extraídos de la rana (en 

https://www.zotero.org/google-docs/?aIYG44
https://www.zotero.org/google-docs/?swreKa
https://www.zotero.org/google-docs/?o1zRPt
https://www.zotero.org/google-docs/?o1zRPt
https://www.zotero.org/google-docs/?8T27u8
https://www.zotero.org/google-docs/?owKZA7
https://www.zotero.org/google-docs/?owKZA7
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promedio 14 días), sensibilidad al estrés y a cambios en la temperatura ambiental 

(Weber, 1999). 

Expresión de canales iónicos en ovocitos de Xenopus laevis 

 

Los ovocitos de X. laevis poseen canales iónicos endógenos, entre ellos se 

encuentran una gran variedad de canales de cloruro (Miledi, 1982), canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje (Barish, 1983; Miledi, 1982), canales de potasio del tipo 

rectificador tardío (L. Lu et al., 1990) y canales de potasio del tipo rectificador 

entrante (Hedin et al., 1996).   

Hace varios años, Hedin y Clapham identificaron corrientes entrantes de potasio en 

el ovocito de X. laevis, permitiendo aislar el cDNA del canal GIRK5 (Xir) (Hedin 

et al., 1996). En este sentido, el uso de los ovocitos permitió registrar la corriente 

endógena de los canales GIRK sin la activación de un receptor metabotrópico, 

debido a la existencia de una poza endógena de proteínas Gβγ libres que permite 

su activación (Lutz et al., 2000). 

 

2.3 Proceso de maduración de ovocitos  

  

La maduración del ovocito es una red compleja de vías de transducción de señales 

que culmina en la activación-inactivación cíclica del factor promotor de la 

maduración (MPF) que está compuesto por ciclina B y cdc2 (Philpott, 2004); la 

progesterona ovárica es el desencadenante natural en la maduración de los 

ovocitos de anfibios (Bayaa, 2000). 

El proceso de maduración comprende la última etapa por la que pasa una célula 

germinal para adquirir la capacidad de ser fecundada. Este proceso está 

caracterizado por la disolución de la envoltura nuclear, también llamada 

"rompimiento de la vesícula germinal", la extrusión del primer cuerpo polar y la 

condensación de los cromosomas (Nader, 2016). La maduración comienza cuando 

el ovocito es liberado del primer arresto meiótico que es cuando se rompe la 

vesícula germinal (GVBD) y los cromosomas se condensan en un estado de 

metafase. En la rana, la maduración es inducida por progesterona mediante un 

mecanismo no genómico, mediado por la acción de diversas cascadas de 

https://www.zotero.org/google-docs/?eCQulD
https://www.zotero.org/google-docs/?3T0eGA
https://www.zotero.org/google-docs/?XIrYeL
https://www.zotero.org/google-docs/?ng5lh2
https://www.zotero.org/google-docs/?PZIM1C
https://www.zotero.org/google-docs/?4o44w9
https://www.zotero.org/google-docs/?4o44w9
https://www.zotero.org/google-docs/?GUEIcC
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señalización intracelular. La progesterona es secretada por las células foliculares 

que rodean a los ovocitos en respuesta a gonadotropinas secretadas por la hipófisis 

(Philpott, 2004).  

Maduración de los ovocitos de Xenopus laevis 

 

Los ovocitos de X. laevis se encuentran en un estado arrestado, durante la profase 

de la meiosis 1, en la que ocurre la acumulación de macromoléculas necesarias 

para continuar con la división celular (Maller & Krebs, 1980; Nader, 2016). La 

progesterona, mediante un mecanismo no genómico, desencadena la reanudación 

de la meiosis 1, permitiendo la entrada del ovocito a metafase 1 y posteriormente a 

meiosis 2. Durante metafase 2, el ovocito entra en un segundo arresto meiótico 

durante la metafase 2, señal de que el ovocito ha completado su proceso de 

maduración y está listo para ser fecundado. Mientras que la liberación del primer 

arresto ocurre por la acción de la progesterona, la liberación del segundo arresto 

ocurre después de que el ovocito es fertilizado (Josefsberg Ben-Yehoshua et al., 

2007). 

Durante la transición profase 1-metafase 1 de la meiosis 1, la membrana del núcleo 

del ovocito inmaduro, también llamado vesícula germinal, se desintegra liberando al 

citoplasma el material genético, que posteriormente se dividirá dando lugar a dos 

células hermanas que entrarán en meiosis 2. Esta desintegración, o ruptura de la 

vesícula germinal (GVBD) es un evento crucial que marca la entrada del ovocito al 

proceso de maduración, un proceso en el que el ovocito pasa de un estado inactivo 

a uno activo, listo para poder ser fecundado.  La GVBD se puede apreciar a simple 

vista en un ovocito como la aparición de un punto blanco en el polo animal (Osumi, 

1994; Josefsberg Ben-Yehoshua et al., 2007; Nader, 2016).  

El receptor de progesterona (XmPRβ) es un GPCR que participa en la reanudación 

de la meiosis del ovocito (Josefsberg Ben-Yehoshua et al., 2007). La unión de la 

progesterona a su receptor induce la inhibición de la enzima adenilato ciclasa, 

promoviendo la disminución de los niveles plasmáticos de AMPc, con la 

subsecuente inhibición de la enzima PKA (Wang & Liu, 2004).  

https://www.zotero.org/google-docs/?r1wsdq
https://www.zotero.org/google-docs/?tYY3rj
https://www.zotero.org/google-docs/?tYY3rj
https://www.zotero.org/google-docs/?82eKXc
https://www.zotero.org/google-docs/?82eKXc
https://www.zotero.org/google-docs/?qz1QuN
https://www.zotero.org/google-docs/?Ob59xP
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La enzima PKA, en ovocitos de X. laevis, cataliza la fosforilación de la fosfatasa 

cdc25, promoviendo el arresto meiótico (Duckworth et al., 2002; Matten et al., 1994). 

En contraste, la inhibición de PKA, por acción de la progesterona, promueve la 

activación del factor promotor de maduración (Figura 4), mediante la activación de la 

vía de la MAPK y la activación de cdc25 (Marteil et al., 2009).  

 

Figura 4: Vía de señalización no genómica de la progesterona. La unión de la progesterona a su 
receptor membranal, activa al factor promotor de maduración (MPF) desde distintas vías: 1. La vía 
Mos/MAPK, contribuye a la activación de MPF, a través de la activación de la fosfatasa CDC25 y la 
inhibición de la cinasa Myt1; 2. La síntesis de novo de la proteína Ciclina B, induce la formación de 
MPF que activa a la cinasa PlK y a CDC25, induciendo la síntesis de más MPF (autoamplificación), y 
3. la inhibición de PKA tiene un rol central, debido a que participa en la activación de la vía 
Mos/MAPK, estimula la síntesis de novo de ciclina B  y la fosforilación de CDC25. El resultado final 
de la activación del receptor de progesterona es la activación del factor promotor de maduración 
(MPF), por lo tanto, la maduración del ovocito. Modificada de (Marteil et al., 2009). 

  

Como se muestra en la figura 4, la activación del MPF es necesaria para liberar al 

ovocito del arresto meiótico (Nader et al., 2016). La inhibición de la enzima adenilato 

ciclasa está mediada por el dímero Gβγ de una proteína G clásica de tipo inhibitorio, 

particularmente Gβ1γ2. Se ha observado que la presencia de secuestradores del 

dímero Gβγ (la subunidad α de la transducina bovina: Gtα, y la cinasa del receptor 

β-adrenérgico bovino: βARK-Ccaax), induce la maduración independiente de 

https://www.zotero.org/google-docs/?dSOQNg
https://www.zotero.org/google-docs/?1CYa5j
https://www.zotero.org/google-docs/?IriYCB
https://www.zotero.org/google-docs/?pws9er
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progesterona (figura 5), en contraste, la sobreexpresión del dímero Gβ1γ2 inhibe la 

maduración inducida por progesterona (Sheng et al., 2001, Lutz et al. 2000).  

Es importante mencionar que se ha propuesto que el canal GIRK5 podría inducir la 

maduración del ovocito mediante el secuestro del dímero Gβγ (Díaz-Bello et al., 

2013).  

Sheng et al. (2001) proponen que existe un GPCR, activo constitutivamente, que 

regula la liberación de las Gβγ necesarias para mantener el arresto meiótico y que 

es inhibido por un ligando desconocido, liberado tras la unión de la progesterona 

con su receptor. Se propone que la progesterona, mediante su acción no genómica, 

inhibe la liberación del dímero Gβγ, por lo tanto, inhibe la síntesis de AMPc (figura 5) 

e induce la progresión meiótica (Sheng et al. 2001). Sin embargo, la disminución de 

los niveles de AMPc, tras la inhibición de la adenilato ciclasa, no es suficiente para 

inducir la maduración del ovocito (Nader et al., 2016).  

En resumen, dado que la disminución de los niveles del dímero Gβγ resulta en la 

maduración del ovocito, pero no así cuando hay una disminución de AMPc, sugiere 

que Gβγ cumple otra función, aún desconocida, en el proceso de maduración de los 

ovocitos de X. laevis (Sheng et al, 2001); en el laboratorio de la Dra. Escobar, 

proponemos que el canal GIRK5 podría participar también en dicha vía (figura 5). 

 

 

 

Figura 5: GIRK5 actúa como “secuestrador” de Gβγ, 

lo que favorece la maduración del ovocito 

independiente de progesterona.                                                            

Modificada de Sheng et al., 2001. 

 

 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?PjdCXi
https://www.zotero.org/google-docs/?zibgqa
https://www.zotero.org/google-docs/?zibgqa
https://www.zotero.org/google-docs/?cXW79K
https://www.zotero.org/google-docs/?6a6ksr
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Participación de canales iónicos en el proceso de maduración  

 

Los ovocitos son células capaces de responder a estímulos modificando sus 

propiedades eléctricas como consecuencia del flujo de corrientes iónicas a través de 

canales iónicos en la membrana plasmática (Tosti et al., 2013). Los cambios 

eléctricos en los ovocitos han sido ampliamente descritos en los procesos de 

fertilización y maduración. El aumento de Ca2+ intracelular, en los ovocitos de X. 

laevis es necesario para poder llevar a cabo los procesos de maduración, 

fertilización y activación (Tosti, 2006). Durante las etapas tempranas de la 

maduración en ovocitos de estrella de mar, mediante ensayos electrofisiológicos, se 

ha observado que las corrientes de potasio incrementan (Moody, 1985), mientras 

que en ovocitos de erizo de mar ocurre lo contrario, la permeabilidad al ion potasio 

va disminuyendo conforme avanza la maduración (Dale & de Santis, 1981).  

Participación de canales de potasio en el proceso de maduración. 

 

Los canales de K+ participan en el control de la progresión del ciclo celular tanto a 

través de su influencia en el potencial de membrana, como de mecanismos no 

canónicos independientes de la permeación (Urrego et al., 2014). También se sabe 

que los bloqueadores de los canales de potasio de amplio espectro inhiben a la 

proliferación celular (DeCoursey et al., 1984). 

 La expresión de algunos canales iónicos varía durante las etapas del ciclo celular 

(Urrego et al., 2014), por ejemplo, el arresto de la proliferación de astrocitos en 

GI/G0 por ácido transretinoico, induce la expresión prematura de corrientes de 

potasio rectificadoras entrantes (Kir), que típicamente se expresan en astrocitos 

diferenciados (MacFarlane & Sontheimer, 2000). Otro ejemplo son los canales de 

potasio regulados por voltaje (Kv) que se expresan en ovocitos de ratón y 

permanecen activos durante las fases M y G1, pero no durante S y G2, 

estableciendo el potencial de membrana a lo largo del ciclo celular (Day et al., 

1993). 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?EDdKKb
https://www.zotero.org/google-docs/?FEu5OY
https://www.zotero.org/google-docs/?1ldVcx
https://www.zotero.org/google-docs/?yudY3o
https://www.zotero.org/google-docs/?iS8OgU
https://www.zotero.org/google-docs/?YRLAGv
https://www.zotero.org/google-docs/?APv381
https://www.zotero.org/google-docs/?cbItPv
https://www.zotero.org/google-docs/?5P4vpC
https://www.zotero.org/google-docs/?5P4vpC
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2.4 Fosforilación de canales iónicos 

 

Una de las reacciones bioquímicas más importantes es la fosforilación de residuos 

de serina, treonina y tirosina; además de ser la modificación post-traduccional de 

proteínas más abundante. La fosforilación de una proteína regula una serie de 

funciones celulares como el crecimiento y diferenciación celular y la apoptosis. 

Además de la señalización celular; la fosforilación regula cascadas de señalización, 

como en la vía de la MAPK, donde se propaga una señal de fosforilación, a través 

de una cadena de cinasas, para eventualmente activar la transcripción de proteínas.  

Por todo lo anterior, la fosforilación aberrante de proteínas está implicada en 

enfermedades como cáncer. (Singh, et al., 2017, Bilbrough, et al., 2022). La 

fosforilación de los canales iónicos puede dar lugar a cambios conformacionales que 

alteren su activación y, por lo tanto, su actividad eléctrica (Ismailov & Benos, 1995).  

La fosforilación por proteínas PKA y PKC modula la actividad de canales de sodio, 

potasio y Ca2+ (Mundiña-Weilenmann et al., 1991). La PKA disminuye la actividad de 

los canales de sodio dependientes de voltaje (Mundiña-Weilenmann et al., 1991) e 

incrementa la corriente del heterotetrámero GIRK1/GIRK4 (Müllner et al., 2000). De 

modo similar, la actividad de la PKC regula a la baja a la corriente de sodio 

registrada en neuronas de ratón (Numann et al., 1991) e inhibe a los canales GIRK, 

cuando la cinasa se activa con forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), a través de la 

fosforilación de un residuo de serina en la región C terminal (Mao et al., 2004; 

Takano et al., 1995). 

El papel de la fosforilación en el proceso de maduración 

 

La meiosis y la fertilización de los ovocitos son reguladas por diversas cinasas. MPF 

y MAPK son los principales moduladores del ciclo celular, su estado de 

activación/inactivación define los pasos de la meiosis, y, a la vez, su actividad está 

modulada por otras proteínas cinasas (Fan et al., 2002). La cinasa de 

serina/treonina Mos induce la maduración de los ovocitos mediante la vía de la 

MAPK; la cinasa dependiente de calmodulina (CaMK II) regula a la baja la actividad 

del MPF por un mecanismo dependiente de ubiquitina, así mismo, la PKC inhibe a la 

actividad de la MAPK durante el proceso de maduración y los miembros de la familia 

https://www.zotero.org/google-docs/?xVPFbB
https://www.zotero.org/google-docs/?v8bYhH
https://www.zotero.org/google-docs/?iLobPy
https://www.zotero.org/google-docs/?IHZDos
https://www.zotero.org/google-docs/?I4yMyf
https://www.zotero.org/google-docs/?Rxzl9j
https://www.zotero.org/google-docs/?Rxzl9j
https://www.zotero.org/google-docs/?kixV7l
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de proteínas cinasas de tirosina (Src) estimulan la liberación de Ca2+ intracelular 

durante el proceso de fertilización, activando al ovulo e impidiendo que sea 

fecundado por más de un espermatozoide y, posteriormente, dando lugar a la 

formación del cigoto (Fan et al., 2002, Bates et al., 2014). La cooperación de todas 

estas cinasas es necesaria para el desarrollo y fertilización de los ovocitos.  

Cinasas de tirosina 

 

Para que ocurran los eventos celulares que preceden a los procesos de 

maduración, fertilización y activación, los ovocitos poseen diversas vías de 

transducción. El ovocito exhibe una amplia gama de cinasas de tirosina (PTK) que 

se expresan a niveles más altos, en comparación con otros tipos de células 

(Hubbard & Till, 2000). La reacción que catalizan las PTK es la transferencia de un 

grupo fosfato del ATP al grupo hidroxilo de una tirosina de un sustrato proteico. 

Existen dos tipos de PTKs: los receptores transmembranales (RTK) y los que no son 

receptores (NRTK). Las RTK son glicoproteínas transmembranales activadas por 

ligando que traducen señales extracelulares hacia el citoplasma, mediante la 

fosforilación de residuos de tirosina, activando numerosas vías de señalización y, 

con ello, eventos como la proliferación celular, la diferenciación, la migración y el 

metabolismo. Esta familia incluye a receptores de insulina y factores de crecimiento 

(Hubbard & Till, 2000). 

La familia de las NRTKs está compuesta por 8 subfamilias de cinasas (Abl, Zap70, 

Jak, Btk, Fak, Src, Csk y Fes) que forman parte de las cascadas de señalización 

desencadenadas por las RTKs y otros receptores, entre ellos, los GPCR. Los 

miembros de la subfamilia Src participan en una gran variedad de procesos como la 

mitogénesis y la reestructuración del citoesqueleto; también han sido implicados en 

distintos tipos de cáncer humano (Hubbard & Till, 2000).  

Dentro de la familia de las Src, existe una proteína presente en los ovocitos de X. 

laevis (xSrc) que ha sido asociada a la progresión meiótica, acelerando la 

maduración de los ovocitos. Representa una de las respuestas más tempranas del 

ovocito a la progesterona y su activación está acompañada de la activación de la vía 

de la MAPK. La unión de la progesterona a su receptor activa la vía Src/Ras/MAPK 

(Tokmakov et al. 2005).  

https://www.zotero.org/google-docs/?mjNGBE
https://www.zotero.org/google-docs/?1Yoxbc
https://www.zotero.org/google-docs/?R9pmHI
https://www.zotero.org/google-docs/?prGYpo
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Los ovocitos de X. laevis poseen una proteína de la familia Src de 57 kDa y que 

pertenece a la familia de las cinasas Src (SFK) más abundante en dichas células. 

Esta cinasa es ampliamente inhibida por la actividad del fármaco sintético PP1 

(Hanke, s. f., 1996). PP1 inhibe selectivamente a las cinasas de tirosina Src. En este 

proyecto se empleará con el propósito de determinar el impacto de la inhibición de 

cinasas Src en la distribución del canal GIRK5.  

 

2.5 Proteómica  

 

La proteómica se refiere al análisis del conjunto total de proteínas de una célula, 

tejido u organismo bajo condiciones específicas. Está basada en tres pilares 

tecnológicos básicos: un método que permita fraccionar proteínas complejas, 

espectrometría de masas (EM) para poder detectar proteínas individuales y el 

análisis bioinformático que permite procesar los espectros de masas y determinar la 

secuencia de proteínas o péptidos que más se asemeje a los datos experimentales. 

(Yu et al., 2010). Actualmente, la proteómica permite el desarrollo de diversos 

ensayos como: detección de interacciones proteína-proteína (IPP), análisis de 

modificaciones post-traduccionales, estudios de localización, etc.  

Debido a la gran complejidad que presentan las muestras de proteómica, es 

necesario realizar una separación previa de las proteínas por cromatografía de 

líquidos (LC), la cual permite separar analitos que no puedan diferenciarse 

únicamente por EM, en función de su polaridad. En cuanto a la EM se han 

desarrollado dos procesos de ionización suave, que permitan transferir péptidos o 

proteínas no volátiles y térmicamente inestables a la fase gaseosa sin degradar 

significativamente las muestras: la ionización por electrospray (ESI) y la 

desorción/ionización láser asistida por matriz (MALDI)  (Z. Zhang et al., 2014). 

El primer paso del análisis proteómico es la preparación de la muestra, para lo que 

existen dos métodos distintos: “bottom-up”, en el que, antes del análisis LC-EM, se 

digieren las proteínas en péptidos (con una enzima como la tripsina) y “top-down”, 

en el que se analizan proteínas intactas; el método más usado es el “bottom-up. En 

https://www.zotero.org/google-docs/?3cu6bi
https://www.zotero.org/google-docs/?io4cGE
https://www.zotero.org/google-docs/?23hGHL
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cuanto a LC, el tipo más comúnmente usado es la cromatografía de líquidos de fase 

reversa, debido a la compatibilidad de la fase móvil con MS (Z. Zhang et al., 2014). 

Existen dos tipos de proteómica basada en EM: proteómica dirigida y de 

descubrimiento. Mientras que la proteómica de descubrimiento tiene como objetivo 

la identificación integral de proteínas en una muestra, la dirigida se basa en el 

monitoreo de un analito específico en un gran número de muestras (Saleh et al., 

2019). 

En este trabajo se empleó la metodología de proteómica de descubrimiento para 

detectar IPP, con una fuente de ionización por electrospray y la preparación de las 

muestras se llevó a cabo con el método “bottom-up” 

Una forma de presentar los resultados del análisis proteómico es mediante el uso de 

interactomas: conjunto de las interacciones moleculares en un entorno biológico 

determinado. El interactoma de una proteína representa a las proteínas que 

interactúan con ella, para promover, regular o inhibir su actividad o expresión; puede 

incluir también sustratos o componentes moleculares que sean regulados por la 

proteína de interés. La identificación del interactoma de una proteína puede 

proporcionar información sobre su función y los mecanismos en los que está 

involucrada (Maccarrone et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?fx7w80
https://www.zotero.org/google-docs/?H9O9yh
https://www.zotero.org/google-docs/?H9O9yh
https://www.zotero.org/google-docs/?gCN7Ql
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3. Antecedentes 

 

2.1 Canal GIRK5 

 

En el genoma de X. laevis existen dos genes parálogos que codifican para el canal 

GIRK5: uno en el cromosoma 7 largo (Kcnj5.L); y otro en el cromosoma 7 corto 

(Kcnj5.S) (Rangel-Garcia et al. 2021).  El gen Kcnj5.L codifica para tres isoformas, 

cuya diferencia radica principalmente en la longitud de la región N-terminal: GIRK5 

(429 aa), Δ5GIRK5 (424 aa) y Δ25GIRK5 (404 aa) (Salvador et al., 2001, 2003). La 

isoforma GIRK5 es la que más ha sido estudiada por ser el canal wild type. Más 

adelante se discutirá sobre el gen parálogo Kcnj5.S. 

El canal GIRK5 además tiene un ortólogo, el canal GIRK4. Esto implica que 

comparten una secuencia genética similar y una función biológica relacionada, ya 

que ambos tienen un ancestro común en su origen evolutivo. Sin embargo, debido al 

proceso de especiación, estos genes divergieron, dando lugar a su expresión en 

diferentes especies: mamífero (GIRK4) y en la rana X. laevis (GIRK5). (Altenhoff, et 

al., 2019, Rangel-García et al., 2021).  

GIRK4 se expresa en células en células de mamífero: corazón, glándulas 

suprarrenales, páncreas y apéndice; es ampliamente estudiado por su relación con 

enfermedades como el hiperaldosteronismo (Geller et al., 2008).  

Las secuencias de los canales GIRK4 y GIRK5  presentan 82% de identidad; la 

principal diferencia de sus secuencias es que, comparado con GIRK4, GIRK5 

exhibe un extremo amino terminal que contiene 25 aminoácidos adicionales (Hedin 

et al., 1996); en dicha secuencia se identificó una tirosina fosforilable en la posición 

16 (Y16) (Figura 6) (Mora & Escobar, 2005).  

 

 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?ZCa5SR
https://www.zotero.org/google-docs/?RHqq96
https://www.zotero.org/google-docs/?RHqq96
https://www.zotero.org/google-docs/?6H2xHL
https://www.zotero.org/google-docs/?6H2xHL
https://www.zotero.org/google-docs/?BnHSzl
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Figura 6. Comparación de las secuencias del extremo 
amino de los canales GIRK4 y GIRK5.   En rojo se 
resalta el aa Y16.  

Modificado de (Mora & Escobar, 2005) 

 

 

 

 

El aminoácido Y16 forma parte de un motivo de retención de retículo endoplásmico 

(KRLYpi) único de X. laevis, que, como su nombre lo indica, mantiene al canal 

GIRK5 retenido en el retículo endoplásmico. La retención en el RE impide la 

expresión funcional de GIRK5 en la membrana plasmática del ovocito. Tanto la 

isoforma Δ25GIRK5 como la mutación GIRK5-Y16A no sufren retención, debido a 

que carecen de la Y16; adicionalmente, el tratamiento de ovocitos que 

sobreexpresan la quimera GIRK5-EGFP, con inhibidores de cinasas de tirosina 

(genisteína y geldanamicina) permite que el canal se exprese en la membrana 

plasmática (Mora & Escobar, 2005; Rangel-García et al., 2021). 

En este proyecto se utilizó al inhibidor PP1, con el fin de inhibir a la posible cinasa 

de la subfamilia Src, responsable de fosforilar la Y16 de GIRK5, manteniéndolo 

retenido en el retículo endoplásmico.    

Uno de los hallazgos más actuales sobre el canal GIRK5 es, su participación en el 

proceso de maduración de los ovocitos de X. laevis independiente de progesterona 

(Rangel-Garcia et al., 2021). Se microinyectaron ovocitos con el RNA de la doble 

mutante GIRK5K13AR14A (GIRK5KR), en la que se mutaron los aminoácidos lisina 

13 (K13) y arginina 14 (R14) por alaninas (A), de esta manera se “rompe” el motivo 

de retención a retículo endoplásmico, permitiendo que el canal no se retenga y 

pueda translocarse a la membrana plasmática; resultando que la liberación del canal 

del retículo endoplásmico, acelera el proceso de maduración del ovocito, sin 

embargo, aún se desconoce la vía de señalización en la que participa. Una vez 

https://www.zotero.org/google-docs/?YoJLEN
https://www.zotero.org/google-docs/?D0CnWL
https://www.zotero.org/google-docs/?eRYtdo
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liberado del retículo endoplásmico, el canal GIRK5KR es traslocado hacia la 

membrana plasmática.  

Con el propósito de saber si la expresión de GIRK5 en la membrana plasmática es 

crucial para su participación en el proceso de maduración, se llevará a cabo un 

ensayo de maduración para ver el efecto de la sobreexpresión del canal GIRK4 en 

ovocitos de X. laevis. El objetivo es determinar si la sobreexpresión de un canal 

GIRK que se localiza en la membrana plasmática es suficiente para inducir la 

maduración del ovocito en ausencia de un estímulo hormonal. 

Además del motivo de retención de retículo endoplásmico, el canal GIRK5 posee un 

motivo de polarización (ESPQLI) río abajo de Y16, que permite la distribución del 

canal GIRK5 hacia el polo animal (ap) (Díaz-Bello et al., 2013). Interrumpir la 

secuencia del motivo de polarización, permite la distribución del canal en ambos 

polos (Δ25GIRK5) y en el polo animal (GIRK5-Y16A). El canal funcional se expresa 

en la membrana plasmática del polo vegetal (Díaz-Bello et al., 2013; Rangel-García 

et  al., 2021)  (figura 7). 

 

Figura 7 Localización de GIRK5-WT, Δ25GIRK5 y GIRK5-Y16A. Imágenes de microscopía confocal 
de las quimeras EGFP de GIRK5, Δ25GIRK5 y GIRK5-Y16A. Modificada de (Díaz-Bello et al., 2013)  

 

Bauer y colaboradores reportaron que la corriente endógena del canal GIRK5 es 

variable entre los ovocitos de distintas ranas e incluso entre las estaciones del año; 

en los meses de marzo y mayo se registra una mayor corriente que en los meses de 

agosto y noviembre (Bauer et al., 1996), lo que implica que la expresión endógena 

https://www.zotero.org/google-docs/?Kw3ESI
https://www.zotero.org/google-docs/?q5WKJU
https://www.zotero.org/google-docs/?q5WKJU
https://www.zotero.org/google-docs/?QRDZF4
https://www.zotero.org/google-docs/?TcReqv
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de GIRK5 responde al ritmo biológico de la rana. Se ha reportado que los 

estrógenos inducen la expresión de canales iónicos en los ovocitos (Ritchie, 1993).  

El nivel de expresión del canal GIRK5 también varía entre los distintos estadios de 

desarrollo de los ovocitos de X. laevis (I-VI); el mayor nivel de expresión de GIRK5 

se observa en los primeros tres estadíos y durante la maduración inducida con 

progesterona (Rangel-Garcia et al., 2021).  

 

2.1.1 GIRK5.S 

 

Como se mencionó anteriormente, el gen que codifica para el canal GIRK5 tiene un 

parálogo, el gen Kcnj5.S, la “S” viene de que está localizado en el cromosoma corto. 

Kcnj5.S. codifica para el canal GIRK5.S, dicho canal posee una secuencia de 201 

aminoácidos, aproximadamente la mitad, con respecto a la secuencia de GIRK5 

(Rangel-Garcia et al. 2021). En la figura 8A, se comparan las estructuras de los 

canales GIRK5, GIRK4 y GIRK5.S. Las tres proteínas pertenecen a la familia de los 

canales GIRK, por lo que cuentan con dominios que son representativos de dicha 

familia, así como la región transmembranal y del poro (color morado) y las regiones 

citoplásmicas, correspondientes al extremo amino (color verde) y el extremo 

carboxilo (color anaranjado). En la figura 8B se puede observar que la “falta” de 

aminoácidos en la secuencia de GIRK5.S se ve reflejada principalmente es su corta 

región C-terminal. 

El extremo C-terminal de los canales GIRK es importante para la regulación de su 

actividad. El canal GIRK1 tiene un C-terminal más largo que el resto de los canales 

GIRK y cumple la función de regular la actividad del canal inducida por 

neurotransmisores (Dascal y Kahanovitch 2015), además, el C-terminal de GIRK1 

participa en la formación de un sitio de unión de alta afinidad a Gβγ (C.-L. Huang, 

Jan, y Jan 1997; Dascal y Kahanovitch 2015). Se desconocen las implicaciones 

biológicas que pueda tener esta diferencia estructural en la actividad de GIRK5.S. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?cvktg9
https://www.zotero.org/google-docs/?QtFDwV
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Figura 8. A) Estructura de tres subunidades de canales GIRK: GIRK4, GIRK5 y GIRK5.S. B) 
Esquema lineal de las subunidades de los canales GIRK4, GIRK5 y GIRK5.S. Se alinearon las 
secuencias para que la subunidad que corresponde a los segmentos transmembranales y la región 
del poro (TM+P) coincidan. En color verde se representa el extremo amino terminal; en anaranjado el 
extremo carboxilo y en morado la región transmembranal y del poro. Los modelos estructurales de la 
figura A fueron obtenidos de la base de datos del programa AlphaFold, se pueden encontrar con los 
códigos: AF-P48544-F1 (GIRK4), AF-Q91658-F1 (GIRK5); la estructura de GIRK5.S se predijo por 
primera vez. La figura B fue construida con los dominios reportados para cada proteína en la base de 
datos de InterPro. 

 

La secuencia de aminoácidos del canal GIRK5.S presenta 3 aminoácidos continuos 

(NQD) y tres discontinuos (R, E, T) que pueden ser reconocidos por el anticuerpo 

anti GIRK4. En la figura 9, se alinean los aminoácidos 6-18 de la secuencia del 

canal GIRK5.S con la secuencia del epítopo que reconoce el anticuerpo anti-GIRK4 

(Alomone). En color rojo se presentan los aminoácidos que tienen en común ambas 

secuencias. 

  

Figura 9: Secuencia de aminoácidos del canal GIRK5.S y epítopo que reconoce el anticuerpo anti 
GIRK4. En rojo se muestran los aminoácidos que tiene en común GIRK5.S con respecto al epítopo 
de GIRK4. 
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Lo anterior nos abre la oportunidad de poder estudiar el canal GIRK5.S endógeno, 

empleando un anticuerpo comercial. En este trabajo comprobaremos si el 

anticuerpo anti-GIRK4 nos permite detectar GIRK5.S en el modelo de la rana 

Xenopus laevis, de esta manera, podremos estudiar su distribución. 

 

 

2.2 Proteómica de canales GIRK. 

 

Previamente en el laboratorio de la Dra. Laura Escobar, obtuve el interactoma del 

canal GIRK5 recombinante en el ovocito de X. laevis (Chávez García, 2021). La 

muestra que se analizó mediante proteómica fue el inmunoprecipitado (ip) dirigido a 

la quimera GIRK5-EGFP. Se obtuvo satisfactoriamente el inmunoprecipitado dirigido 

al canal GIRK5, empleando el anticuerpo anti EGFP y se detectaron, mediante 

HPLC-masas, 11 proteínas en la muestra, entre ellas: chaperonas (proteínas de 

choque térmico), proteínas de citoesqueleto (actina), subunidades de la ATP-

sintasa, la enzima piruvato cinasa, proteínas ribosomales, una proteína asociada a 

proliferación (pa2g4) y al canal GIRK5. Se construyó un interactoma en el que no se 

detectó una IPP directa entre GIRK5 y alguna de las otras proteínas presentes en la 

muestra. Debido a que se desconoce la vía de participación del canal GIRK5 en la 

maduración del ovocito, nuestro interés estuvo en determinar su interacción con 

proteínas relevantes para el proceso de maduración. Entre los resultados obtenidos, 

la proteína pa2g4 (proteína 2G4 asociada a proliferación), también llamada EBP1, 

fue la más relevante por su participación en la vía de señalización de ErbB-3, que, a 

su vez, regula la vía de la MAPK y ERK1/2, ambas vías de gran relevancia para el 

proceso de maduración de los ovocitos (Black et al., 2019; Seshacharyulu et al., 

2012).  

Hasta el momento no hemos realizado ningún ensayo funcional para confirmar o 

descartar alguna interacción entre el canal GIRK5 y las demás proteínas del 

interactoma, sin embargo, se planean realizar para proyectos posteriores.  

Uno de los objetivos de este trabajo fue probar si el anticuerpo anti-GIRK5 es capaz 

de inmunoprecipitar al canal GIRK5 y posteriormente, analizarlo mediante 

proteómica para observar las interacciones proteína-proteína en las que participa en 

https://www.zotero.org/google-docs/?ktOGW1
https://www.zotero.org/google-docs/?dU7nwk
https://www.zotero.org/google-docs/?dU7nwk
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el modelo de ovocito. Anteriormente se ha empleado el anticuerpo anti-GIRK5 para 

realizar ensayos de Western blot (Rangel-Garcia et al. 2021), obteniendo resultados 

satisfactorios. Sin embargo, es la primera vez que se emplea en ensayos de 

inmunoprecipitación. 

Para que un anticuerpo sea apto para ensayos de inmunoprecipitación, debe 

dirigirse a un epítopo conformacional o uno lineal, cuya secuencia se encuentre en 

los extremos de la proteína, con el fin de que pueda ser detectado en su estado 

nativo (Abyntek, 2016). La secuencia que reconoce el anticuerpo policlonal que se 

diseñó para el canal GIRK5 está localizada en el extremo amino terminal y está 

integrada por los aminoácidos 5 al 22 (figura 10).  

 

 

Figura 10:  Estructura plegada del canal 
GIRK5 y secuencia del epítopo reconocido 
por el anticuerpo anti-GIRK5. En color verde 
se marca la región, dentro de la estructura, 
que corresponde al epítopo lineal (aa 5-22 de 
la secuencia)  

 

 

 

 

Como se puede observar, la interacción antígeno-anticuerpo es propicia, debido a 

que el epítopo está en una región muy accesible del N-terminal.   

Teóricamente, el anticuerpo anti-GIRK5 sirve tanto para ensayos que requieran la 

desnaturalización de la proteína (Western blot), como para ensayos en los que la 

proteína se encuentre en su estado nativo, como es la inmunoprecipitación. 

 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?iog2EX
https://www.zotero.org/google-docs/?iog2EX
https://www.zotero.org/google-docs/?Y7KJ01
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4. Justificación 

 

El canal GIRK5 se expresa endógenamente en los ovocitos de la rana X. laevis. 

Hasta el momento, se dispone de poca información sobre su papel fisiológico en los 

ovocitos, sin embargo, se conoce que su distribución celular depende de su estado 

de fosforilación, y que está implicado en el proceso de maduración de los ovocitos. 

No se ha reportado la participación de un canal GIRK en el proceso de maduración 

independiente de progesterona. Es por ello que resulta importante estudiar su 

función y las proteínas con las que interactúa en el modelo de ovocito, para poder 

comprender la vía de señalización en la que participa. 

 

 

 

 

5. Hipótesis   

 

Si el canal GIRK4 se expresa funcionalmente en la membrana plasmática, inducirá 

el proceso de maduración de los ovocitos de la rana X. laevis, en ausencia de un 

estímulo hormonal externo.  
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6. Objetivos  

 

6.1 Objetivo general  

 

Estudiar las propiedades funcionales de los canales iónicos GIRK4 y GIRK5, así 

como su interacción con otras proteínas y distribución celular en el modelo de X. 

laevis.  

 

 

6.2 Objetivos particulares  

 

1. Evaluar el impacto de la sobreexpresión del canal GIRK4 en el proceso de 

maduración de ovocitos de X. laevis. 

2. Caracterizar la distribución de los canales GIRK5 y GIRK5.S en diversos 

tejidos de la rana X. laevis. 

3. Comprobar si el anticuerpo anti-GIRK5 es apto para ensayos de 

inmunoprecipitación. 

4. Inmunoprecipitar a los canales GIRK4 y GIRK5 a partir de lisados de ovocitos 

que sobreexpresan dichas proteínas. 

5. Identificar y caracterizar los interactomas de los canales GIRK4 y GIRK5. 

6. Investigar el efecto del inhibidor de cinasas de tirosina PP1 en la distribución 

subcelular del canal GIRK5 
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7. Metodología 

 

 

De acuerdo con los objetivos particulares mencionados, a continuación, se describe 

la metodología empleada. En la sección “Apéndice” se pueden consultar los detalles 

de las metodologías y la preparación de las soluciones empleadas.  

 

7.1 Obtención y manejo de ovocitos 

 

El modelo de estudio empleado en este trabajo fue la rana hembra X. laevis, así 

como sus ovocitos; a continuación, se redacta la obtención y el manejo que se les 

dio.  

Ovariectomía parcial 

 

La extracción de ovocitos en estadio V-VI de crecimiento, se realizó mediante 

ovariectomía parcial, esto es, la extirpación quirúrgica parcial de los ovarios de la 

rana, para poder tener acceso a los folículos ováricos.  

 

Se anestesió una rana hembra adulta por inmersión en tricaína al 0.2%, durante 15 

minutos Una vez que se verificó que estaba dormida, se colocó en posición dorsal 

sobre una cama de hielo. Posteriormente, se realizó una incisión quirúrgica de 

aproximadamente 1 cm en la región ventral del abdomen para exponer los ovarios, 

seguida por la cuidadosa separación de los tejidos circundantes. Una vez 

identificados, se procedió a extirpar parcialmente la porción de los folículos ováricos. 

Por último, se suturó la incisión, se aplicó una solución antiséptica y se colocó a la 

rana en aislamiento en una pecera limpia. 

Manipulación de ovocitos 

 

Para preservar la integridad y viabilidad de los ovocitos extraídos, se realizaron las 

siguientes medidas de cuidado:  

 

Se retiró el folículo que rodea a los ovocitos, mediante una digestión enzimática con 

una solución 2 mg/ mL de colagenasa tipo 1 (SCR103, Sigma-Aldrich), en medio 
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ND96 sin Ca2+ (96 mM cloruro de sodio, 2 mM cloruro de potasio, 1 mM cloruro de 

magnesio, 5 mM HEPES, 2.5 mM piruvato de sodio, pH 7.4), durante una hora con 

agitación constante a temperatura ambiente. Terminado el tiempo de digestión, se 

realizaron 5 lavados con medio ND96 sin Ca2+, para remover la colagenasa 

remanente; posteriormente, 5 lavados con medio ND96 con Ca2+ (96 mM cloruro de 

sodio, 2 mM cloruro de potasio, 1 mM cloruro de magnesio, 5 mM HEPES, 2.5 mM 

piruvato de sodio, 1.8 mM cloruro de Ca2+, pH 7.4) y, por último, 5 lavados con 

ND96 con Ca2+ más antibiótico (gentamicina 0.05 mg/mL). Se clasificaron los 

ovocitos obtenidos por tamaño y se seleccionaron los más grandes, que 

corresponden a los últimos estadíos de crecimiento (V-VI). Los ovocitos se 

mantuvieron en medio ND96 adicionado con Ca2+ + gentamicina a 18°C hasta su 

posterior uso. 

Microinyección de mRNA en ovocitos 

 

Se inyectaron 50 nL solución de mRNA en medio TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 Mm) 

por ovocito (25 ng de mRNA), mediante el uso de un manipulador y un microinyector 

manual. Los ovocitos inyectados se mantuvieron a 18°C en medio ND96 con Ca2+ 

adicionado con el antibiótico gentamicina (1.250 mL/ L) durante 3 días para permitir 

la traducción del RNA inyectado. 

Lisado celular 

En este proyecto, se emplearon muestras de membranas totales para analizar el 

conjunto de proteínas presentes en los ovocitos de Xenopus laevis. Después de la 

microinyección y transcurridos tres días para permitir la expresión de proteínas, se 

lisaron las células. Se preparó buffer de extracción de proteínas (sacarosa 250 mM, 

EDTA 1 mM, trisaminometano 1 mM). Se colocaron los ovocito en un tubo 

Eppendorf de 3 mL sin medio y se agregaron 5 μL de buffer de extracción de 

proteínas por ovocito. Empleando una aguja hipodérmica 30G, se perforaron los 

ovocitos en el tubo de recolección, pasándolos 20 veces por la jeringa. 

Posteriormente se incubó el tubo de lisado en hielo durante 30 minutos con 

agitación ocasional. Terminada la incubación, se centrifugó el tubo de recolección a 

200 rcf (Relative Centrifugal Force) durante 5 min a 4°C, por duplicado, separando 
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el sobrenadante a un tubo nuevo cada vez. Terminado el ciclo de centrifugación a 

200 rcf, se centrifugó el sobrenadante recuperado a 14,000 rcf durante 20 min a 

4°C. Por último, se colocó el sobrenadante final en un tubo de 600 μL, se ajustó su 

volumen a 0.5 mL con buffer de extracción de proteínas y se almacenó a -20°C. 

Determinación de la concentración de proteínas (Método Lowry) 

 

Se realizó una curva de calibración con albúmina en SSI (solución salina isotónica) 

en un rango de concentraciones de 0.06 a 2 mg/mL. Se prepararon dos diluciones 

de la muestra (1:10 y 1:20) y se utilizó el kit BioRad DC Protein Assay, siguiendo las 

indicaciones del proveedor. Se leyó la absorbancia de la muestra a 750 nm, usando 

un espectrómetro UV y se calculó la concentración de proteínas presentes en el 

lisado celular. 

 

7.2 Registro electrofisiológico de las corrientes entrantes de potasio en los 

ovocitos 

Previo al ensayo de maduración de ovocitos que sobreexpresan el canal GIRK4, se 

verificó que los ovocitos realmente expresaban el canal en la membrana plasmática, 

mediante el uso de la técnica de fijación de voltaje con dos microelectrodos (TEVC). 

Se inyectó un grupo de ovocitos con 23 ng de RNA del canal GIRK4. Tres días 

después de la inyección, se registraron los ovocitos con la técnica de fijación de 

voltaje con dos microelectrodos (voltage clamp). Se utilizó un convertidor analógico 

digital (DIGIDATA 1550B, Molecular Devices), un amplificador (Axoclamp 900A, 

Molecular Devices). Se utilizó el software Clampex10.6 (Molecular Devices) para la 

adquisición de datos y producción de los registros. Las corrientes totales se 

obtuvieron a partir de la aplicación de un protocolo de 12 pulsos, cada uno con una 

duración de 100 ms a un potencial de mantenimiento de 0 mV. Los pasos de voltaje 

aplicador fueron de -160 a +60 mV. Los ovocitos se registraron con dos 

microelectrodos con resistencias de 0.5 a 1.5 MΩ. Las pipetas de registro se 

llenaron con una solución 3 M de KCl. Se empleó una solución alta en potasio como 

medio de registro (mM: 118 KCl, 1.8 CaCl2, 2 MgCl2, 5 HEPES, Ph 7.4). La 
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adquisición de datos y el análisis de los registros se realizaron con el software 

pClamp 11.0. 

 

7.3 Ensayo de maduración 

El objetivo de este ensayo es determinar el efecto de la sobreexpresión del canal 

GIRK4 en la maduración de los ovocitos de X. laevis. La muestra de estudio fue un 

grupo de ovocitos que sobreexpresan al canal GIRK4; como controles positivos se 

usarán ovocitos que sobreexpresan GIRK5 y la mutante GIRK5-K13AR14A; el 

control negativo serán ovocitos inyectados con agua.  

Preparación de muestra y controles 

Se obtuvieron ovocitos en estadios V-VI, como se indicó en el apartado “obtención y 

manejo de ovocitos”. Se inyectaron grupos de 40 ovocitos con 0.3 μg/μL de mRNA 

de los canales GIRK5, GIRK4 y la mutante GIRK5-K13AR14A y se dejaron 

expresando durante tres días, adicionalmente se inyectó un grupo de 40 ovocitos 

solo con agua (control negativo). El segundo día después de la extracción de 

ovocitos, se separó un grupo de 40 ovocitos no inyectados y se incubaron durante 

12 horas en medio ND96 sin Ca2+, adicionado con 10 μM de progesterona (P0130 

Sigma-Aldrich), para estimular su maduración (control positivo), procurando que el 

tiempo de incubación terminara a la par de las 72 horas de expresión de los ovocitos 

inyectados. Cumplidas las 72 horas, se lisaron todos los grupos de ovocitos, como 

se indica en el apartado “lisado celular”; por último, se determinó la concentración 

de proteína en los lisados celulares obtenidos. 

Electroforesis y análisis por Western Blot 

Todos los grupos anteriormente mencionados fueron analizados mediante western 

blot, para detectar la presencia del marcador de maduración p-Erk1/2, empleando el 

anticuerpo primario anti-p-Erk1/2 (sc-81492) a una dilución de 1:200 y el anticuerpo 

secundario donkey anti-mouse (AB_2340758, Jackson InmunoResearch) en dilución 

1:25,000. Se mezcló el equivalente a 30 μg de proteína de lisado con el mismo 

volumen de buffer de carga (Laemmli, Bio-Rad) adicionado con 5% de β-

mercaptoetanol (Bio-Rad) y se incubó a 95°C durante 5 min. Posteriormente se 
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separaron las muestras en un gel de poliacrilamida al 10%, junto con 5 μL de 

marcador de peso molecular. La electroforesis se llevó a cabo usando buffer SDS-

Tris-glicina (ver apéndice) a 120 V (gel concentrador) y 150 V (gel separador). Al 

finalizar la electroforesis, se realizó la transferencia semiseca de las proteínas a una 

membrana de PVDF (Inmuno Blot PVDF membrane for protein blotting), a 10 V 

durante una hora. Posteriormente se lavó la membrana tres veces con TBS-Tween 

0.1% (TBS-T, ver apéndice) y se bloqueó con solución de bloqueo (ver apéndice), 

durante 1 hora a temperatura ambiente.  

Después de una hora, se retiró la solución de bloqueo y se incubó la membrana con 

el anticuerpo primario correspondiente, durante 18 horas a 4°C con agitación lenta. 

Una vez terminado el tiempo de incubación se lavó la membrana 3 veces con TBS-T 

y se incubó con el anticuerpo secundario durante una hora, con leve agitación a 

temperatura ambiente. Finalmente se reveló la membrana, usando el kit de 

quimioluminiscencia (Clarity Western ECL substrate, Bio-Rad), en un 

fotodocumentador (UVP ChemStudio). 

 

7.4 Distribución de los canales GIRK5 y GIRK5.S en distintos órganos de la 

rana Xenopus laevis 

 

Como se mencionó anteriormente, el canal GIRK5 fue identificado en los ovocitos 

de X. laevis (Weber, 1999). Sin embargo, se desconoce si se encuentra en algún 

otro tejido de la rana. Por otro lado, aún no ha sido caracterizada la distribución del 

canal GIRK5.S en el modelo de X. laevis.  

 

Con el objetivo de comprobar si es posible detectar al canal GIRK5.S, empleando el 

anticuerpo anti-GIRK4, e identificar la localización de los canales GIRK5 y GIRK5.S 

en distintos órganos de la rana X. laevis, se extrajeron: ovocitos, cerebro, corazón, 

riñón, hígado, pulmón, intestino y oviductos de tres ranas X. laevis hembra adultas. 

Posteriormente, se lisaron los órganos extraídos y se prepararon las muestras para 

ser analizadas mediante western blot.  

Se sacrificaron 3 ranas hembra adultas X. laevis empleando el método químico de 

inmersión en metanosulfonato de tricaína 0.2 mg/mL (E10521, Sigma-Aldrich) 

https://www.zotero.org/google-docs/?q8NV08
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durante 30 minutos y confirmando con el método físico de hipotermia durante 1 

hora. Se colocó a la rana en posición dorsal y se realizó una incisión a lo largo del 

dorso de la rana, comenzando desde la región posterior y extendiéndola hacia 

adelante hasta la región craneal, posteriormente se abrió cuidadosamente la 

cavidad abdominal para exponer los órganos internos y se extrajeron los órganos de 

interés. Se colocaron los órganos extraídos en un recipiente limpio y etiquetado con 

el nombre del órgano y la rana de origen. Se lisaron los órganos empleando un 

taladro homogeneizador y 1 mL de buffer de lisis (ver anexo) por cada 100 mg de 

muestra. Se cuantificó la concentración de proteína como se indica en los apartados 

“Lisis celular” y “Determinación de la concentración de proteínas” del numeral 7.1 de 

este trabajo. Por último, se analizaron los lisados de órganos mediante western blot, 

con el objetivo de detectar la presencia de los canales GIRK5 y GIRK5.S. Para la 

identificación del canal GIRK5 se empleó el anticuerpo anti-GIRK5 en una dilución 

1:3,500; el canal GIRK5.S se detectó empleando el anticuerpo anti-GIRK4 (APC-027 

Alomone) 1:200; en ambos casos se utilizó el anticuerpo secundario donkey anti-

rabbit (AB_10015282 Jackson InmunoResearch) 1:25,000. 

 

 

7.5 Obtención de interactomas  

 

Debido a la inexistencia de un anticuerpo comercial dirigido para el canal GIRK5, se 

produjo el anticuerpo policlonal anti-GIRK5, en colaboración con el Dr. Vianney Ortiz 

(Departamento de biomedicina molecular, CINVESTAV). En la figura 11 se presenta 

la secuencia que fue empleada como epítopo.   

 

 
Figura 11. Aminoácidos (aa) 1-40 de la secuencia de canal GIRK5. En color rojo se resalta la 
secuencia (aa 5-21) utilizada como antígeno para la generación del anticuerpo policlonal anti-GIRK5. 
Datos obtenidos de la base de datos UniProt, código de proteína “Q91658_XENLA” 

Previamente se ha empleado el anticuerpo anti-GIRK5 en ensayos de western blot 

para detectar al canal GIRK5 recombinante y endógeno (Rangel-Garcia et al., 

2021). Con el objetivo de evaluar la capacidad del anticuerpo anti-GIRK5 para 
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inmunoprecipitar al canal GIRK5 recombinante, se llevó a cabo un ensayo de 

inmunoprecipitación utilizando lisados de ovocitos que sobreexpresaban el canal 

GIRK5. Adicionalmente, se realizó el mismo ensayo utilizando el anticuerpo anti-

GIRK4 (Alomone) en ovocitos que sobreexpresaban el canal GIRK4. 

Posteriormente, se realizó un análisis proteómico de los inmunoprecipitados 

obtenidos para identificar las proteínas co-inmunoprecipitadas con los canales 

GIRK5 y GIRK4, las cuales podrían interactuar potencialmente con ellos. 

 

A continuación, se detalla la metodología empleada:  

 

Inmunoprecipitación  

Se resuspendieron y transfirieron 50 µL de perlas magnéticas (Dynabeads protein 

G, Invitrogen) a un tubo de 600 µL y se lavaron por duplicado con 200 µL de PBST 

(tubo 1). Se diluyó el equivalente a 5 µg de anticuerpo (tabla 1), en 200 µL de buffer 

de lavado (PBS pH 7.4 con 0.02% de tween), y se agregó la dilución al tubo 1. 

Posteriormente se incubó con rotación constante durante 1 hora a 4 °C. 

Tabla 1: cantidad de anticuerpo utilizado para el ensayo de ip. 

Anticuerpo Detalles concentración Volumen empleado Concentración final 

Anti-GIRK5 Rabbit Policlonal 0.43 µg / µL 11.62 µL 5 µg / 200 µL 

Anti-GIRK4 Alomone APC-027 

Rabbit Policlonal 

0.8 µg / µL 6.25 µL 5 µg / 200 µL 

 

Pasado el tiempo de incubación, se retuvieron las perlas con un imán y se retiró el 

sobrenadante (Sn1, guardar). Se lavaron las perlas por triplicado con 200 µL de 

buffer de lavado (PBS pH 7.4 + tween 20 al 0.02%). 
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Para continuar con la inmunoprecipitación, se agregó el volumen equivalente a 2 mg 

de lisado celular al tubo 1 y se incubó con rotación por 1.20 horas a temperatura 

ambiente. Pasado el tiempo de incubación, se retuvieron las perlas con un imán y se 

retiró el sobrenadante (Sn2, guardar).                                                                             

Se lavó el inmunoprecipitado obtenido (ip) con 200 µL de buffer de lavado por 

triplicado, se resuspendió en 100 µL del mismo buffer y se transfirió a un tubo nuevo 

(tubo 2). 

Elución desnaturalizante: 

Se retiró el buffer de lavado del tubo, se agregaron 20 µL de buffer de elución (50 

mM de glicina pH 2.8) y 10 µL de NUPAGE LSD sample buffer (Thermofisher) a 

temperatura ambiente y se calentó por 10 min a 70°C. Se retiraron las perlas y se 

procedió a concentrar las muestras en un gel de electroforesis. 

Electroforesis:  

 

Para analizar los inmunoprecipitados obtenidos por espectrometría de masas, se 

optó por hacerlo mediante la extracción de las muestras a partir de un gel de 

poliacrilamida. Se cargaron los 30 µL finales de muestra en un gel NuPAGE 10% 

Bis-Tris de 1 mm de espesor (Thermofisher) y se realizó la electroforesis a 150 V, 

en una cámara XCell SureLock Mini-Cell (Thermofisher), hasta que las muestra 

avanzaron 1 cm dentro del gel. Se usó MOPS SDS Running Buffer 1X 

(Thermofisher). Se tiñó el gel con azul de coomassie (Bio-safe Coomassie G-250, 

Bio-Rad).  

 

Esta metodología se aplicó tanto a las muestras de ovocitos inyectados con GIRK5 

como con GIRK4. Ambos inmunoprecipitados se corrieron en el mismo gel.  

Ensayo proteómico  

 

El ensayo proteómico lo realizó el M. en C. Emmanuel Ríos Castro, en el 

Laboratorio Nacional de Servicios Experimentales (LaNSE) de la Unidad de 

Genómica, Proteómica y Metabolómica del CINVESTAV Zacatenco, Instituto 

Politécnico Nacional. 
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En la figura 12 se resume la estrategia general que se empleó. 

 

Figura 12. Resumen de la estrategia proteómica que se realizó con las muestras obtenidas del 

ensayo de inmunoprecipitación. Los pasos mencionados los realizó el M. en C. Emmanuel Ríos 

Castro, en el Laboratorio Nacional de Servicios Experimentales (LaNSE) de la Unidad de Genómica, 

Proteómica y Metabolómica del CINVESTAV Zacatenco, Instituto Politécnico Nacional. 

 

A continuación, se describe detalladamente la metodología: 

Se cortaron las bandas teñidas del gel de poliacrilamida, correspondientes al 

inmunoprecipitado de los canales GIRK5 y GIRK4 y posteriormente se destiñeron 

con solución de desteñido (50% metanol y 2.5% ácido fórmico en agua grado HPLC) 

y se deshidrataron con acetonitrilo (ACN). Para reducir las proteínas, se trataron las 

muestras con ditiotreitol (DTT) 100 mM y con iodoacetamida (IAA) 50 mM para 

mantener las estructuras proteicas lineales. Se realizaron una serie de lavados con 

bicarbonato de amonio (ABC) 100 mM y después se deshidrataron los geles 

nuevamente con ACN, el ACN restante se evaporó en un concentrador Speedvac.  

Para digerir las proteínas se incubaron las muestras con 20 ng/μL de tripsina y ABC 

50 mM a 37°C durante toda la noche, dando lugar a la formación de péptidos con 

lisina o arginina en el extremo carboxilo. Después de la digestión enzimática, se 

agregó una solución de ácido fórmico al 5% en agua HPLC para inactivar a la 
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tripsina y una solución de ácido fórmico 5% y acetonitrilo 50% en agua HPLC para 

extraer los péptidos del gel. Se separaron los restos de gel y el sobrenadante se 

concentró hasta 20 μL. Finalmente, se desalaron las muestras en una columna C-18 

(Pierce C-18 spin column, Thermo Scientific) y se eluyeron los péptidos con 50:50 

agua: metanol y ACN 5%. Las muestras recolectadas se concentraron hasta 20 μL. 

Se inyectaron 4.5 μL de las muestras en una pre-columna Symmetry C18 Trap V/M 

(Waters, Milford, MA), utilizando como fase móvil A 0.1 % de ácido fórmico en agua 

y fase móvil B 0.1% de ácido fórmico en ACN. Los péptidos se separaron en una 

columna HSS T3 C18 (Waters, Milford, MA).  

Se utilizó un espectrómetro de masas con ionización por electrospray y separación 

de movilidad iónica Synapt G2-Si (Waters, Milford, MA), los espectros obtenidos 

fueron analizados usando el programa ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v3.0.3 

software 2 (Waters, Milford, MA) contra la base de datos de X. laevis. 

Finalizado el análisis, el M. en C. Emmanuel Castro nos proporcionó una hoja de 

datos con la lista de los nombres de todas las proteínas que fueron detectadas en 

los inmunoprecipitados, así como su gen, descripción y código de acceso.  

El primer paso para el análisis de los datos obtenidos fue la eliminación de las 

proteínas que fueron detectadas con menos de 95% de confiabilidad y las que 

fueron leídas al revés. Posteriormente, se confirmó que las proteínas obtenidas 

estuvieran contenidas en el genoma de X. laevis, ingresando los códigos de cada 

proteína en el buscador de InterPro.  

 

7.6 Efecto del inhibidor PP1 en la localización del canal GIRK5  

 

Las pirazolopirimidinas, como PP1 y PP2, son compuestos sintéticos conocidos por 

su preferente inhibición de las cinasas pertenecientes a la familia SFK, tales como 

Src, Fyn, Yes, Lck, entre otras (Tokmakov et al. 2005). 

 

 



44 
 

Como se mencionó en los antecedentes, la traslocación del canal GIRK5 desde el 

retículo endoplásmico hacia la membrana plasmática está vinculada con la 

defosforilación del aminoácido Y16 (Mora & Escobar, 2005); con el objetivo de 

determinar si la fosforilación de la Y16 del canal GIRK5 es mediada por una cinasa 

de la familia Src. A continuación, se describe la metodología empleada: 

 

Se inyectaron ovocitos con el mRNA de la quimera EGFP-GIRK5, 5 horas después 

de ser extraídos y fueron divididos en 6 grupos de 30 ovocitos cada uno, como se 

presenta en la tabla 2; 24 horas después de la inyección, los grupos 1-3 fueron 

incubados durante una hora con el vehículo DMSO (grupos control) y los grupos 4-6 

fueron incubados con PP1 10 mM. Transcurrido el tiempo de incubación los ovocitos 

se mantuvieron en ND96 adicionado con Ca2+, hasta las 24, 48 o 72 h, según 

corresponda, para, posteriormente, ser fijados.  

 

Tabla 2: Grupos de estudio y condiciones a las que fueron sometidos los ovocitos, en su 
preparación para el posterior ensayo de microscopía confocal. 

Grupos Condición de fijación Tiempo de expresión del canal 

1 y 4 24 horas post incubación 24 horas 

2 y 5 48 horas post incubación 48 horas 

3 y 6 72 horas post incubación 72 horas 

 

Corte histológico 

 

Los ovocitos fueron incubados en una solución de ND96 con paraformaldehído al 

2% durante 10 minutos y posteriormente en paraformaldehído al 2% durante toda la 

noche. Al siguiente día, los ovocitos se mantienen en paraformaldehído al 2% más 

sacarosa al 30%, en oscuridad y a 4°C. 

Se realizaron cortes sagitales del ovocito con ayuda de un criostato (Leica CM1100). 

Los ovocitos se cubrieron con medio de congelamiento Tissue-Tek (alcohol 

polivinílico 10.24% y glicol polietileno 4.26%) y se congelaron hasta alcanzar -25°C 
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de temperatura. Se realizaron cortes seriados de 10 μm de espesor y se colocaron 

en portaobjetos previamente gelatinizados. Las preparaciones se montaron con 

VECTASHIELD (Vector Laboratories, CA, EUA) para conservar la fluorescencia. 

Microscopía confocal 

 

Los cortes se observaron en el microscopio confocal (Zeiss LSM 880), utilizando un 

objetivo 10x y un láser de argón para detectar al canal GIRK5 marcado con la EGFP 

(488 nm).  
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8. Resultados y discusión. 

8.1 Expresión funcional del canal GIRK4 en el ovocito 

 

Con el objetivo de determinar si el canal GIRK4 se expresa funcionalmente en la 

membrana plasmática de los ovocitos de X. laevis, se registraron las corrientes 

rectificadoras entrantes en ovocitos inyectados con el RNA de GIRK4 y ovocitos sin 

inyectar que expresan al canal GIRK5 endógeno. Los resultados de la inyección del 

cRNA del canal GIRK4 se compararon con los registros de las corrientes generadas 

por el canal GIRK5 endógeno.  

El protocolo de voltaje para el registro de las corrientes iónicas consistió en 12 

pulsos con incrementos de 20 mV, desde voltajes hiperpolarizantes (-160 mV) a 

voltajes despolarizantes (+60 mV). La duración de cada pulso fue de 100 ms y el 

potencial de mantenimiento se fijó en 0 mV (figura 12). 

Figura 12. Protocolo de pulsos de voltaje empleado. 

 

Se utilizó una solución alta en potasio (118 mM KCl) como medio de registro. En 

estas condiciones el valor del potencial de reposo es cercano a cero, valor que se 

fijó como potencial de mantenimiento. El objetivo de tener una solución alta en 

potasio es para que las corrientes de potasio que se registran a través de los 

canales GIRK sean grandes (mA). La rectificación de los canales GIRK es entrante 

porque no hay corrientes por arriba del potencial de equilibrio del potasio.  

 

En la figura 13 se presentan las gráficas de las corrientes registradas de GIRK4 

recombinante (color negro) y GIRK5 endógeno (color rojo). Se puede observar que 

ambos canales presentan corrientes rectificadoras entrantes (B y D), con cinéticas 

de activación distintas (A y C). Como era de esperar, la sobreexpresión de GIRK4 

generó mayores corrientes entrantes que los canales GIRK5 endógenos (E). Estos 

resultados indican que ambos canales se expresan funcionalmente. 



47 
 

 

Figura 13. Expresión del canal GIRK4 recombinante y el canal GIRK5 endógeno. A) y C) son 

registros representativos de las corrientes registradas de los canales GIRK4 recombinante y GIRK5 

endógeno, expresados en ovocitos de X. laevis. B) y D) Curva corriente (I) contra voltaje (V) de los 

canales GIRK4 y GIRK5, respectivamente. E) Comparación de las corrientes entrantes de los 

canales GIRK4 (barra negra) y GIRK5 (barra roja), determinadas al voltaje más hiperpolarizante de -

160 mV. Las barras son representadas como el promedio ± error estándar. El número de 

experimentos independientes fue de n=5. La prueba estadística empleada fue una prueba t no 

pareada ** p<0.01.  Los resultados se obtuvieron empleando la técnica de fijación de voltaje con dos 

microelectrodos, en una solución de registro de 118 mM de K+. Los registros se realizaron tres días 

después de la microinyección. Las gráficas se obtuvieron empleando los programas Clampfit 11.2 y 

OriginLab 2018. 
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8.2 Efecto de la sobreexpresión del canal GIRK4 en la maduración del ovocito 

 

En antecedentes, se mencionó que la sobreexpresión de la doble mutante GIRK5KR 

acelera el proceso de maduración de los ovocitos de X. laevis, en ausencia del 

estímulo de la hormona progesterona, no así el canal GIRK5 endógeno (Rangel-

Garcia et al., 2021); aún se desconoce el mecanismo. Con el objeto de saber si, la 

localización de los canales GIRK en la membrana plasmática, es suficiente para 

inducir la maduración del ovocito, se llevó a cabo un ensayo empleando ovocitos 

que sobreexpresan GIRK4, que como vimos en el numeral 8.1 de resultados de este 

trabajo, se expresa funcionalmente. Se analizó mediante western blot la presencia 

del marcador de maduración p-ERK1/2.  

 

Las muestras empleadas fueron de lisados celulares de ovocitos en estadios V-VI 

que sobreexpresan canales recombinantes GIRK4. Como control positivo se 

utilizaron el lisado celular de ovocitos maduros que presentaron la GVBD después 

de ser incubados en progesterona (p4) 10μM, y el lisado de ovocitos que 

sobreexpresan la doble mutante GIRK5KR. Como controles negativos se emplearon 

lisados de ovocitos que sobreexpresan el canal GIRK5, que ha sido reportado que 

no inducen la maduración (Rangel-Garcia et al., 2021), y ovocitos inyectados con 

agua.  

 

Las ranas X. laevis sufren cambios en su ciclo hormonal a lo largo del año; su etapa 

de reproducción depende de la temperatura ambiental y la disponibilidad de 

alimento, por lo que, primavera y verano son estaciones en las que presentan altos 

niveles de hormona luteinizante y hormona folículo estimulante, necesarios para el 

apareamiento; en contraste, durante otoño e invierno los niveles de hormonas 

disminuyen y las ranas entran en una especie de hibernación (Álvarez-Romero, et 

al., 2005). Algunos autores sugieren que la actividad de los canales Kir en ovocitos 

de X. laevis depende de dichas variaciones en el ciclo hormonal  (Lewis et al., 1991; 

Bauer et al., 1996); por lo tanto, se analizaron en total 5 ranas, en distintos meses 

del año (abril, octubre, enero y marzo), para poder comparar entre las 4 estaciones 

del año. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?C23bHn
https://www.zotero.org/google-docs/?C23bHn
https://www.zotero.org/google-docs/?OecC1f
https://www.zotero.org/google-docs/?6BaHD9
https://www.zotero.org/google-docs/?6BaHD9
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En los resultados únicamente se reportan los ensayos en los que se obtuvieron 

correctamente los controles, realizados en octubre (figura 14A) y marzo (figura 14B).  

Como se puede observar en la figura 14, el marcador de maduración p-Erk1/2 solo 

fue detectado en los controles positivos de ovocitos incubados con progesterona 

(p4) y ovocitos que sobreexpresaban la doble mutante GIRK5KR, para ambas 

ranas.  

 

 

Figura 14. Análisis de western blot para la detección del marcador pERK1/2 en las muestras del 
ensayo de maduración. A) ensayo realizado en el mes de octubre, B) ensayo realizado en el mes de 
marzo. 

 

Con los resultados obtenidos, confirmamos que la sobreexpresión del canal GIRK5 

no induce la maduración del ovocito, a pesar de expresarse funcionalmente (figura 

13). La única forma en que el canal GIRK5 induce la maduración es cuando se 

“rompe” el motivo de retención en el retículo endoplásmico (mutación GIRK5KR); 

por otro lado, se concluye que la sobreexpresión del canal GIRK4 no induce la 

maduración de los ovocitos de X. laevis independiente de progesterona.   

Como se reporta en la figura 13, ambos canales (GIRK5 y GIRK4) se expresan 

funcionalmente en la membrana, pero, dado que su sobreexpresión parece no influir 

en la maduración del ovocito, a pesar de su localización, en contraste con la 

mutante GIRK5KR que también se expresa en membrana plasmática, pero que sí 

induce la maduración del ovocito, se concluye que la participación de GIRK5 en la 

maduración del ovocito no depende únicamente de su presencia en la membrana 

plasmática. 
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Debido a los resultados obtenidos, surge la hipótesis de que el extremo N-terminal 

de GIRK5 podría ser determinante en su función, específicamente el motivo de 

retención de RE, debido a que cuando se altera el motivo de retención, no solo 

permite la expresión funcional del canal, sino, también acentúa su participación en la 

maduración del ovocito. Para confirmar esta hipótesis, sería pertinente repetir el 

ensayo de maduración utilizando ovocitos que sobreexpresan la isoforma 

Δ25GIRK5, la cual carece de los primeros 25 aminoácidos del extremo N terminal, 

por tanto, no presenta motivo de retención y se expresa en membrana plasmática 

(Salvador, 2001). Si la sobreexpresión de la isoforma Δ25GIRK5 no induce la 

maduración de los ovocitos, sugiere que el N-terminal del canal GIRK5 es esencial 

para su actividad y su papel en el proceso de maduración.  

Si la hipótesis anterior se cumple, surge una nueva:  la participación del canal 

GIRK5 en la maduración es mediante el “secuestro” del dímero Gβγ (Díaz-Bello 

et al.,2013). Los secuestradores de Gβγ son reguladores de las vías mediadas por 

GPCR; un ejemplo de secuestrador de Gβγ es la cinasa del receptor β-adrenérgico 

(βARK) (Pitcher, 1992). La región C-terminal de βARK (aminoácidos 558-654) 

presenta un dominio de homología de pleckstrina (dominio PH), que regula la 

formación del complejo βARK-βγ, (Touhara, 1997), dicho dominio presenta una gran 

fuerza de unión a Gβγ, por complementariedad de secuencia, lo que le confiere la 

capacidad de actuar como “secuestrador" de Gβγ. Ya se ha reportado que la 

presencia de βARK induce la progresión meiótica (Sheng, 2001). 

Los sitios de unión a Gβγ de los canales GIRK se encuentran en los extremos N y C 

terminal. Se ha estudiado la unión de Gβγ a los canales GIRK (1-4). GIRK1 se une 

con mayor estabilidad a Gβγ debido a la formación de un sitio de unión de alta 

afinidad en su C terminal (aminoácidos 273-462), muy similar al dominio PH de 

βARK1 (Huang et al. 1995). Sería relevante el estudio de los sitios de unión a Gβγ 

presentes en GIRK5 para determinar si presenta un sitio de mayor afinidad en el N-

terminal y evaluar si es capaz de secuestrar al dímero Gβγ.  

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?onfhTQ
https://www.zotero.org/google-docs/?onfhTQ
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8.3 Distribución de los canales GIRK5 y GIRK5.S en la rana hembra X. laevis. 

 

Con el objetivo de determinar si el anticuerpo anti-GIRK4 permite la detección del 

canal GIRK5.S y, de conocer en qué tejidos de la rana X. laevis se expresan ambos 

canales, se realizó un ensayo en el que se extrajeron distintos órganos (ovocito, 

cerebro, corazón e hígado) de una rana hembra X. laevis y se analizaron mediante 

Western blot. Se empleó el anticuerpo anti-GIRK4 (APC-027 Alomone) como una 

estrategia para detectar al canal GIRK5.S, y el anticuerpo anti-GIRK5 (laboratorio de 

biomedicina molecular, CINVESTAV, Dr. Vianney Ortiz) para detectar al canal 

GIRK5. 

Como se muestra en la figura 15, el anticuerpo anti-GIRK4 detectó proteínas de 

aproximadamente 25 kDa en ovocito, corazón e hígado, correspondientes al canal 

GIRK5.S (23.3 kDa); por otro lado, el anticuerpo anti-GIRK5 detectó proteínas de 

aproximadamente 50 kDa que corresponden al canal GIRK5 endógeno (49.5 kDa), 

en ovocito y en hígado.  

 

  

Figura 15: Western blot de las muestras de distintos 
órganos de una rana X. laevis. Se detectó la expresión de 
los canales GIRK5 y GIRK5.S.  

 

 

En la figura 16 se presenta un esquema que resume la localización de los canales 

GIRK4 y GIRK5 en los órganos de X. laevis. Como se puede observar, ambos 

canales GIRK5 se expresan en hígado y en ovocito, además, GIRK5.S se expresa 

en corazón. 
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Figura 16. Localización de los canales GIRK5 y GIRK5.S endógenos en diferentes órganos de la rana 
X. laevis. En color morado se presentan los órganos en los que se expresa endógenamente el canal 
GIRK5.S, en color verde-agua los órganos en los que se expresa el canal GIRK5y en anaranjado se 
señalan otros órganos que no fueron estudiados y el cerebro que no contiene a ninguna de las 2 
proteínas. 

 

Es la primera vez que detectamos la expresión endógena del canal GIRK5.S; dado 

que se expresa en el ovocito, será necesario estudiarlo de forma endógena, 

utilizando el anticuerpo anti-GIRK4, para determinar si se expresa en la membrana 

plasmática como un canal funcional; lo cual es esperable, debido a que no presenta 

el motivo de retención en retículo endoplásmico en su secuencia (figura 17), de 

hecho, GIRK5.S comienza en el mismo sitio de iniciación que la isoforma 

Δ25GIRK5. 

 

 

Figura 17. Comparación de la secuencia inicial del amino terminal de los canales GIRK5, GIRK5.S y 
Δ25GIRK5.  En rojo se señala el motivo de retención de retículo endoplásmico, ausente en las 
secuencias del canal GIRK5.S y Δ25GIRK5. 
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8.4 Proteómica 

 

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la capacidad del anticuerpo anti-

GIRK5 para formar complejos inmunes con el canal GIRK5 recombinante, que 

posteriormente puedan ser inmunoprecipitados. Adicionalmente, se buscó 

inmunoprecipitar el canal GIRK4 en el ovocito y comparar ambos interactomas para 

determinar si comparten interacciones con las mismas proteínas a nivel intracelular. 

 

El ensayo de proteómica se llevó a cabo procesando las muestras de 

inmunoprecipitación dirigidas a los canales GIRK4 y GIRK5, en lisados celulares de 

dos grupos de ovocitos que sobreexpresan dichas proteínas. 

Se microinyectaron 160 ovocitos con 30 ng del mRNA que codifica para los canales 

GIRK4 y GIRK5. Pasados tres días de expresión, se lisaron los ovocitos y se 

determinó la concentración de proteína de los lisados; adicionalmente, se realizó un 

western blot para comprobar la expresión de GIRK4 y GIRK5 (Figura 18). Para el 

ensayo de western blot se emplearon las mismas condiciones mencionadas en la 

metodología del numeral 7.2. 

Figura 18: Control de expresión. Se muestra la detección del canal GIRK5 y GIRK4 en el lisado de 

ovocitos, previo al ensayo de inmunoprecipitación. El canal GIRK5 (carril 1, 49.5 kDa) se detectó 

empleando el anticuerpo anti-GIRK5 en una dilución 1:3,500 y el anticuerpo secundario donkey anti-

rabbit (AB_10015282 Jackson InmunoResearch) 1:25,000.  El canal GIRK4 (carril 2, 47.43 kDa) se 

detectó empleando el anticuerpo anti-GIRK4 (Apc-027, Alomone) 1:200 y las mismas condiciones 

para el anticuerpo secundario. En el primer carril se presenta el marcador de peso molecular. La 

membrana de western blot se reveló en un fotodocumentador (UVP ChemStudio) 

 



54 
 

Como lo indica la figura 18, los ovocitos sí expresaron las proteínas de interés, por 

lo que se puede proceder con el ensayo de inmunoprecipitación; para el cuál, se 

utilizó el equivalente a 2 mg de proteína para cada muestra de ovocitos (inyectados 

con GIRK5 o GIRK4), como se indica en la metodología.  

Al concluir la inmunoprecipitación, se llevó a cabo un western blot, para analizar los 

inmunoprecipitados obtenidos y los sobrenadantes resultantes, con el fin de 

determinar si las proteínas de interés fueron inmunoprecipitadas correctamente 

(figura 19). Las 4 muestras se cargaron en un mismo gel de poliacrilamida y, una 

vez transferidas las proteínas a las membranas, se cortaron los carriles 1-3 para ser 

incubados con el anticuerpo anti-GIRK5, y los carriles 4 y 5 con el anti-GIRK4. 

Como se muestra en la figura 19, no se detectó la presencia de proteína en los 

carriles correspondientes a los sobrenadantes (3 y 5), empleando los anticuerpos 

anti-GIRK5 ni anti-GIRK4, respectivamente. Por otro lado, se detectaron proteínas 

en los carriles de los inmunoprecipitados (2 y 4), en el peso aproximado 

correspondiente a los canales GIRK5 (49.5 kDa) y GIRK4 (47.4 kDa).  

 

Figura 19: Control de inmunoprecipitación. Análisis de la presencia de canal GIRK4 y GIRK5 en los 

inmunoprecipitados y sobrenadantes obtenidos. El carril 1 corresponde al marcador de peso 

molecular; los carriles 2 (inmunoprecipitado) y 3 (sobrenadante), fueron revelados con el anticuerpo 

anti-GIRK5, en contraste, los carriles 4 (inmunoprecipitado) y 5 (sobrenadante), con el anti-GIRK4. El 

“sobrenadante de la inmunoprecipitación”, hace referencia al sobrenadante resultante tras la 

formación del inmunoprecipitado (Sn2, paso 3 de la metodología de inmunoprecipitación). 

 

De estos resultados, se concluye que toda la proteína presente en los lisados 

celulares se inmunoprecipitó satisfactoriamente.  
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Una vez confirmada la inmunoprecipitación, el resto de las muestras obtenidas, se 

cargó en un gel de poliacrilamida que, posteriormente se tiñó con azul de 

Coomassie (figura 20). La electroforesis se detuvo cuando las muestras corrieron 

aproximadamente un centímetro fuera del pozo del gel, con la intención de 

mantener a todas las proteínas inmunoprecipitadas, concentradas en una pequeña 

porción del gel, para posteriormente ser extraídas y analizadas. Este gel fue el que 

se procesó en el laboratorio de proteómica del CINVESTAV. 

Figura 20: Gel de poliacrilamida teñido con azul de coomassie, con las muestras correspondientes a 

los inmunoprecipitados dirigidos al canal GIRK4 y GIRK5, sobreexpresados en ovocitos de X. laevis. 

 

8.4.1 Interactoma del inmunoprecipitado formado empleando el anticuerpo anti-

GIRK4. 

 

Las muestras de inmunoprecipitación fueron analizadas mediante cromatografía de 

fase reversa acoplada a espectrometría de masas, como se indica en la sección 7.4 

“Obtención de interactomas”. Los resultados fueron analizados con respecto a la 

base de datos de Xenopus laevis (www.xenbase.org, mayo, 2023). Se detectaron 

105 proteínas en el inmunoprecipitado dirigido al canal GIRK4; los datos fueron 

sometidos a una serie de filtros para seleccionar las proteínas que fueron 

detectadas con 95% de confiabilidad o más. Los filtros aplicados incluyen: 

eliminación de las proteínas que carecen de péptidos únicos que aseguren la 

identificación, eliminación de proteínas con confiabilidad menor al 95% y eliminación 

de falsos positivos o proteínas identificadas como “reverse” (de C-terminal a N-

terminal). 

. 

Unas vez filtrados los resultados, se obtuvieron 24 proteínas. En la tabla 3 se 

presentan el gen y nombre de las proteínas detectadas. Todas las proteínas 

http://www.xenbase.org/
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mostradas pertenecen a la especie X. laevis.  Se ingresaron los códigos de proteína 

en el buscador de InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/) para 

obtener la información que se presenta en la tabla 3, sobre las proteínas detectadas. 

Como se puede observar, se detectaron 3 canales iónicos de la familia GIRK: 

GIRK5 (Kcnj5.L), GIRK1 (Kcnj3.S) y Kcnj22.L. Adicionalmente, se puede observar 

que no se detectó el canal GIRK4, a pesar de haber sido sobreexpresado en los 

ovocitos, como se muestra en la figura 18. 

 

Tabla 3: Código, gen, nombre y función de las proteínas que fueron identificadas por 
espectrometría de masas en un inmunoprecipitado dirigido al canal GIRK4 en ovocitos de X. 
Laevis. La información fue obtenida del buscador de InterPro. 

Código de proteína Gen  Nombre de la 

proteína 

Familia  

(InterPro) 

Función 

molecular 

(InterPro) 

A0A8J1LW82_XENLA 
 

pabpc1l.S 

 

A0A8J1LW82_XENLA  

 

Proteína de unión 

a poliadenilato 

Unión a RNA 

RS31_XENLA 
 

rps3-a Proteína de subunidad 

ribosómica pequeña 

uS3A 

Subunidad 

ribosómica 

pequeña 

Unión a RNA 

EPABB_XENLA 
 

epabp-b Proteína B de unión a 

poliadenilato 

Proteína de unión 

a poliadenilato 

Unión a RNA 

Q91831_XENLA tubal3.L Q91831_XENLA Tubulina Unión a GTP 

Q7ZTP0_XENLA 
 

tuba5.S Cadena alfa de la 

tubulina 

Tubulina Unión a GTP 

A0A1L8EVS0_XENLA 
 

tubal3.2.L Cadena alfa de la 

tubulina 

Tubulina Unión a GTP 

G3P_XENLA 
 

gapdh Gliceraldehído-3-

fosfato 

deshidrogenasa 

Gliceraldehído-3-

fosfato 

deshidrogenasa 

Oxidorreductasa 

Q6ING3_XENLA prdx2.L Peroxirredoxina 2 Peroxirredoxinas Oxidorreductasa 

Q7SYQ4_XENLA prdx6.S Q7SYQ4_XENLA Peroxirredoxina Oxidorreductasa 

A0A1L8GQX2_XENLA 
 

ldhb.S L-lactato 

deshidrogenasa 

L-lactato 

deshidrogenasa 

Oxidorreductasa 

Q91658_XENLA 
 

kcnj5.L Canal de potasio 

rectificador entrante, 

activado por proteína 

Canal de potasio 

rectificador 

entrante 

Canal iónico 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence/
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G 5L 

A0A1L8EP07_XENLA 
 

kcnj3.S Canal de potasio 

rectificador entrante, 

activado por proteína 

G 1 

Canal de potasio 

rectificador 

entrante Kir 

Canal iónico 

A0A1L8FPQ9_XENLA 

 
kcnj22.L Canal de potasio 

rectificador entrante, 

activado por proteína 

G 

Canal de potasio 

rectificador 

entrante Kir 

Canal iónico 

Q6GQF3_XENLA 
 

uba52.L Proteína de fusión de 

ubiquitina eL40 

Ubiquitina Unión a 

proteínas 

A0A1L8F3K2_XENLA 
 

rack1.L RACK1 Proteína de la 

subunidad 

pequeña 

ribosómica 

Unión a 

proteínas 

Q8AVB7_XENLA 
 

cct2.S Proteína del complejo 

T1, subunidad beta 

Chaperonina 

Cpn60 

Unión a ATP 

HS90B_XENLA 

 
hsp90ab1 Proteína de choque 

térmico Hsp90beta 

Hsp90 Chaperona de 

unión 

dependiente de 

ATP 

Q7ZTK6_XENLA 
 

hspa8.L Proteína de choque 

térmico de 71 kDa 

Proteínas de 

choque térmico 

70 

Chaperona de 

unión 

dependiente de 

ATP 

A0A1L8H000_XENLA 
 

pkm.L Piruvato cinasa Piruvato cinasa Actividad 

catalítica 

Q9I8J7_XENLA 

 
tktl2.L Transcetolasa -  Actividad 

catalítica 

ACTB_XENLA 
 

actb Actina citoplásmica 1 Actina Proteína 

estructural 

A0A1L8G577_XENLA 

 
rps7.S Proteína ribosomal 

40S, S7 

Proteína 

ribosomal 

subunidad 

pequeña 

Constituyente 

estructural del 

ribosoma 

VAC14_XENLA 
 

vac14 Proteína VAC14 

homólogo 

VAC14            - 

A0A8J0VD96_XENLA 
 

eif4a2.L RNA helicasa 

dependiente de ATP 

Helicasa RNA helicasa 
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La falta de detección de la proteína a la que fue dirigida la inmunoprecipitación, 

puede ser un indicador de que no se realizó correctamente el análisis proteómico, 

ya que, previo a la inmunoprecipitación, se pudo corroborar, mediante western blot, 

la presencia del canal en el lisado celular. La técnica de espectrometría de masas 

presenta una sensibilidad bastante más elevada que la técnica de western blot, por 

lo que se esperaría que se detectara correctamente al canal GIRK4.  

 

Como ya se mencionó, el canal GIRK5 se expresa endógenamente en los ovocitos 

de X. laevis. Realizando un análisis de la secuencia del canal GIRK5, con respecto 

al epítopo reconocido por el anticuerpo anti-GIRK4, nos dimos cuenta de que es 

posible que GIRK5 sea reconocido por dicho anticuerpo. La detección de GIRK5 en 

el inmunoprecipitado dirigido a GIRK4, puede explicarse como una reacción cruzada 

del anticuerpo anti-GIRK4.  

En la figura 21, se presentan los aminoácidos 30-44 de la secuencia del canal 

GIRK5, comparada con la secuencia que es reconocida por el anticuerpo anti-

GIRK4. 

 

 

Figura 21: Secuencia de aminoácidos del canal GIRK5 (aa 31-43) que coincide con el epítopo que 
reconoce el anticuerpo anti-GIRK4. En rojo se muestran los aminoácidos que tiene en común GIRK5 
con respecto al epítopo de GIRK4.  

 

Se puede observar que el canal GIRK5 tiene 4 aminoácidos continuos (MNQD) y 

dos discontinuos (R y T) que pueden ser reconocidos por el anticuerpo anti-GIRK4. 

Debido al origen policlonal del anticuerpo anti-GIRK4, en realidad se trata de una 

mezcla de diversos anticuerpos que reconocen distintas secuencias lineales de un 

único péptido: RNAMNQDMEIGVT; es decir, reconocen múltiples epítopos de 

distintas longitudes a lo largo del péptido. Por lo anterior, el anticuerpo anti-GIRK4 

es propenso a la reactividad cruzada con proteínas que compartan secuencias 

similares a las del inmunógeno inicial, como el canal GIRK5; debido a esto, es 

posible que la banda correspondiente a la proteína detectada por el anticuerpo anti-

GIRK4 en el carril 3 de la figura 18, represente una mezcla de los canales GIRK4 
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(recombinante) y GIRK5 (endógeno). A pesar de la reacción cruzada con GIRK5, el 

canal GIRK4 también debió ser detectado en el ensayo proteómico, debido a que se 

encontraba sobreexpresado, sin embargo, no ocurrió así, por lo que los resultados 

obtenidos no son tan confiables. Una forma de evitar la generación de reacciones 

cruzadas con el anticuerpo sería emplear anticuerpos monoclonales; existen 

anticuerpos monoclonales comerciales para GIRK4 pero no para GIRK5.  

 

En conclusión, los resultados obtenidos del ensayo proteómico no son confiables 

porque no se logró detectar a la proteína de interés, Girk4, lo que hace dudar sobre 

las demás proteínas detectadas; a pesar de que se logró realizar la 

inmunoprecipitación correctamente, el análisis proteómico no resultó como se 

esperaba. 

 

8.4.2 Interactoma del inmunoprecipitado formado empleando el anticuerpo anti-

GIRK5 

 

Para la generación del interactoma, se realizó una inmunoprecipitación utilizando al 

anticuerpo anti-GIRK5, en un lisado celular de ovocitos que sobreexpresan al canal, 

con el objetivo de inmunoprecipitar al canal GIRK5 endógeno y recombinante. 

 

Se detectaron 7 proteínas, con el 95% de confianza, en el inmunoprecipitado del 

canal GIRK5. Como se puede observar en la tabla 4, no se detectó al canal GIRK5. 

  

La ausencia de detección de la proteína de interés sugiere que, aunque se haya 

obtenido correctamente el inmunoprecipitado (Figura 10), hubo algunas deficiencias 

en el análisis proteómico. Además, en la Tabla 4 se observa la presencia de 

proteínas queratinas, un contaminante común en las preparaciones de muestras 

para proteómica, que puede provenir de polvo, cabello, pelusas, entre otros. Existe 

incertidumbre sobre si esta contaminación ocurrió durante la inmunoprecipitación o 

durante el análisis proteómico posterior. 
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Tabla 4: Código, gen, nombre y función de las proteínas que fueron identificadas por 
espectrometría de masas en un inmunoprecipitado dirigido al canal GIRK5 en ovocitos de X. 
Laevis. La información fue obtenida del buscador de InterPro. 

 

Código de proteína Gen  Nombre de la 

proteína 

Familia  

(InterPro) 

Función 

molecular 

(InterPro) 

K2C8_XENLA -  Queratina de 

citoesqueleto tipo II 

Queratina tipo II -  

A0A1L8EVH5_XENLA 
 

krt8.2.L Proteína de filamento 

intermedio ON3 

Queratina tipo II -  

A0A8J0TKB9_XENLA lin52.L Homólogo de la 

proteína Lin-52 

Proteína Lin-52 -  

ACTB_XENLA actb Actina citoplásmica 1 Actinas -  

A0A1L8FDL8_XENLA LOC108697909 Tripsina Peptidasa 1A Actividad 

catalítica 

Q91831_XENLA tubal3.L Cadena alfa de la 

tubulina 

Tubulina  Proteína 

estructural 

A0A1L8F7L7_XENLA 
 

upf3b.L Proteína que contiene 

el dominio UPF3 

UPF3 Unión a ácidos 

nucleicos 

 

 

Dado que ambos inmunoprecipitados (dirigidos a GIRK5 y GIRK4) se realizaron el 

mismo día y en las mismas condiciones, pero solo se observó contaminación en la 

muestra de GIRK5, es probable que la contaminación haya ocurrido durante el 

análisis posterior a la obtención del inmunoprecipitado. Una forma de verificar esto 

sería realizar un western blot de la muestra utilizando un anticuerpo anti-queratina, 

lo que ayudaría a determinar si la contaminación se originó en nuestro laboratorio. 

Sin embargo, toda la muestra obtenida fue enviada al laboratorio de proteómica, por 

lo que ya no es posible realizar este control. 

 

En caso de que la contaminación fuera derivada de la preparación de la muestra, es 

posible mejorar la técnica de inmunoprecipitación; emplear un anticuerpo 

monoclonal, aumentar la concentración del anticuerpo o realizar más de un ciclo de 

inmunoprecipitación en el mismo lisado celular podría ayudar obtener un 

inmunoprecipitado enriquecido y disminuir las reacciones cruzadas con otras 

proteínas. Adicionalmente, se debe mencionar la importancia de realizar los 
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controles pertinentes para este tipo de ensayo. Previo a la inmunoprecipitación, se 

realizaron controles para confirmar la presencia de las proteínas de interés en el 

lisado celular, mediante western blot (17) y controles para verificar la ausencia de 

proteínas en los sobrenadantes de la inmunoprecipitación (figura 19); además, se 

realizó un pre-aclarado de los lisados previo a la inmunoprecipitación para eliminar 

las proteínas que se unen de manera no específica a las perlas magnéticas. Sin 

embargo, se omitió el control negativo utilizando suero normal de conejo en lugar 

del anticuerpo específico. La inclusión de este control es crucial para establecer el 

nivel basal de interacciones no específicas entre las IgG y las proteínas de la 

muestra. La ausencia de este control representa una limitación en la interpretación 

de los resultados obtenidos. Para futuros ensayos de inmunoprecipitación, se 

sugiere considerar estos consejos, así existe una mayor probabilidad de obtener 

mejores resultados. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, considerando el antecedente del 

interactoma de la construcción EGFP-GIRK5, y tomando como una limitación la falta 

de evidencia sobre la función del canal GIRK5, quizá la proteómica no resulte tan 

útil, en este caso, para determinar las proteínas con las que interactúa el canal 

GIRK5. 

 

8.5 Efecto del inhibidor de cinasas de tirosina PP1 en la localización del canal 

GIRK5. 

 

PP1 es una pirazolopirimidina sintética, empleada como inhibidor selectivo de las 

cinasas de tirosina de la familia Src (Tokmakov et al. 2005).  Está reportado que la 

expresión constitutiva de las cinasas de tirosina Src acelera la maduración del 

ovocito de X. laevis (Kinsey, et al., 2014). Se sabe que para que el canal se pueda 

expresar en la membrana plasmática, se necesita la acción de una fosfatasa 

endógena que desfosforile la tirosina Y16, de manera que se “rompa” el motivo de 

retención de retículo endoplásmico. Debido a la importancia de la participación de 

las cinasas Src en el proceso de maduración del ovocito, y la modulación de la 

localización del canal GIRK5 mediada por fosforilación, es relevante determinar si 

una cinasa de la familia Src es la responsable. Considerando el papel crucial que 
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desempeñan las cinasas Src en el proceso de maduración del ovocito y su 

capacidad para modular la localización del canal GIRK5 mediante la fosforilación, es 

de gran relevancia establecer si alguna cinasa perteneciente a la familia Src es la 

responsable de este fenómeno. 

Se insertó la secuencia del canal GIRK5 en el programa Netphos-3.1 

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetPhos-3.1), que predice sitios de 

fosforilación; se buscaron específicamente las cinasas que podían tener un sitio de 

fosforilación en la tirosina 16 (Y16; figura 22); la Y16 puede ser fosforilada por una 

cinasa Src.  

 

Figura 22 Cinasas de tirosina con sitios de fosforilación en la tirosina Y16 del canal GIRK5. 

 

8.5.1 Registros electrofisiológicos 

 

Para poder determinar si la cinasa Src es la responsable de fosforilar al canal 

GIRK5, se realizó un ensayo electrofisiológico, utilizando el inhibidor de cinasas de 

tirosina PP1. Si una cinasa Src es la responsable de fosforilar a GIRK5, en un 

ensayo electrofisiológico, se esperaría que los ovocitos incubados con PP1 

presenten una corriente de K+ mayor, comparados con los ovocitos control; sin 

embargo, el ensayo no fue concluyente (no se incluyen los registros 

electrofisiológicos), debido a que se registraron diversas corrientes que no 

pertenecían al canal GIRK5. Por esta razón, se decidió usar la técnica de 

microscopía confocal con el mismo objetivo de determinar el efecto de PP1 en la 

localización del canal GIRK5.  
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8.5.2 Microscopía confocal 

 

Se realizaron cortes a un grupo de ovocitos que sobreexpresan la quimera EGFP-

GIRK5 y que fueron, o no, sometidos a tratamiento con el inhibidor PP1, (1h de 

incubación) para poder observarlos en un microscopio confocal (Consultar “Corte 

histológico” y “Microscopía confocal” en el Apéndice).  

En la figura 23 se presentan los resultados preliminares del protocolo de inhibición 

de la cinasa Src por PP1, en ovocitos inyectados con la quimera EGFP-GIRK5. Los 

resultados presentados corresponden a los ovocitos de los grupos 1 (control) y 4 

(PP1), 48 horas después de la inyección de mRNA. 

Se muestran las imágenes de campo claro y dos planos Z de microscopía confocal 

(representativos de la visualización de 6 campos para cada ovocito).  

Se observa fluorescencia en toda la superficie del corte del ovocito control (figura 

23A), en contraste con el patrón de fluorescencia de los cortes del ovocito que fue 

incubado con PP1 (figura 23B), en el que se observa un patrón de fluorescencia en 

dirección a la periferia celular. 

 

 

Figura 23: Localización de la quimera 
EGFP-GIRK5 tras la inhibición de 
cinasas Src por PP1. (A) Ovocitos 
control incubados con DMSO. (B) 
Ovocitos incubados con PP1 10μM. 
Objetivo 10x 

 

 

 

La incubación de ovocitos que expresan EGFP-GIRK5 durante una hora, con los 

inhibidores de PTK, genisteína (20μM ) y geldanamicina (75 nM), produjo un 

aumento en la corriente del canal GIRK5, así como su traslocación hacia la 

membrana (figura 24B); en comparación con ovocitos que no fueron incubados con 

los inhibidores (figura 24A) (Mora y Escobar 2005).  
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Figura 24. El inhibidor geldanamicina 
promueve la expresión del canal GIRK5 en la 
membrana plasmática. Ovocitos que 
sobreexpresan la quimera EGFP-GIRK5, 
incubados con (+) o sin (-) inhibidor, analizados 
por microscopía óptica (A) y confocal (B). 
Modificada de (Mora & Escobar, 2005) 

 

 

En nuestro ensayo se utilizó al inhibidor PP1, debido a que las pirazolopirimidinas 

PP1 y PP2 inhiben preferencialmente a la familia SFK: c-Src, Lck, Fgr, Yes, Fyn, 

Hck, Lyn); en contraste con genisteína y geldanamicina, que son considerados 

inhibidores generales de PTK (Joly et al., 1997; Vela et al., 2010); sin embargo, PP1 

y PP2 también tienen efecto sobre cinasas de serina y treonina (Bain et al., 2007; 

Bartscht et al., 2017; Hanke, s. f.).   

Se ha recomendado el uso conjunto de PP1+PP2, o alguno de los anteriores junto 

con el inhibidor Src-I1, para evaluar las funciones fisiológicas de las SFK, aunque 

ninguno logra discriminar entre los 7 miembros de la familia (Bain et al., 2007).  

Los resultados del primer protocolo de inhibición que se realizó son prometedores. 

Es pertinente diseñar y probar nuevos protocolos de inhibición, modificando algunas 

condiciones experimentales, como la concentración de inhibidor, el tiempo de 

expresión del canal o el tiempo de incubación con el inhibidor; como se mencionó 

anteriormente, a las 48 horas post-inyección fue cuando se detectó fluorescencia en 

la MP, como indicador de la translocación de EGFP-GIRK5, debido a la inhibición de 

cinasas de tirosina por PP1. 

Díaz-Bello et al. (2013) reportaron el curso temporal de la expresión del constructo 

EGFP-GIRK5Y16A y no fue, sino hasta las 96 horas post-inyección, que se observó 

fluorescencia en la membrana plasmática del polo vegetal; para futuros ensayos, el 

protocolo deberá incluir el tiempo de 96 horas post-inyección. Adicional a esto, es 

necesario continuar practicando los cortes histológicos para poder mantener la 

integridad de la célula, antes de repetir el ensayo.  

https://www.zotero.org/google-docs/?aTEa8x
https://www.zotero.org/google-docs/?aSMATr
https://www.zotero.org/google-docs/?QoBUAG
https://www.zotero.org/google-docs/?QoBUAG
https://www.zotero.org/google-docs/?jTeqMD
https://www.zotero.org/google-docs/?1UQNmD
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La distribución de los canales GIRK depende de la expresión de motivos de 

exportación y retención del retículo endoplásmico, en la región amino terminal: 

DQDVESPV para GIRK2 y NQDMEIGV para GIRK4. GIRK1 ni GIRK3 tienen un 

motivo de exportación, por lo tanto, requieren de la formación de heterotetrámeros 

con otras subunidades, como GIRK4 para expresarse en la membrana plasmática 

(Ma et al. 2002); la mutación o enmascaramiento de dichos motivos, cuando un 

monómero se asocia, es lo que permite que el canal cambie de localización. En el 

caso del canal GIRK5, es necesaria la mutación o desfosforilación del motivo de 

retención para poder salir del retículo endoplásmico; se desconoce si GIRK5 tiene 

un motivo de exportación de retículo endoplásmico.  

A pesar de nuestro interés por mantener al canal GIRK5 desfosforilado, con la 

intención de estudiarlo en la membrana plasmática, hay que considerar que también 

podría cumplir una función en el retículo endoplásmico. Existen una gran diversidad 

de canales iónicos que se expresan en la membrana del retículo endoplásmico, 

entre ellos: los canales KATP y canales de potasio activados por Ca2+ (KCa).  

Los canales iónicos se ensamblan en el retículo endoplásmico, pasan por el aparato 

de Golgi y después se transportan hacia su destino final, por lo que es difícil saber si 

cumplen una función en el retículo endoplásmico; sin embargo, se ha observado 

que algunos canales de potasio, son más abundantes en retículo endoplásmico, 

comparado con otras estructuras celulares (Kuum, Veksler, y Kaasik 2015): los 

canales KATP (canales de potasio sensibles a ATP) presentan un motivo de retención 

a retículo endoplásmico que los mantiene retenidos, hasta ensamblar sus 

subunidades Kir6.X y SUR; cuando esto ocurre, la nueva configuración ensamblada 

“enmascara” las señales de retención, permitiendo que el canal se transloque a la 

membrana plasmática (Zerangue et al. 1999). Adicionalmente, existen canales KATP 

funcionales que se mantienen retenidos en retículo endoplásmico; la subunidad 

Kir6.1 se localiza principalmente en el retículo endoplásmico, en contraste con 

Kir6.2 que se localiza en membrana plasmática (Ng et al. 2010); a pesar de que se 

ha demostrado que algunas subunidades de canales KATP se localizan en retículo 

endoplásmico, son limitadas las evidencias sobre la función que desempeñan.  

Por otro lado, los canales SKCa (canales de potasio de baja conductancia sensibles 

a Ca2+) se localizan en membrana plasmática y también en retículo endoplásmico, 
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debido a que poseen motivos de retención a retículo endoplásmico en el extremo N-

terminal; en (Kuum, Veksler, y Kaasik 2015) se sugiere que los canales SKCa regulan 

el flujo de Ca2+ en el retículo endoplásmico.  

Se propone que la función de los canales de potasio en retículo endoplásmico, es 

modular el flujo de Ca2+ o equilibrar el movimiento de cargas que produce el flujo de 

Ca2+, desde o hacia el retículo endoplásmico (Kuum, Veksler, y Kaasik 2015).  

La pregunta es: ¿podría el canal GIRK5 cumplir una función en el retículo 

endoplásmico, que sea independiente de la modulación del flujo de Ca2+, o solo se 

mantiene retenido hasta poder ser translocado hacia la membrana plasmática, 

debido al enmascaramiento del motivo de retención?  
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9. Conclusiones 

 

- La sobreexpresión del canal GIRK4 no tiene efecto sobre la maduración del 

ovocito de X. laevis. 

- El anticuerpo anti-GIRK4 permite detectar la presencia de los canales GIRK5 

y GIRK5.S. 

- El canal GIRK5, además de en ovocito, se expresa endógenamente en 

hígado de la rana hembra X. laevis. 

- El canal GIRK5.S se expresa endógenamente en ovocito, hígado y corazón 

de la rana hembra X. laevis. 

- Los anticuerpos anti-GIRK5 y anti-GIRK4 son aptos para ensayos de 

inmunoprecipitación. 

- No se logró la obtención de los interactomas de los canales GIRK5 y GIRK4 

debido a la falta de veracidad de los resultados obtenidos del ensayo 

proteómico. 

- El protocolo de proteómica, utilizado para la identificación de interacciones 

proteína-proteína, no es tan útil en el estudio de proteínas que han sido poco 

estudiadas, como el caso de GIRK5, debido a que no existen registros 

publicados sobre sus interacciones. 

- El tratamiento con el inhibidor PP1 estimula la translocación del canal GIRK5 

a la membrana plasmática. 
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10. Preguntas actuales. 

 

Derivado de los resultados obtenidos en el presente trabajo, surgen las siguientes 

preguntas de investigación: 

 

¿La participación del canal GIRK5 en la maduración del ovocito es independiente de 

su localización en la membrana plasmática? 

¿GIRK5 es un secuestrador de dímero Gβγ? ¿en dónde se encuentran sus sitios de 

unión a Gβγ? 

¿GIRK5 cumple una función en el retículo endoplásmico? 

¿Girk5.S se expresa en la membrana plasmática? ¿cuál es su función? 

 

11. Perspectivas 

 

- Determinar la expresión del canal GIRK5.S en la membrana plasmática del 

ovocito de X. laevis. 

- Estudiar la función que desempeña el canal GIRK5.S en los ovocito, corazón 

e hígado de X. laevis. 

- Observar el efecto de la sobreexpresión de la isoforma Δ25GIRK5 en la 

maduración in vitro de los ovocitos. 

- Estudiar la afinidad de los sitios de unión de GIRK5 a la subunidad Gβγ. 

- Desarrollar nuevos protocolos de inhibición con PP1 
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Apéndice  

 

Preparación del buffer de lisis 

 

Tomar los volúmenes de cada reactivo, a partir de soluciones stock 1 M y 0.1 M 

para el DTT. 

 

Para preparar 50 mL de Buffer: 

Reactivo Concentración 
final 

   
Masa  

 
Volumen 

B-
glicerofosfato 

80 mM     0.864 
g 

  -        

NaF    50 mM  0.105 
g  

  -        

EGTA   20 mM   -  1 mL 

Hepes 20 mM   -  1 mL 

MgCl2 15 mM   -   0.75 mL 

DTT 1 mM   -   0.5 mL 

              * Ajustar pH final 7.5 

 

 

Preparación de solución ND96 sin calcio. 

 

Para preparar 2 L colocar las siguientes cantidades en un vaso de precipitados de 

1L: 

 

Todos los reactivos se encuentran en una concentración de 1 M. 

 

192 mL NaCl 

4 mL KCl 

10 mL HEPES 

2 mL MgCl2 

5 mL piruvato de sodio 

 

Agregar el volumen suficiente de agua desionizada para poder ajustar pH a 7.4, 

posteriormente llevar al aforo en un matraz volumétrico de 2 L y finalmente filtrar. 

 

Para preparar el ND96 con calcio, es necesario agregar 3.6 mL de CaCl2 a la 

solución anterior. Finalmente, se requieren 625 μL de gentamicina por cada 500 mL 

de solución ND96. 
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Determinación de la concentración de proteínas (Método Lowry) 

1. Se realizó una curva de calibración de proteínas con albúmina en SSI 

(solución salina isotónica) en un rango de concentraciones de 0.06 a 2 

mg/mL. 

2. Se prepararon 2 diluciones de la muestra (1:10 y 1:20). Para la cuantificación 

se usó el kit BioRad DC Protein Assay, siguiendo las indicaciones del 

proveedor. 

3. Se leyó la absorbancia de la muestra a 750 nm, usando un espectrómetro 

UV. 
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