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RESUMEN 

RESUMEN 

La caracterización de las proteínas involucradas en la fisiología de los parásitos 

es crucial para comprender la relación hospedero-parásito y la modulación de la 

respuesta inmune. La calreticulina fue identificada como una proteína que une 

ca++ en el retículo endoplásmico controlando la homeostasis intracelular de este 

ión y regulando diversos procesos fisiológicos. Se ha reportado además que 

tiene una actividad de chaperona y de lectina, involucrada en el correcto 

plegamiento de proteínas N-glicosiladas, modula la expresión génica, afecta las 

propiedades de adhesión de algunas células capacitándolas para reconocer y 

responder a estímulos extracelulares. En este estudio se reporta la 

caracterización de la calreticulina de Taenia so/ium (TsCRT). Se inmunotamizó 

una biblioteca de cDNA del estado adulto de Taenia solium usando un suero de 

conejo hiperinmune generado contra las glicoproteínas inmunogénicas del 

parásito. El cDNA que codifica para la TsCRT fue clonado en el vector de 

expresión pET 23a. Con este plásmido se transformaron bacterias E. coli de la 

cepa BL21. Para el ensayo de unión a Ca" las bacterias inducidas se separaron 

por SDS-PAGE, transfirieron a membranas de nitrocelulosa e incubaron con 
45Ca ... Se aisló el cDNA que codifica para el marco de lectura completo de la 

TsCRT. La secuencia fue analizada y se identificó una secuencia señal entre los 

residuos 1 y 18, empezando la proteína madura en la posición 19. La proteína 

muestra dos secuencias consenso características de la familia de las 

calreticulinas, además de la señal de retención de retículo endoplásmíco y dos 

conjuntos de tres repeticiones que representan a la región en la proteína que 

une Ca" con alta afinidad y son importantes para la actividad de chaperona. La 

TsCRT tiene 47 .12%, 48.11 %, 49.92% y 49.16% de identidad con la calreticulina 

de Schistosoma japonicum, Onchocerca volvulus, S. mansoni, y humana 

respectivamente. Los resultados indican que la proteína recombinante pertenece 

a la familia de las calreticulinas,tiene un peso molecular aparente de 50 kDa y 

conserva propiedades funcionales como la capacidad de unir Ca ... 



ABSJRACT 

ABSTRACT 

Characterization of proteins involved In the physlology of parasites Is critica! for 

understanding host-parasite relationships and modulation of lmmune responses. 

Calreticulin was identified as a Caº binding protein in the endoplasmic reticulum, 

controiling intraceliular Ca" homeostasis, and regulating several physiological 

processes. lt has lectin-like chaperoning activity involved in the corree! folding of 

giycoproteins, modulates gene expression, affects adhesion properties of sorne 

ceils and enables them to recognize and respond to extracellular stimuli. In the 

present study the characterization of Taenia solium calreticulin of is reportad. An 

adult Taenia solium cDNA iibrary was immunoscreened using rabbit hyper

immune serum raised against immunogenic glycoproteins. The cDNA encoding 

Taenia solium calreticuiin (TsCRT) was clonad into pET23a expresslon vector 

and transformad into Escherichia co/i BL21 strain. Bacteria were induced with 

IPTG and grown for 4h. For the Caº binding assay, the induced culture was 

separated by SDS-PAGE, transferred onto a nitrocellulose membrana and 

incubated with 45Ca++. The full-length calreticuiin encoding cDNA was isoiated, 

the sequence was analyzed, and the putativa slgnai peptide was identified 

between residues 1 and 18, with the mature protein starting at residue 19. 11 

shows two putativa calreticulin family signaturas, an endoplasmic reticulum 

retention signai, and inciudes two sets of three repeats, which represen! the 

region of the protein that binds Caº with high affinity and are essential for the 

chaperona activity. TsCRT shows 47.12%, 48.11%, 49.62% and 49.16% identity 

to Schistosoma japonicum, Onchocerca volvulus, S. mansoni, and human 

calreticulin respectiveiy. Recombinan! caireticulin was identified in SDS-PAGE as 

a 50 kDa protein. Recombinan! TsCRT was successfully expressed in E. coli and 

shown to bind Ca" in a 45Ca" overiay assay. The results obtained indicate that 

TsCRT belongs to the calreticulin family and was expressed as a 50 kDa 

functionai recombinan! protein with the ability to bind Caº. 
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INTRODUCCIÓN 

INTRODUCCIÓN 

Taenia solium 

El céstodo Taenia solium es el agente causal de teniosis en el humano, así 

como de cisticercosis en el cerdo y de manera accidental en el hombre. Estas 

enfermedades son causadas por dos de los estadios del parásito. La primera es 

producida por la fase adulta o tenia, que se aloja en el intestino delgado del 

hombre. La segunda, es producida por ta fase larvaria o metacéstodo, el cual se 

desarrolla principalmente en el sistema nervioso central (neurocisticercosis), ojo, 

músculo esquelético y tejido subcutáneo (cisticercosis muscular y subcutánea) 

(Flisser, 1994). Estas parasitosis afectan principalmente a paises en vías de 

desarrollo, en donde son consideradas problemas de salud pública. Sin 

embargo, la incidencia en paises desarrollados ha aumentado debido a la 

inmigración de individuos con teniosis. A partir del año 2000 la cisticercosis es 

considerada como una enfermedad emergente en los Estados Unidos de 

Norteamérica (Flisser, 2002). Recientemente, se ha demostrado que los 

portadores de la tenia son el principal factor de riesgo en la transmisión de la 

neurocisticercosis, que es la forma más grave y frecuente de la enfermedad y es 

la principal parasitosis del sistema nervioso central (Sarti, 1997; White, 1997). 

El ciclo de vida de este parásito involucra al ser humano como hospedero 

definitivo del parásito adulto, así como intermediario, junto con el cerdo, del 

metacéstodo o cisticerco. La teniosis es adquirida al ingerir cisticercos vivos en 

la carne de cerdo inadecuadamente cocida. El parásito evagina, se adhiere a la 

mucosa intestinal a través de las ventosas y ganchos del escólex y desarrolla a 

partir del cuello un gran número de segmentos llamados proglótidos. Los 

proglótidos grávidos llenos de huevos son liberados en las heces y al ser 

ingeridos por seres humanos o cerdos en alimentos o agua· contaminadas 

causan cisticercosis, completándose así el ciclo de vida (Flisser, 1994; Rablela 

et al., 2000). 



INTRODUCCIÓN 

El parásito adulto o tenia consta de un escólex formado por cuatro ventosas y un 

rostelo con una doble hilera de ganchos con las que se ancla a la mucosa 

intestinal, una region llamada cuello y el resto del parásito está constituido por 

una serie de segmentos o proglótidos llamado estróbilo que llega a medir de 2 a 

7 m. Conforme la tenia crece, desarrolla nuevos proglótidos a partir de la región 

del cuello donde se encuentran las células troncales responsables. Los 

proglótidos ya existentes maduran, dando lugar a proglótidos grávidos en la 

porción terminal del estróbilo ya que Taenia so/ium es un parásito hermafrodita y 

presenta órganos sexuales masculinos y femeninos en cada segmento. Los 

proglótidos grávidos que contienen aproximadamente 60.000 huevos, se 

separan del estróbilo y se eliminan con el excremento del individuo infectado. 

Los huevos maduros contienen las oncósferas rodeadas de la membrana 

oncosferal, el embrióforo y en la parte más externa, el vitelo. Estas envolturas 

permiten la viabilidad de los huevos en condiciones de temperatura y de sequía 

extrema en el medio ambiente. El embrióforo está formado por una serie de 

bloques contiguos unidos por una substancia cementante que es susceptible a la 

acción enzimática en el intestino. Al separase los bloques embriofóricos, la 

membrana oncosferal se permeabiliza y permite la activación del embrión y su 

salida de dicha membrana gracias a los movimientos de los seis ganchos que 

contiene, que son diferentes a los del cisticerco (Lethbridge, 1980; Silverman, 

1954). El embrión es capaz de atravesar la pared intestinal asistido por el 

movimiento de los ganchos y la secreción de las glándulas de penetración. 

Aunque se sabe muy poco acerca de los mecanismos de invasión de las 

oncósferas, se ha demostrado que éstas producen peptidasas que son 

productos de secreción/excreción que pudieran estar involucradas y facilitar el 

proceso invasivo (White et al. 1996). Finalmente penetra los vasos sanguíneos 

en la submucosa y se aloja preferentemente en músculo estriado y sistema 

nervioso central en donde se transforma en el estadio larvario denominado 

cisticerco o metacéstodo (Yoshino, 1933; Flisser, 1994). 

2 



INTRODUCCIÓN 

El metacéstodo o cisticerco se desarrolla en el cerdo aproximadamente a las 1 O 

semanas postinfección, etapa en la que ya es infectivo para el hombre. El 

cisticerco ceiuloso es esférico y consta de un escólex, que es idéntico al del 

parásito adulto, un cuello y una vesícula formada por una pared translúcida y el 

líquido vesicular. Este el el tipo más común y las características morfológicas de 

los parásitos alojados en cerdos y seres humanos son muy similares y 

normalmente estan rodeados por una cápsula de tejido conectivo del hospedero. 

(Slals, 1973; Aluja, 1988; Flisser, 1994). En el cerebro humano se ha descrito 

otro tipo de cisticerco que se localiza en los ventrículos. Estos cisticercos 

denominados racemosos, no tiene escólex, presentan una vesícula lobulada, 

llegan a medir hasta 20 cm y contener 90 mi de fluido vesicular. Asimismo se 

han descrito formas intermedias en las que el escólex es claramente identificable 

y presentan una vesícula bilobulada (Rabiela el al., 1989). 

Calreticufina 

La caireticulina (CRT) es una proteína multifuncional ubicua y altamente 

conservada a nivel de su organización genómica y secuencia de aminoácidos. 

Esta característica denota su importancia . fundamental en los sistemas 

biológicos. Se ha descrito en todas las células eucariontes analizadas 

incluyendo parásitos. En bacterias y levaduras, cuyo genoma ha sido 

secuenciado, no se ha encontrado el gene de la CRT (Michalak, et al., 1999; 

Johnson, 2001). Inicialmente fue descrita en el lumen del retículo endoplásmico 

(RE) y su principal función es la regulación de la homeostasis de Ca", 

controlando los niveles de Ca" intracelular que a su vez influencian procesos 

celulares importantes como secreción, contracción-relajación, motilidad y 

adhesión celular, síntesis de proteínas y expresión génica. Más aún, la CRT es 

una proteína chaperona con características de lactina que une polipéptidos N 

glicosilados por medio del reconocimiento de oligosacáridos formados por 

Gic(1)Man(9)GlcNac(2) que se encuentran en múltiples glicoproteínas, y es la 

3 
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encargada del control de calidad del correcto plegamiento de las mismas (High 

el al, 2000; Ellgard and Helenius, 2001 ). Recientemente se identificó la CRT en 

la superficie celular de linfocitos (Arosa el al, 1999). Se han descrito tres 

dominios estructurales para las CRT (Fig. 1 ). El dominio N o extremo amino 

terminal que es globular, une zn++ (kci=-300uM, 14 mol/mol de proteína) (Baksh, 

1991; Khanna el al. 1986) y participa en la interacción con otras proteínas 

chaperonas del retículo endoplásmico. El domino P, comprende una secuencia 

rica en prolinas que presenta dos conjuntos de tres repeticiones con la 

secuencia PxxlxDPDAxKPEDWDE (repetición A) seguida por la secuencia 

GxWxPPxlxNPxYx (repetición 8), esenciales para la unión de Ca++ con alta 

afinidad (Kt=-1uM, 1 mol de Ca .. /mol de proteína) y para la función de lactina. 

El dominio C que, a pesar de su polimorfismo ínter-especie, conserva un sitio de 

baja afinidad y alta capacidad de unión a ca++(Kt=2mM, -25 mol/mol de 

proteína), este dominio es ácido, esta cargado negativamente y funciona como 

"sensor de ca++" para la interacción con otras proteínas del RE (Ostwald and 

MacLennan, 1974; Baksh and Michalak, 1991; Michalak and Corbett, 2000). Los 

dominios N y P están altamente conservados y tienen un papel importante en la 

función de chaperona de la CRT (Nakamura el al., 2001 ). 

Calreticulina en Parásitos 

Se ha descrito la CRT en diferentes parásitos, sin embargo sus funciones no se 

han dilucidado del todo. Se han Identificado homólogos de ·· CRT .. en 

Trypanosoma sp., Leishmania sp., Schistosoma mansoni, Schistosoma 

)aponicum, Onchocerca volvulus y Necator americanus, (Labrlola el al, 1999; ·. 

ScoU and McManus, 1999; Hooker y Brindley, 1999; Kasper el al, 2001 ). En 

tripanosornosis, esquistosomosis y oncocercosis, así como en enfermedade~ 

autoinrnunes, se ha reportado la presencia de anticuerpos anti CRT en r:ia.clentes ... 

(Rokeach et al, 1994; Marcelain et al, 2000; Eggleton et al, 2000). AsJ m'15[no, se· 

ha demostrado que la CRT es uno de los antígenos lnmunodominant~s en la 

vacuna de cercaría irradiada de s. mansoni y que es capaz de . estimular 

4 
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linfocitos B y T in vitro (Nalga et al, 2000; Rlbelro de Jesús et al., 2000). 

Recientemente se ha reportado que tanto la CRT humana como la del nemátodo 

N. americanus une y neutraliza la actividad del componente C1q de la cascada 

de complemento y reacciona con dominios de señalización de integrinas de 

plaquetas y otros leucocitos (Kasper et al, 2001; Kovacs et al, 1998). En S. 

mansoni, se demostró la presencia de CRT en los diferentes estadios del 

parásito (Khalife et al, 1994). En la cercarla se encuentra alrededor de las 

glándulas de penetración, ro que sugiere que es secretada/excretada en la fase 

invasiva y que module la actividad de proteasas dependientes de ca++. Por otro 

lado, en el parásito adulto se reportó la expresión preferencial en los órganos 

genitales, por lo que los autores sugieren que pudiera estar involucrada en el 

control de la proliferación celular. El carácter mullifuncional de la CRT le confiere 

la capacidad de poder responder a estlmulos extracelulares y coordinar las 

respuestas celulares (Nakhasi et al, 1998). 
1 ll.lf1'ein gene fl 6 kbl 

E•Oll , 2 l • ., n a 
--B-!i:...11tjiii' hlld®-~ • -

~DUH CBllO 14 IS llb) 

E•Ofl 1 2 3 • 'i B 
----Gllll~·---------':!::::Z::::!i'!Z!~ .... t-19-t ...... --................... ... 

m~NAf'l Yllb) 

.......................................................... A~AAA~ 

211'.> • •o:> 

L<OHCOO" 

Figura 1. Representación esquomalica del gone de calreticuUna humane v murina, el mANA y la prolafna. Contiguración 
genómica del gene de calreticullna del humano y ralón con ros axones que codilican para tos tres dominios de ta procelna. 
Domklio N tazul}. dominio P (rojo} y dominio C (verde). La protelna ropresemada con los mismo& colores, contiene el péptido 
aenal, la sot\al de retonclón de retrculo endoplásmico. Los conjunlos de tres repeticiones A y B etlánrepresenlsdos par Jos 
triángulos y cuadrados motados respectivam8f"ll8. Los triángulos negros representan los sitios potenciales de glicoslLac:ión. 
Mlchalak et al. , 1999) 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La patologla y la clínica de la cisticercosis humana son muy heterogéneas y 

dependen de la localización, tipo y número de cisticercos, así como del estado 

general del paciente. La neurocisticercosís es la manifestación más severa de la 

enfermedad. Pacientes con la forma activa de la enfermedad desarrollan una· 

respuesta inflamatoria, que incluye la infiltración de diferentes poblaciones de 

linfocitos, macrófagos, granulocitos, eosinófilos y células plasmáticas. 

El inicio de la sintomatología por neurocisticercosis ha sido relacionada con la 

inhabilidad del parásito de modular la repuesta inflamatoria del hospedero (White 

et al., 1997. ). Existe poca información acerca de las proteínas sintetizadas por T. 

solium y sus funciones en las diferentes etapas de su desarrollo. Se han descrito 

proteínas que producen los metacéstodos y que regulan la respuesta inmune del 

hospedero, incluyendo la paramiosina que inhibe la activación de complemento 

(Laclette el al., 1992); la taeniastatina que, además de inhibir la activación de 

complemento, bloquea la función de leucocitos (Hammerberg and Williams, 

1978; Leid et al., 1989); proteasas que actúan sobre lgG específicas (White et 

al., 1992) y más recientemente un factor del metacéstodo producido in vilro por 

cisticercos que inhibe la proliferación de linfocitos inducida por mitógenos, la 

respuesta humoral y celular contra antígenos específicos del metacéstodo y la 

respuesta inflamatoria (Molinari el al., 1990; Tato et al., 1995; Arrechavaleta et 

al., 1998). Por otro lado se sabe que la destrucción de las oncósferas está 

mediada por la vía clásica de complemento (White el al., 1997). Por lo tanto, es 

importante Identificar y caracterizar las proteínas involucradas en la fisiología del 

parásito para entender mejor la relación con el hospedero y la modulación de la 

respuesta inmune. 

Durante el lnmunotamizaje de clonas de cDNA que codifican para antígenos que 

pudieran ser útiles para el inmunodiagnóstico de la cisticercosis, i.e. 

glicoproteinas de bajo peso molecular, se aisló una clona que codifica para la 

CRT de Taenia solium (TsCRT). El carácter multifuncional de la CRT sugiere 

6 
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que esta proteína podría estar involucrada en los procesos biológicos y de 

inmunomodulación en la relación hospedero-parásito. Su caracterización y 

subsecuente localización, abren una amplia linea de investigación que incluye su 

papel en la fisiología del parásito, la interacción con otras proteínas del parásito 

y del hospedero, su expresión diferencial y regulación génica en los diferentes 

estadios del ciclo de vida. Adicionalmente, incluye su participación en las 

respuestas humoral y celular protectoras y en los fenómenos de 

inmunomodulación del parásito, así como su probable uso en pruebas de 

diagnóstico, como agente terapéutico y de vacunación. 

OBJETIVOS 

• Obtener la CRT completa de una biblioteca de cDNA de T. solium de 

adulto. 

• Secuenciar, clonar y expresar la TsCRT. 

• Purificar y demostrar la capacidad de la TsCRT recombínante de unir 

Caº. 

7 



MATERIAL Y MÉTODOS 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Biblioteca de cDNA Lambda ZAPll de parásito adulto 

La biblioteca de parásito adulto fue construida en el vector lambda ZAPll por 

Claudia Garcfa Domfnguez (Garcfa-Domfnguez, 1993) y fue donada por 

Marshall Lightowlers de la Universidad de Melbourne, Australia. La biblioteca fue 

preparada mediante el uso de kits comerciales (Amersham, Cat. No. RPN125). 

El cDNA de parásitos adultos se ligó a adaptadores Eco RI compatibles con el 

vector. El cDna "adaptado" se fosforiló, ligó a los brazos del vector lambda ZAPll 

y se empacó in vi/ro utilizando Gigapack 11 gold packaging extract siguiendo las 

instrucciones del proveedor (Stratagene, Cat. No. 200216). 

Suero hlperlnmune de conejo antl-gllcoprotelnas de T. sollum 

Tres glicoproteínas específicas de T. so/ium, i.e .. GP24, GP39-42 y GPSO se 

utilizaron para inmunizar a tres conejos (un conejo por cada glicoprotefna). La 

administración fue por via intramuscular con 1 mg de cada giicoproteína 

emulsionado con adyuvante completo de Freund (1:1). En el dfa 13 se 

administró una segunda dosis y el sacrificio de los animales se realizó el día 21, 

obteniendo la mayor cantidad de sangre por punción intracardiaca. Este 

procedimiento fue realizado por la QFB Cecilia Hirota en el laboratorio de la Dra. 

Ana Flisser (Planearle el al .. 1999). 

Cepas de bacterias 

La tabla 1 enlista las cepas de bacterias y su uso. 
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Tabla 1. Cepas de bacterias empleadas. 

Cepa Genotipo Uso 

XL-1 Blue supE44 hsdR17 recA1 endA1 1. Adsorción de los 
gyrA46thi re/A1/ac· sueros de 
F'[proAB+/aclq/acZºm15Tn 10(1et')] conejo. 

2. lnmunotamizaje 
de la biblioteca 

de parásito 
adulto y escisión 

del fagémido 
pBluescript. 

3. Transformación 
con el plásmido 
pET23a-TsCRT. -

BL-21 Fomp ThsdSa(ra-ma-) gal dcm Expresión del plásmido 
(DE3l pET23a-TsCRT. 

Las bacterias se crecieron en medio Luria Bertani (LB, 10g de triptona, 5g de 

extracto de levadura, 10g de NaCI y aforar a 1 litro con H20; esterilización por 

autoclave.) a 37°C, durante toda la noche. 

Cuantificación de la concentración de protelnas 

La concentración de proteínas se determinó utilizando el ensayo de proteínas de 

BioRad (BioRad, Cal. No. 500-0006), basado en el método descrito por Bradford 

(1976). Se prepararon varias diluciones de albumina séríca bovina (BSA, de 1ug 

a 32ug) en buffer de salina fosfatos (PBS) que se utilizaron como estándar. Se 

agregaron 200ul del reactivo de Bradford a 800ul de estándares o muestras y se 

leyeron a una 00595 usando un espectrofotómetro (GeneQuant pro UVN, 

Amersham Pharmacia Biotech), el PBS sirvió como blanco. 
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Electroforesis en geles de pollacrllamlda 

Las proteínas se separaron por electroforesis (PAGE) en geles de SDS

poliacrilamida al 10% y 12% (Laemmll, 1970). Se utilizó el sistema de Protean 11 

System (BioRad) utilizando separadores de 0.75mm. Los geles se corrieron a 

15mNgel durante 1 h aproximadamente y se tiñeron con azul de Coomassie R-

250 (BloRad. Cal. No. 1610400) o se incubaron en buffer de transferencia 

durante 5' para transferirlos a las membranas de nitrocelulosa. 

Western blot 

Después de la electroforesis, las proteínas se transfirieron a las membranas de 

nitrocelulosa (MNC) utilizando la técnica de electrotransferencia descrita por 

Towbin y colaboradores (Towbin el al, 1979), empleando una cámara de 

transferencia (Idea Scientific Company). La transferencia se realizó a 

temperatura ambiente, aplicando una corriente de 1 Amp durante 1h. Las MNC 

se bloquearon con leche descremada al 5% en PBS-Tween 20 al 0.3%. Las 

diluciones de los sueros se preparan en este mismo buffer y se incubaron 

durante 1h a temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados con PBS-Tween 20 

al 0.3% de 5' cada uno antes de las incubaciones con el primer y segundo 

anticuerpos y previo a la adición del sustrato. Se utilizaron anticuerpos anti lgG 

de conejo acoplados a peroxidasa (Goal anti rabbit lgG (H+L) HRP; Zymed, Cal. 

No. 65-6120) se utilizaron a una dilución de 1:1000 en PBS y el revelado se 

realizó con 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma, Cal. No. D-5905). La reacción 

se detuvo con agua destilada y se realizaron varios lavados para eliminar la 

DAB. 
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Preadsorclón de los sueros de conejo 

Se crecieron bacterias Xl-1Blue en medio LB durante toda la noche a 37°C y se 

Usaron durante 10' a 95ºC en presencia del buffer muestra (Tris-HCI 50mM 

pH6.8, SDS al 2%, glicerol al 10%, azul de bromofenol al 0.1% y B

mercaptoetanol al 5%). El lisado de bacterias se separó por PAGE-SDS 

preparativo, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa y se sometió a la 

corriente. Después se separó la membrana del gel, éste se tiñó con azul de 

Coomassie R-250 para verificar que la transferencia fuera completa. La 

membrana de nitrocelulosa con el lisado de bacterias se cortó en tiras de 0.5 cm 

y se incubaron con los sueros anti-glicoptroteinas para adsorber los anticuerpos 

anti-E. co/i. Los sueros se incubaron con 16 tiras durante 30'. Se verificó con el 

western blot que los sueros ya no reaccionaran con el lisado de bacterias. Se 

utilizó suero de conejo preinmune como control. 

Preparación de bacterias para el fnmnotamizaje 

Se Inocularon Sml de medio LB suplementado con maltosa al 0.4% y MgS04 

10mM con una colonia de bacterias XL-1 Blue. El cultivo se creció durante toda 

la noche a 37°C con agitación. Este cultivo se utilizó para la infección con la 

biblioteca de adulto como se describe a continuación. 

fnmunotamizaje de la biblioteca de parásito adulto 

Se utilizó el método de Sambrook y colaboradores con algunas modificaciones: . . - .. . . _, . 

50,000 unidades formadoras de placa (pfu} se mezclaron con 600ul de bácetrias 

XL-1 blue y se incubaron a 37°C duraníe .30;. Las bacterias infectad~s con los 

fagos recomblnantes se resuspendieron en )o mi de top agar (igr bacto agar/I 

de LB} suplementado con maltosa al 0.4olo y MgsÓ.¡ fomM ~quilibr~dos a SSºC y 

se sembraron en cajas de Petri de· 14 cm de diámetro que c~ntenÍan LB agar al 
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15%. Las cajas se incubaron a 42°C durante 3 hrs, se cubrieron con membranas 

de nitrocelulosa (MNC, Schleicher & Schuell, Cal. 401147) previamente 

impregnadas con isopropyl-tio-B -D-galactosidasa (IPTG) 1DmM y marcadas con 

tinta para identificar su posición, y se incubaron a 37°C durante 4 hrs. Se 

hicieron duplicados con otras MNC, se lavaron dos veces con buffer TNT (Tris

HCI 1DmM pH B.O, NaCI 150mM, Tween 20 al 0.05%) durante 30' con agitación 

y se incubaron con buffer de bloqueo (PBS, Tween 20 al 0.3% y leche 

descremada al 5%) a temperatura ambiente durante 30' con agitación suave. 

Posteriormente las MNC se incubaron en 10 mi de un conjunto de sueros 

policlonales anti-glicoproteinas preadsorbido a una dilución 1 :100 en el buffer de 

bolqueo durante 1h a temperatura ambiente con agitación. Se siguió el protocolo 

de revelado de western blot. Las clonas positivas se aislaron con puntas 

estériles y se resuspendieron en 500ul de buffer SM (NaCI 1 OOmM, MgS04 

BmM. Tris-HCI 50mM pH?.5, gelatina al 0.01%). Se agregaron 30ul de 

cloroformo para lisar las bacterias y se centrifugaron a 12,000g durante S' a 

temperatura ambiente. Estas clonas se utilizaron para transfectar bacterias (10ul 

de una dilucion 10º4
) y hacer un segundo inmunotamizaje (Sambrook et al., 

1989). 

Tamizaje por hibridación de DNA 

La hibridación con DNA de la biblioteca de adulto se llevó a cabo con 

membranas de nylon Hybond-N (Amersham pharmacia, Cal. No. RPN2020). Se 

utilizó el fragmento que codifica para calreticulina como sonda y se marcó con 

blotina con el método de "random priming" de Tropix (Tropix; Cat. No. AR100L). 

Tanto la prehibridación como la hibridación se realizaron a 65ºC para asegurar el 

pegado específico de la sonda. Las membranas se incubaron durante 18-20 

horas. Las clonas positivas se identificaron con el sistema de detección de 

quimioluminiscencia para DNA biotinilado utilizando CDP-star como sustrato 
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siguiendo las instrucciones del fabricante (Applied BioSystems, Cal. No. 

ST100CB), 

Secuenclaclón y análisis de DNA 

Se recuperaron los fagémidos pBluescript de las clonas positivas por escisión in 

vivo permitiendo su caracterización en un sistema de plásmido como lo 

especifica el fabricante (Stratagene, Cal. No. 236211 ). Los plásmidos se 

purificaron utilizando un sistema de purificación de DNA Wizard Plus SV 

Minipreps siguiendo el protocolo que provee el fabricante (Promega, Cal. No. 

A1330). La secuenciación se llevó a cabo en un secuenciador de DNA 

automático (Applied Biosystems lnc., modelo 310) utilizando un Taq DyeDeoxy 

Terminator Cycle Sequencing System (Applied Biosystems lnc.). Para la 

secuenciacion inicial se usaron los nucleótidos universales T3 y T7(Gibco, BRL). 

Se diseñaron dos oligonucleótidos internos de la calreticulina para poder obtener 

la secuencia completa (Gibco BRL). Las secuencias se analizaron utilizando los 

algoritmos del BLAST del Centro Nacional para la Información Biotecnológica 

(www.ncbi.nlm.nih.gob). La predicción de la secuencia señal se llevó a cabo con 

el programa SignalP (www.cbs.dtu.dk) y la alineación de la TsCRT con otras 

clareticulinas se realizó con el programa ClustalW (www.npsa-pbil.ibcp.fr/cgi

bin/aliqn clustalw.pl). En la tabla 2 se describen las secuencias de los 

oligonucleótidos utilizados para la secuenciación de TsCRT: 

Tabla 2. Secuencia de los oligonucleótidos para secuenciación. 

Oligonucleótido Secuencia 
T3 5' TAATTGGGAGTGATTTC 3' 
T7 5' AATACGACTCACTATAG 3' 

Cairel F 5' GGTCCCGATATTTGTGG 3' 
Cairel F2 5' GCCAAACAACCGGAGG 3' 
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PCR para Ja obtención de TsCRT con Jos sitios Eco RI 

Se sintetizaron los oligonucleótidos con los sitios de reslricción para Eco RI y su 
secuencia se muestra en la tabla 3 

Tabla 3. Oli onucleótidos con los sitios Eco RI. 
Oli onucleótldo Secuencia 

CRTF 5' ATATGAATTCGAAGTTTACTTCGAGGAC 3' 
CRTR 5' ATATGAATTCCTACAATTCATCCTTCGAG 3' 

Los oligonucleótidos se diseñaron para obtener la proteína madura sin el péptido 

señal. La clona que codifica para la TsCRT completa se utilizó como templado 

para la amplificación. La reacción se realizó en un volumen de 50ul (Tris-HCI 

10mM pH8.3. KCI 50mM, MgCI,, 2.5mM dNTPs 0.2mM, 50 pmoles de cada 

ologonucleótido y 2 unidades de Taq DNA polimerasa (Expand High Fideliy PCR 

System, Roche Cal. No. 1732641 ). Se utilizó un termociclador (BioRad Gene 

Cycler). El programa que se utilizó para el PCR se describe en la tabla 4. 

Tabla 4. Programa para el PCR. 

1X Desnaturalización 2' a 95ºC 

25X Desnaturalización 1' a 95ºC 

Hibridación 1' a 56°C 

Extensión 1' a 72ºC 

1X Extensión 1 O' a 72ºC 

Digestión enzimática del DNA 

Para las digestiones del DNA con enzimas de restricción se usaron entre 1 y 5ug 

de plásmido y 1.5 unidades de la enzima Eco RI por ug de DNA. Las digestiones 

tanto del producto de PCR con los sitios Eco RI como la linearización del 

plásmido pET23-a se hicieron a 37°C durante toda la noche en el buffer React 3 

que provee el fabricante (Gibco BRL Cat. No. 15202-013). El. DNA digerido se 
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separó en geles de agarosa al 0.8% con bromuro de etidio al 0.5ug/ml. Los 

fragmentos digeridos se purificaron a partir de la agarosa utilizando el sistema 

de purificación de DNA Wizard PCR Preps DNA Purification System (Promega, 

Cal. No. A7170) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Construcción del vector de expresión pET 23-a-CRT 

El fragmento de cDNA que codifica para la TsCRT madura digerido con Eco RI 

se clonó en el plásmldo pET 23-a con resistencia a ampicilina (Novagen, 800-

526-7319) linearizado con la misma enzima de restricción. Para la ligación, se 

utilizó 1u de T4 DNA ligasa (Gibco BRL, Cal. No. 15224-025) en buffer de 

ligación (Tris-HCI 250mM, pH 7.6, MgCl2 50mM, ATP 5mM, DTI 5mM y 

polietilenglicol al 25%). Se realizó una reacción de PCR utilizando el 

oligonucleótido T7 y CRTR para confirmar la orientación correcta del inserto. 

Preparación y transformación de bacterias competentes 

Se inocularon 5ml de medio LB con una colonia de bacterias y se incubaron 

durante 3h a 37°C hasta alcanzar una O.D.500=0.6. Las células se centrifugaron, 

resuspendieron en CaCl2 50mM frío y se incubaron durante 30' en hielo. 

Transcurrido este tiempo, las bacterias se cosecharon y resuspendieron en 

200ul de CaCl2 50mM, se dividieron en alicuotas y se guardaron a -70oC 

(Sambrook et al., 1989). Para la transformación, 1 OOul de bacterias competentes 

se incubaron con 10ul de vector pET23·a-TsCRT en hielo durante 30'. 

Transcurrido este tiempo, se les dió un choque térmico a 42ºC durante 30" y se 

incubaron en hielo 2' adicionales. Se les agregó 1 mi de medio LB y se agitaron 

a 250 rpm a 37°C durante 1 h. Las bacterias transformadas se centrifugaron, 

resuspendieron en 40ul de medio LB y so sembraron en cajas Petri con LB-amp 
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(200mg/ml). Las bacterias se crecieron a 37ºC durante toda la noche (Sambrook 

et al., 1989). Se comprobó la presencia del vector por PCR. 

Expresión y extracción de TsCRT recomblnante (TsCRTr) 

El plásmido pET 23-a-CRT se transformó en bacterias XL-1 Blue competentes 

para obtener suficiente plásmido para la secuenciación y subsecuente 

transformación en un sistema de expresión. El plásmido se purificó utlizando un 

kit de Qiagen (Qiagen, Midi Prep Cat. No. 12145). Para la expresión de la 

TsCRTr se transformaron bacterias BL21 competentes que son lisógenos del 

bacteriófago DE3 y contienen una copia del gene que codifica para la T7 RNA 

polimerasa bajo el control del promotor lac UV5 que es inducible por IPTG. Las 

bacterias se sembraron en LB-ampicilina (200ug/ml) para seleccionar aquellas 

clonas que tuvieran el plásmido. Se picaron 5 clonas que se volvieron a plaquear 

en cajas con LB-amp y LB-amp-IPTG para seleccionar las clonas que expresan 

la CRT. Se escogió una de las clonas positivas. se cultivó durante 4 a 5 hrs y se 

guardó a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, este cultivo se utilizó para inocular 

matraces con 50 o 250 mi de LB-amp en una dilución de 1:100. Los cultivos se 

indujeron con 0.75mM IPTG al alcanzar una OD60o de 0.8 a 0.9 y se crecieron 

durante 4 hrs más. Las bacterias se analizaron en geles de poliacrilamida al 12% 

para identificar la TsCRT inducida, se colectaron por centrifugación y se 

guardaron a -20°C para la extracción de la CRT recombinante. Se utilizó el 

buffer A (Tris-HCI 20mM pH7.3, MOPS 10mM pH7, sacarosa al 20%) para lisar 

las células y extraer las proteínas solubles, el precipitado con las proteínas de 

membrana se resuspendió en buffer P (Tris-HCt 20mM, MOPS 10mM, 

leupeptina 1ug/mt, aprotinina 20ug/ml, fluoruo de fenilmetilsulfonida, PMSF 

0.5mM) y se sonicó cuatro veces a 50 W durante 30", se le agregaron 1300U de 

RNAsaT1 y DNAsal. El sonicado se centrifugó a 13,000g durante 30" y se 

corrieron 10ul de los sobrenadantes en geles de poliacrilamlda SDS-PAGE para 

identificar la fracción que contenía la TsCRTr. 
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Purificación de laJsCRTr por punto lsoeléctrico 

Se utilizó. el. programa ProtParam (www.expasy.ch/cgi-bin/protparam) para 

calcular el· puríí6 lsoeléctrico de la TsCRTr que es de 4.39. Se agregó NaCI a 

una ~oncentradón final de 0.6M a la fracción que contenía la TsCTRr y se ajustó 

el pH "a4.'39 con HCI O. 1 N. Se agitó durante 1 h a 4°C y se centrifugó durante 30' 

a 14,000 rpm'. E,I precipitado se resuspendió en PBS pH 7.4 y se analizó por 

SDS~PAGE. La protelna se guardó en alícuotas a -20ºC. 

'<· ;··>:' ~ .. :.,;.' :~' 
En geles depoliacrilamida al12% se corrieron muestras de 2.5 y Sul de bacterias 

Inducidas para expresar TsCRTr y se transfirieron a MNC Las membranas se 

tiñeron con rojo de Ponceau S para confirmar la transferencia, se destiñeron con 

PBS y se incubaron en imidazol 1 OmM pH 6.8, KCl2 60mM, MgCl2 5mM y 

1uCl/ml 45CaCl2 durante 10'. Se hizo un lavado con H20 destilada de 5', se dejó 

secar sobre papel filtro y el ca++ fijado se reveló utilizando una pantalla 

intensificadora (Molecular Dynamics, Cat. No. 63-0034-89) que se leyó en un 

"Personal Molecular lmager Fx" (BioRad Cat. No. 170-9400) (Maruyama et al, 

1984). 
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RESULTADOS 

Aislamiento de las clonas que codifican para TsCRT 

Se ullizaron aproximadamenle 2.5x105 pfu de la biblioteca de T. solium en 

lambda ZAPll de adulto para hacer el lnmunotamizaje con suero hiperinmune de 

conejo especifico contra las GP's. Se aislaron seis clonas positivas y se realizó 

un segundo tamizaje con 100 pfu por caja para confirmar los resultados. El 

vector lambda ZAPll permite la escisión in vivo del fagémido pBluescript, 

facilitando la caracterización del inserto en un sistema de plásmido. Se 

dedujeron las secuencias polipeptfdicas de las clonas y se analizaron usando el 

programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov1BLASTI). De las seis clonas positivas, 

cinco codificaron para el antígeno paramiosina, que ya ha sido clonado y 

ampliamente estudiado (Laclette et al., 1992; Landa et al., 1993) y una clona 

codificó para TsCRT. Debido a que en esta clona no se encontró la región que 

codifica para el amino terminal de la proteina, se usó el inserto de la TsCRT 

marcado como sonda para hacer una hibridación de la biblioteca e identificar 

clonas completas que contengan el codón de iniciación. Se aislaron seis clonas 

positivas y se secuenciaron. Una de las clonas contenia el cDNA que codifica 

para la proteína completa con 1.3 kb y un marco de lectura de 395 aminoácidos. 

En la figura 2 se presenta la secuencia de nucleótidos que codifica para la 

TsCRT y la secuencia de aminoácidos deducida correspondiente. El codón de 

terminación esta representado por un asterisco, hay seis nucleótidos en la región 

5' no traducida y 132 nucleotidos en el extremo 3'. El codón de iniciación (ATG) 

empieza en la posición 1. La predicción de la secuencia señal se llevó a cabo 

con el programa SignalP (http:lwww.cbs.dtu.dk/), esta se identificó entre Jos 

residuos 1 y 18, la proteína madura comienza en la posición 19 (E). La señal de 

retención del retículo endoplásmico (KDEL) está localizada justo antes del codón 

de terminación. Asimismo, el programa ScanProsite (Hoffmann, 1999; 

www.expasy.ch/cgi-binlscanprosite) identificó dos secuencias consenso de la 

familia de las calreticulinas: la primera · del residuo 74 al · 94 
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(KhEQnldCGGGYVKLL) y la segunda del 111 al 119 (IMFGPDICG) ambas 

localizadas en las regiones conservadas del dominio N. Los dos conjuntos de 

tres repeticiones A (PxxlxDPDAxKPEDWDE) y B (GxWxPPxJxNPxYx) están 

presentes en el dominio C y están involucrados en la unión de alta afinidad a 

Ca .. (Michalak, 1999). Esta secuencia ha sido sometida al GenBank y se dió el 

número de acceso: AF340232. 

Se utilizó el programa ClustalW ~Thornpson et al., 1994) para obtener la 

alineación de la TsCRTr con otras calreticulinas y Jos resultados se muestran en 

la figura 3. Los asteriscos (•) representan la identidad de aminoácidos, Jos (:) 

similitud fuerte y(.) similitud débil. TsCRTr muestra 47.12%, 48.11%, 49.62%, y 

49.16% de identidad con las calreticulinas de S. japonicum (AAC00515), O. 

volvulus (AAA59056) S. mansoni (006814), y la humana (P27797) 

respectivamente. TsCRT presenta dos sitios potenciales de glicosilación 

(ScanProsite), y al igual que otras calreticulinas tiene tres cisternas, dos de ellas 

forman un puente disulfuro que parece ser importante para el doblamiento 

correcto del extremo N-terrninal. Todas estas características claramente 

identifican a la TsCRT corno miembro de la familia de las calreticulinas. La 

secuencia de la TsCRT, incluyendo el péptido señal que comprende hasta el 

aminoácido 18, fue sometida a un análisis de hidropaticidad por el método de 

Kyte y Doolilie (Kyte and Doolilie, 1982), este se muestran en la figura 4. Los 

resultados indican que la proteína TsCRT es en general hidrofilica. 

Adicionalrnente,se realizó el análisis de la composición de aminoácidos con el 

programa ProtScale (www.expasy.ch/cqi-bin/protscale.pl). La TsCRT presenta 

un alto contenido de aminoácidos cargados negativamente, que contribuyen a la 

naturaleza ácida de la proteína (Tabla 5). 
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Secuencia senal .O..olefna madur-a 
-6 ggtatga tggctgttcctgcgt t tct ta t tgcat tgtta ttcgttgtgaatacgcgtgctgaagtt tact te 
1 MAVPAFLIALLFVVNTRAE 1 

67 gaggacaggt t ta t tgagagcaaca tcga. taagtgggaaaag tccaaa ta tgacgaaagcaac t tggg tete 
23 ¡..; n n F ~¡ 1 n i: ¡.1 r. r r 1 

139 tgcgaatatgcaaagccaaagggtgatttcgatgataaagaagacggtgggatgagaacaacacaagatgcc 
47 e E y ,. F 1· 1~ F n r1 1· E r1 ,. 11 r· 

211 cgg t t t taccgt tactcagcacca t t taa taaaccc t tg tcaaa taaggacaaaa tea tgtgtg tgcaa t te 
71 H I· Y l' lo. I· r !' ! I· 

283 acggtaregca. caaaceaaa ta t tqactaraatnntaq. atargt ªªª. et tqctoon'f ªªtctttcaaacca 
95 'l' \: - " I! 1·: '~· !J 1 '1 1. (; (; (: '1 • ; J 1 : - 1 ! " . 

~~~ g~tg~t t ~te~ tg~cg~aagtc~t t~ tg~gaT ;,qt ~ tq~tc~cqa ta t t t;i tq~t t~ Tªª~ga~aa~ t 

4 27 g tccacg t ta t t t tctcc ta taagggcaaaaa t ta tct tg tgaaaaggga ta t te ce tgcaaa tcggacaca 
143 v i-: r r r -¡ T 

4 99 et tace ca t t tgtacacgc tea tcgtccgacc tga taa taca t t cgaag te t tga t tga taacaaaac tgcc 
167 1 T 1 I 1 

571 gaaa ccggct cgctcg t tgccgac t t cga ta tga tccccccaagaacaa t tga tga tcccga tgccaaaaaa 
191 P !l T 1 D D P D A K K 

64 3 ccagaaga t tgggtaga tgaggccgaaa tccccgacccaga cga taagaaacc tga tgactggga tcagccc 
215 p E D w V D p, A F. r p n p D n K K p D D w o o .e 
715 aagac ta tcg taga tacgaa tgccaaacaaccgg aggac tgg aacg aagaaacaga tggcgag tggacggcc 
239 K T T V D ·r N /\ E !,) 11 F. D w N F. F: T n .Q __ g __ ~--I--~ 

7 8 7 ceca tga taga taaccccga t tacaaggg tg aa tggca t cccaa ga tga t accaaaccc tgcc tacagggga 
263 .J!._!l __ J __ J? __ u __ ~ __ u __ t_J~ n.. _.f:.._li __ !f __ ~--ii __ f1. __ r __ y_ -lL .. l' __ b __ y __ 13. Q 

8 5 9 gag tggaaaccgccacaga t tcccaa tccagaccac t t tgaggacag tgaactc ta tgc tcgcacc t t tgct 
287 ._E.._Jl __ 1 __ ,P __ r_ .. ~--l--~-JL_J!.,_,p __ ll F E D ~ E L Y A R 't' F A 

931 taca t tggtct tga tctctggcaggtgaaa tctgggacga t t ttcgacaac t t tatcgtt tcagacaa tgta 
311 y l ('; L [) I \'' t.1 '.' r r; T l ¡: n M F I \' s D N V 

1O03 tccgag tgtcaagctcacgccgag tac tggcaaaaacga t t tgca t t tgaggaggaggaagagaagaagagt 
335 f: <~ (l A A J' Y h' 1) 1-: P F A F E F E F. E E K S 

107 5 t t tgaggagaagga taaggaa te t tccaccaccga taa tgt accagacgag ag tgaggacgaggaag tgga t 
359 F F E r J1 F ¡.: 'l' '!' ri N ' 1 f' Jl E ;'.:! F: n E E V o 

1147 ctcgaggaaggaggtga tgct tcctcgaagga tgaa ttgtagt tgt t tgct tga tt tcctt ttgtatatgcg 
383 L J:: E C (: U A K O E L • 

1219 a tgcgca t t tac t tea t tgctaaa tgg a te tg tgg t taccca t tgccaccg a tg t tgt ta tcc t t tgtcgaa 
1291 cggct tcatgatcgcggaagtaaaaaa te t t tgt t taaaaaaaaaaaaaaa 

Figura 2. Secuencia de nucleólidos del cDNA que codifica para la CRT de T. so//um y la correspondiente secuencia de 
aminoácidos en marco abierto de lectura. Las secuencias consenso están enmarcadas en los recuadros. El dominio N esta 
representado en azul. el dominio P, en ro/o, y el dominio C en verde. Los dos conjuntos de tres repeticiones están 
subrayados, A (__J y B (___J. La secuencia del péptldo señal esta en cursivas y la señal de retención de retículo 
endoplásmico en negritas. 
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··ovCRTxO 

Humanx2 
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smcRTxJ 
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OvCRTxO 
Humanx2 
TsCRTxl 
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OvCRTxO 
Humanx2 
TsCRTxl 
smcRTxJ 
sjCRTx4 

OvCRTxO 
Humanx2 
TsCRTxl 
SmCRTx3 
SjCRTx4 

OvCRTxO 
Humanx2 
TsCRTxl 
smcRTx3 
SjCRTx4 

OvCRTxO 
Humanx2 
TsCRTxl 
SmCRTx3 
SjCRTx4 

RESULTADOS 
10 20 30 40 50 60 70 

1 1 1 1 1 1 1 
--MQLSLLVGLVCFSAINAKJ i r'KWFSllDD-WEKRWif:SKH-KDDFGKWEI SHGt:FYG:JAVf:DKULK'l"I Vil 
MLLSVPI ,[,LGI ,LGLAVAE PA'J'i FK EQFLI IGDGWTSRWI ES KH- KS DFGKFVLS SGE FYG: >EEF DKG l ,,,T .,QD 
-MAVPAFLIALLFWNTRAE'JY F'EllRFI ESN- -1 DKWEf: :~KYDESNLGLCEYAKPEGDFi >DKEIJGG!W'P 1 QD 
- -MLSI LLTLL l ,SKYALGH E'.'\•; F s ETFPI JE- -s 1 ENWWSTYNAF.KQGEFKVEAm:s PVI) p I l.DLG LE'!' ' QD 
--MILVL r CFLI .SYRVSGEK' 'V<FSl·:TFPI •EK-SI DG\fl•:STFNGDKQGEFKI EAGKSPV! ¡p¡ 1 :nLGI .l"l'\ QD 

82 92 102 112 122 132 142 
1 1 1 1 1 1 1 

AKFYSIGAKFDKSFSNr·a~· s LVI(,.)!·: VKHE<.)D J Ol.'GUGY":r:L1-IASDVNLEDSllGFTPYH 1 MFU PU l CGPGTK 
ARFYALSASFEP- F':JNi-'G1.•T! .V.'<._ll• !VKHF.1.1NJ DClX:GY' ·rLFPNSLDQTOMllCD:. EYN l MFGPD!CGPGTK 
ARFYRYSAPl'NKPL!iNF or:n:c·. '(IF"J'VKllJ:.1. >N 1DCGnGY'.'!-:1 ,LGESFKPDDF!li.;E.: PYE 1 MF'Gl'D l C'GYDKK 
AHF'YGIARKJ SEPF.'jNJ·Gi'.TMVI.QF'J'VKFiJr.T·.·sc'G!jAY ~ ~'.l.LGSDIDPKKFl!UE.éPYK 1 MFGl'DIC'GMATI\ 
ARFYGIARK1 SEPI· ;JN!· Dt"TLVI .~WTV~:F'tJJ"T'."Tc'CnAY '. ~:!,LGSDI DPKTFJ!i3LTPYK 1 MF'GPDIC'GMATK 

154 164 174 184 194 204 214 
1 1 1 1 1 1 1 

KVHVI FHYKDl'NHf-': 1 ¡; ¡;¡ J r Rl.'l,DDVF'I'llLY'l'L J VNSI INTY!-:1/Q; !>GEKAESGELEAD,',!l!· ,,ppr;K1 KDPDAK 
KVHVIFNYKGl\NV!. ! ¡,¡¡.;¡ ll RCKDDEF'rlt! .YTI .T ',/RP~ itJ'I' iEVK 1 DNSQVESDSI,EOIJ'(;JH· l .PPFKI KDPDAS 
IVHVIFSYKGhNYI .'.T f· !J T Pn:SDTL'I'llLYTL l VRP: 1NTI· EVL 1 DNKTAETGSLVADJ· flM I PPHT I DDP!lAK 
KVHVI FNYKGl'.NH ¡, 11: ¡: ¡.; 1 Pn:ooLKTllLYTLI VNPI JNK'. EVL'. DNAKVEEGS LED01:J ¡¡.\[ ,PPKK I DDPNDK 
RlHVI FNYKGQNHI J n:r >I Pn:ooQKTllLYTL 1VRPI1tJS'L EVL' 'DNEKVESGLLEED1".'tJMJ .APFMIDDPNDK 

226 236 246 256 266 276 286 
1 1 1 1 1 1 1 

KPl::DWDEREF lDDEODKK PEUiVDf, PLH 1 PIJPUAl\/. l'EPWLlDEMIX;¡.:¡.-JEppMVDNPLYKUEWKPKQKKNPAYI< 
KPEDWDERAKI DDPTDSK PEDWDI. PLH l Pl>PUl\l\E PE! li'JlJ!;;EMfX;EWEPPVIQNPLYKGEWK PRQIDNPDYt: 
KPEDWVDEAEl PDPDDKK 1'Dl1WD1.1Pt:T1VDTIJAKV1'1':1Mf lEETLX;Ei\!TAPMI DNPDYKGF:WHPKMI PNPAYR 
KPDDWVDEQF TDDPDDKK PmMD•.1 Pt:T l PIJMI •Al\!: P!JI l\•!l!LlAMI >OEt\IERPQKDNPEYKGEWTPP.RIDNPKYK 
KPDDWEEEEYlDDPNDEK PLI 1wrn: PFT T PnM: lAl<'F p~ 11.M: l] JOMDGF.\.VKR PEKHNPEYKGEWS PHRIENPKYr: 

298 308 318 328 338 348 358 
1 1 1 1 1 1 1 

GKl'IIHPEIEIPl>YTPDDNL YVYDDJ GA 1 GFDLlvQVKSG'i'IFDI >V 1 'J'l'llSVEEAf'.KFGE---KTLKITREGEK 
GTWIHPEIDNPEYSPDPS 1 YAYDNl·'GVLt;1 DLWQVKSGTI FO!Wl, 1 Tt~DEAYAEEFGrJ---E'IWGVTKAAEK 
GEWKPP(1l PNPDl!FEDSEl .YAR-TFAY 1 ULDLWQVKSGT I FD!'JF 1 \' ,:;¡ lNVSEC0AHAEYWQKRFAFEEEEEK 
GEl'IKPVQI DNPEYKHDPEL YVLNDTGY\'GFDLWQVDSG. · 1FDNIL1 'l'OSPDFAEEEGE-- - RLWRKRYDAEV 
GQl'IKPAQT DNPnYKPDPEI Y IQDD ! GY\'GFDLlvQVDéóG.' I FDNI J, 1 'l'OSPDFAKQEGF.-- -RLWRKRHDNEL 

370 380 390 400 410 420 
1 1 1 1 1 1 

K-KGKKTK KQKKK EKNE-KI KKEFMKKRKRANRKKKK- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
QMKDKQDl·:EQRLK EEEEDKK RKEJ·:EEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL 

KSFEEKDl<ESSTTDNVPDESEDEEVDLEEGGDASSKDEL-- - - -- -- - ---- - - - --- -- -
AKEQSSAKDD- - K EEAEETKERK ELPYDAKASDEPSGDHDEL- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
AEDQSATf'.SDSDK J.:TDKAAEE PTEEDEDVKQAENP SGDHDEL- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Figura 3, Alineamiento de las secuencias deducidas de diferentes CAT usando el programa ClustalW. Human, CAT de humano; 
OVAAL1, AAL·1 antlgen de O. volvu/us : SmCAT, CAT de S. mansonl; SJCAT, CAT de S. Japon/cum; TsCAT, CAT de 
T.sollum.Los sitios potencfales de gllcosllaclón se muestran en los recuadros amarillos. Los asteriscos (') representan Identidad 
de aminoácidos, ros (:) fue~e similitud y(.) sfmililud débil. 
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RESULTADOS 

HIDROPATICIDAD DE KVTE Y DOOLITLE 

Poslclon de aa 

Figura 4, A) Anállsls de hldropatlcldad por el método de Kyte y Doolltle de la secuencia deducida 
de la TsCRT. 

Tabla s. Composición de aminoáaidos1 

Ala IA) 20 5.1%; Leu IL) 19 4.8% 
Arg IR) 11 2.8%; Lys IK) 35 8.9% 
Asn IN) 17 4. 3%' Met IM) 7 l. 8% 
Asp ID) 48 12. 2%' Phe IF) 21 5.3% 
Cys IC) 1.5%; Pro (P) 28 7.1% 
Gln (Q) 9 2.3%¡ Ser (S) 20 5.1i 
Glu (E) 41 10.4%; Thr (T) 19 4.8% 
Gly (G) 20 5.1%¡ Trp IW) 9 2.3% 
His IH) 7 l. 8%; Tyr (Y) 16 4.1% 
lle (I) 22 5.6%; Val (V) 20 5.1% 

Total de aminoácidos cargados negativamente (Aap + Glu) 1 89 
Total de aminoácidos cargados positivamente (Arg + Ly&)I 46 
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RESULTADOS 

Clonación y expresión de TsCRTr 

El fragmento que codifica para la TsCRT se clonó sin la reglón que codifica para 

el péptldo señal en el vector pET23-a en el sitio Eco Al. La figura 5 muestra el 

mapa del plásmldo y el sitio de Inserción. Se transformaron bacterias XL-1 Blue 

y se picaron 10 colonias positivas que se sometieron a PCA con los 

ollgonucleótldos CATF y CATA para confirmar que el plásmldo tuviera el Inserto. 

Cinco clonas amplificaron el fragmento de 1300pb, de éstas solamente una 

amplificó cuando se utilizaron los ollgonucleótidos T7 y CRTA lo que permitió 

seleccionar la clona con la orientación correcta (Flg. 6). 

Ahd 1~2•11 

pET-23a(+) 
(3Góóbp) 

Xhal(tA) 

~:~ '~~~) 
Hlnd\11¡113¡ 
Snllt11tl 
Hinc 1~1111 
Sne~IOO) ~ 
EcoR l(I02l CRT 
BomH l(tot1 
l'ilel(231) 
Ne.Id 1(238) 
X.lm ~2711 

v'1g1 't~~li~l 1 :1tG1 
0 ... 11,,eo, 

Bpu101(4041 
OUs l¡soo1 

Usg ~~BJ 

Ec:o47 ltl¡e421 

Figura 5. Mapa de pET23·a mostrando el sitio de Inserción del fragmento que codifica para 
TsCRT en el sitio éco RI. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

23 



RESULTADOS 

pb PM 3 5 6 

9416 
6557 
4361 

2322 
2027 

Figura 6. Análisis por PCA de las colonias transformadas con pET23·a· TsCAT con los 
ollgonucleótldos T7 y CATA para seleccionar la orientación correcta del Inserto. Gel de agarosa 
al 0.8% teñido con bromuro de elidio al 0.5%.Pesos moleculares (PM), control positivo (6), 
colonias transformadas (1 ·5). 

kDa PM 

66.2-11 

39.2--

26.6--

21.5 __ 

14.4--

2 3 4 5 6 7 8 9 

-
~-~ 

Figura 7. Análisis por SDS·PAGE de la expresión de TsCATr. La electroforesis se llevó a cabo 
en un gel de pollacrllamlda al 12% y se tiñó con azul de Coomasle A·250. Proteína total de 5 
colonias de bacterias BL21 transformadas con el plásmldo recomblnante pET23-a·TsCAT 
previos a la Inducción (carriles 1 ·4) y después de 4h de Inducción con 0.75mM IPTG (carriles 5· 
9). Pesos moleculares (PM). 
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RESULTADOS 

Para la expresión de la TsCRTr se lransformaron baclerias BL21 con el 

plásmido pET23a-CRT. Se aislaron 5 clonas y se indujeron con IPTG. Los 

resultados de la expresión se presentan en la figura 7. La TsCRTr representa el 

componente principal del extracto de bacterias. Una de las clonas se escogió 

para expresión en gran escala de la proteína recombinante (carril 6). La proteína 

tiene un peso molecular aparente aproximado de 50 kOa, esta movilidad no 

corresponde exactamente al peso molecular teórico calculado de 45.3 kDa por el 

programa ProtParam. La movilidad ligeramente diferente de la calreticulina ya ha 

sido reportada tanto en proteínas nativas como recombinantes (Baksh, 1991; 

Krause el al, 1990; Milner et al, 1991 ). La figura 8 mueslra la electroforesis de la 

clona que expresa TsCRTr inducida a diferentes densidades ópticas. Cuando las 

bacterias fueron inducidas a una 00500 de 0.3 no hubo expresión de la proteína 

recombinanle (carril 2), mientras que la inducción a una 00500 de 0.9 fue produjó 

una expresión del -33% de la proteína total de las bacterias (carril 3) calculado 

por densitometría utilizando el programa Quantity One 4.0.3 (BioRad, 170-8625). 

La inducción de las bacterias transformadas se llevó a cabo a esta densidad 

óplica en los experimentos subsecuentes. La mayor parte de la proteína se 

expresó en la fracción no soluble, se logró extraer casi en su totalidad por 

sonicación sin necesidad de recurrir a los procedimientos de desnaturalización. 

Eslos resultados sugieren que la proleína se encuentra en la fracción 

membrana! del lisado de bacterias (Figura 9). 
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kDa PM 

"""" -
97.4-- .... 

66.2- .. -... 
39.2-- -
26.6---

RESULTADOS 

2 3 

Flg. 8. Inducción de la clona que expresa TsCRTr. Los Usados de bacterias transformadas se 
Indujeron con IPTG a dos densidades ópticas: 0.3 (carril 2) y 0.9 (carril 3), y se separaron en un 
gel de pollacrllamlda al 12%. En el carril 1 se corrió un llsado no Inducido, Pesos moleculares 
(PM). 

kDa 

97.4--

66.2--

39.2--

26.6-- .... 

21.5--

14.4--

82 83 p 

--
Figura 9, Extracción de la TsCRTr. El cultivo de bacterias (O) se llsó con un buffer de sacarosa y 
se hicieron centrifugaciones diferenciales. Las fracciones solubles (81, 82) la fracción no soluble 
sonlcada para extraer las proteínas de membrana (83) y el precipitado (P) resuspendldo para 
vlsuallzar la eficiencia de la extracción, se separaron por electroforesis en geles de pollacrilamlda 
al 12%. Pesos moleculares (PM). 
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RESULTADOS 

· Purlflc~~lón por punto lsoeléctrlco de la TsCRTr 

Aunque ' el vector pET23·a permite la expresión de proteínas con un dominio de 

C pollhlslldlnas que hace mas fácil su purificación por crornatogratra de afinidad, el 

fragmento que codifica para la TsCRT contiene el codón de terminación TAG por 

lo que la proteína recomblnante se expresó sin las hlstidlnas. Sin embargo, los 

altos niveles de expresión de la protelna recomblnante, permiten su purificación 

por medio de métodos convencionales. Corno primer paso en la purificación de 

la TsCRTr se recurrió a la precipitación por punto lsoeléctrlco. El punto 

lsoeléctrlco de la TsCRTr se calculó con el programa Protpararn y resultó ser de 

4.39. A este pH la calreticulina no presenta una carga eléctrica neta, no hay 

repulsión entre las moléculas y precipita. Los resultados de la precipitación por 

punto lsoeléctrlco se presentan en la figura 1 O. Se analizaron cuatro 

concentraciones de proteína que se determinaron por el método de Bradford. Se 

utilizó el mismo programa de densitornetrfa Quanlity One 4.0.3 para calcular el 

porcentaje de pureza de la TsCRTr que resultó ser del -80%. 

kDa PM 2 3 4 

97.4- ---

66.2-

-
- ·;,,,¡¡¡ 

39.2-. . . 

26.6- --

Figura 10. Análisis por SDS·PAGE de la precipitación por punto lsoleléctrlco de la TsCRTr. La 
TsCRTr se separó en un gel al10%. Se aplicaron diferentes concentraciones de la proteína: 14ug 
(carrll 1), 28ug (carril 2), 42ug (carril 3) y 56ug (carril 4) . Pesos moleculares (PM). 
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RESULTADOS 

Ensayos de unión a 45Ca++, 

Para determinar si la TsCRTr se expresa como una proteína funcional se realizó 

un ensayo de unión a ca••. Los resultados muestran que la TsCRTr une 45Ca++. 

Se analizaron dos concentraciones del extracto de bacterias transformadas con 

pET23-a-TsCRT e Inducidas con IPTG, que se sometieron a SDS-PAGE y 

transferencia a MNC. La membrana se tiñó con rojo de Ponceau S antes de la 

Incubación con 45Ca++ (datos no mostrados). El componente principal que 

corresponde a la TsCRTr Inducida fue detectado por el 45ca••, sugiriendo que la 

TsCRTr se expresa en su conformación funcional. Los pesos moleculares 

sirvieron como controles negativos del ensayo y un fragmento de una proteína 

recomblnante que une ca++ de la familia de las proteínas con brazos EF clonada 

en el laboratorio del Dr. Laclette sirvió como control positivo (Fig. 11 ). 

2 

39.2kDa--

·. ,• 

3 

• ¡''··~· 

4 

-''\ .· 
... -\.' 

Figura 11. Ensayo de unión a 45Ca" de un extracto de bacterias que expresa TsCRTr. Las 
membranas de nitrocelulosa se Incubaron con 1 uCl/ul de 45CaCI,. Las MNC se tiñeron con rojo 
de ponceau S para determinar la eficiencia de transferencia y la posición de los pesos 
moleculares. Carril 1, pesos moleculares que sirvieron como control negativo, carrll 2, 2.5ul de 
extracto Inducido, carril 3, 5ul; carril 4 control positivo. Se Indica la posición de los pesos 
moleculares. 
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DISCUSIÓN 

DISCUSIÓN 

En el presente trabajo se reporta por primera vez la caracterización de la CRT 

de T. solium, El estudio de esta protelna, su caracterización y subsecuente 

localización es importante para dilucidar sus funciones especificas en el parásito 

y en la relación con el hospedero. Las caracteristicas estructurales y la 

secuencia conservada, asl como Ja habilidad de unir calcio, indican que la 

TsCRTr que se aisló, caracterizó y purificó parcialmente, pertenece a la familia 

de las calretlculinas. 

Se analizó la secuencia deducida de aminoácidos y se identificaron varias 

secuencias características: (i) Dos secuencias consenso en el dominio N, (11) dos 

conjuntos de tres repeticiones A y B en el dominio P, (iii) la pesencla de una 

secuencia hidrofóbica en el extremo N-terminal que representa al péptido señal 

para su exportación y (iv) el tetrapéptido KDEL que representa una secuencia de 

retención de retículo endoplásmico (RE) en el extremo carboxilo del dominio C. 

La TsCRTr contiene el tetrapéptido KDEL al igual que la CRT humana, y en 

contraste con las calreticulinas de S. mansoni y S. japonicum que presentan la 

secuencia HDEL (Scott and McManus, 1999; Khalife el al .. 1993), o la secuencia 

de O. volvulus, que aunque no presenta una señal de retención es claramente 

un homólogo de CRT (Unnasch et al .. 1988). A pesar de terminar con esta 

secuencia de retención, como otras proteínas de RE, (Pelham, 1996) se ha 

descrito la presencia de CRT en la superficie celular (Arosa el al .. 1999; Xiao el 

al., 1999). Esto se puede deber a que al haber una sobreproducción de 

proteínas chaperonas, los receptores para el tetrapéptido KDEL disponibles no 

sean suficientes y que éstas escapen a la superficie. Por ejemplo, la CRT de 

conejo expresada en el sistema de levadura Pichia pasloris es secrétada al. 

medio a pesar de tener la secuencia de retención de RE (Andrin el á/., 2000). 

Otro mecanismo que podría explicar este fenómeno es la falta de accesibilidad 

de la secuencia de retención debido a la interacción con otras protelna~ (Xiao el 

al .. 1999a). Por otro lado, Baksh y Michalak (1991) observaron que la señal de 
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DISCUSIÓN 

retención en otras proteínas siempre esta precedida por grupos de aminoácidos 

ácidos como los del dominio C y sugirieron que las interacciones entre estas 

proteínas, incluyendo CRT y sus receptores, está regulada por Caº. La 

presencia de la TsCRT en la superficie del parásito podría tener implicaciones 

importantes en la interface hospedero-parásito, en los mecanismos de evasión 

immune y en el mantenimiento de la infección. así como en la generación de 

inmunidad proteclora, por lo que se sugiere la realización de experimentos de 

inmunolocalización de la proteína nativa, así como de expresión, en las 

diferentes etapas de desarrollo del parásito. 

Todas las CRTs hasta ahora estudiadas tienen tres cistefnas localizadas en el 

dominio N. La posición de estas cisteinas se conserva en todas las calreticulinas 

desde plantas hasta la CRT humana, dos de ellas forman un puente dísulfuro 

que es Importante para el correcto doblamiento de la región N terminal de la 

proteína (Michalak el al., 1999). La TsCRT presenta estas tres cistefnas 

conservadas sugiriendo que la proteina recombinante es capaz de adquirir la 

conformación correcta. Esta característica es importante ya que el dominio N es 

el que une Zn" a través de las histidinas (Baksh; et al., 1995a Baksh et al., 

1995b). La unión de la calreticulina humana a zn++ involucra cinco de las siete 

histidinas presentes en la secuencia. La TsCRT al igual que su homóloga de 

seres humanos. presenta siete histidinas, cuatro de las cuales se encuentran en 

el dominio N en posiciones conservadas, sugierendo que podrían tener un papel 

importante en la interacción con dicho catión. Se ha demostrado que el zn++ 

contribuye en la regulación de la expresión génica (Berg, 1990) en el 

funcionamiento de algunas metaloenzimas (Coieman, 1992), bloquea el flujo de 

Ca" en algunas células (Hide, 1992) e induce apoptosís en linfocitos periféricos 

(Treves, el al., 1994). Adicionalmente se ha demostrado que la CRT, como 

chaperona, interacciona con otras proteínas residentes de RE de manera 

dependiente de Zn", y que estas interacciones modifican su capacidad de unión 

a ca++. Existe una compartamentalízación de las concentraciones de zn++ en la 
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DISCUSIÓN 

célula y ésta coincide con la presencia de CRT, por lo que se sugiere un papel 

regulador de esta protefna en los niveles intracelulares de este Ion. 

En el presente trabajo se demostró que la TsCRT presenta un alto grado de 

identidad con las secuencia de otras calreticulinas, incluyendo la humana 

(49.16%), la de S. mansoni (49.62%), la de O. volvu/us (48.11%). y la de S. 

japonicum (47.12%). El alto grado de conservación de la calreticulina en las 

diferentes células eucariontes indica que se trata de una protelna fundamental 

para la fisiología celular. 

El reconocimiento por parte del suero anti-glicoproteínas de T. solium de la 

TsCRT se puede explicar de manera no excluyente por: (i) la copurificación de la 

TsCRT con las glicoproteinas debido a su caracter de leclína que reconoce 

polipéplidos N-glicosilados (Helenius, 1997; Johnson, 2001) y (ii) el hecho de 

que la TsCRT sea una glicoproteína. Se tiene evidencia que las CRT de las 

diferentes especies presentan sitios potenciales de glicosilación que son 

utilizados de manera específica según el tejido o la especie (Nakhasi e/ al., 

1999; Michalak el al, 1999). Más aún, se ha reportado que el choque térmico 

puede inducir la glicosilación de la CRT (Jethmalani y Henle, 1998; Michalak e/ 

al .. 1999). Aunque la glicosilación de la CRT es más común en plantas, se ha 

reportado CRT glicosilada en Leishmania donovani (Joshi, et al., 1996). La 

TsCRTr presenta dos sitios potenciales de glicosilación, uno en el dominio N y 

otro en el dominio C, al igual que la CRT humana, por lo que, en forma natural, 

pudo estar glicosilada, y por lo tanto fue purificada en el paso por la columna de 

lentil lectina que se utiliza para la obtención de las glicoprotefnas diagnósticas 

(Tsang et al., 1989). No deja de llamar la atención, el hecho de que en el 

presente trabajo, el suero generado en contra de las glicoproteínas diagnósticas 

utilizado para el inmunotamizaje, identificó, junto con la clona que codifica para 

la TsCRT, cinco clonas que codifican para paramiosína lo que sugiere que 

podría tratarse de protelnas que aunque no presentan alta homologla a nivel de 

secuencia, presentan estructuras secundarias similares que les permiten 

interactuar con las mismas proteínas. La CRT de diversas células se une a la 
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región de colágena de C1q al igual que la paramiosina e inhiben la cascada de 

complemento (Stuart et al., 1997; Eggleton et al., 1998; Lacletle et al., 1992). Por 

otro lado, la secuencia de la paramlosina de T. solium también presenta un sitio 

potencial de glicosilación en la posición 556-559. 

La expresión de la TsCRTr en el sistema pET23-a-BL21 fue muy eficiente, ya 

que la proteína recombinante representa un -33% de la proteína total expresada 

en el cultivo de bacterias. La TsCRTr expresada migró en geles de 

poliacrilamida al 12% en presencia de SOS en condiciones reductoras con un 

peso molecular relativo de 50 kDa. El peso molecular predicho por el programa 

ProtParam es de 45.3 kDa. Estas diferencias han sido documentadas en los 

casos de las calreticulinas humana, de S. mansoni y de S. japonicum (Huggins 

et al., 1995; McCauliffe et al., 1990), asi como en el caso de calnexina, una 

molécula chaperona homóloga de la CRT que forma parte integral de la 

membrana de RE (Rajagopalan et al., 1994) y calmegina, una proteína que une 

Ca" y que se expresa durante la espermatogénesis (Watanabe et al., 1994). La 

migración lenta de estas proteínas ha sido explicada por su naturaleza ácida, 

que interfiere con la unión al SOS. Esta sugerencia se basa en la observación de 

que la CRT de O. volvulus que no es tan ácida como otros miembros de esta 

familia, aparentemente migra con un tamaño similar al de la predicción de su 

peso molecular (Unnasch, 1988). La naturaleza ácida de la TsCRTr está dada 

por el alto porcentaje de ácido glutámico y aspártico principalmente en el 

dominio C y eslá relacionada directamente con fa alta capacidad de las CRTs de 

unir a Ca". Esta región de la proteina es la que une Ca" con alta capacidad y 

baja afinidad (Baksh y Michalak, 1991) y se ha demostrado que es'esencial para 

mantener las reservas de Ca" en el RE (Nakamura et al., 2001 ). Estas regiones 

ricas en aminoácidos ácidos han sido descritas para otras proteínas que unen 

Ca", como calsecuestrina en musculo esquelético y cardiaco (Fliegel et al., 

1987) y el receptor de rianodina, que es un canal de Ca" presente en la 

membrana del retlculo sarcoplásmico (Takeshima et al., 1989). 

32 



DISCUSIÓN 

Se logró una purificación del 80% con la precipitación por punto isoeléctrico, 

aunque se necesitan pasos adicionales en el protocolo de purificación para 

obtener la TsCRTr con un grado de pureza mayor. Se ha demostrado que la 

interacción con Zn" induce un cambio conformacional en la CRT humana que 

expone los residuos hidrofóbicos que interactúan con fenil sefarosa en 

cromatografía de interacción hidrofóbica (Heilmann, et al., 1993). Debido a que 

la proteína recombinante constituye un alto porcentaje de la proleína total, el u~o 

de métodos convencionales como la cromatograíia de intercambio iónico 

también han sido utilizadas exitosamente (Baksh et al., 1991). Asimismo, la alta 

afinidad de unión a Ca" se podría explotar utilizando cromatografía de afinidad 

con una columa de ácido iminodiacético, quelante de iones metálicos divalentes 

(HiTrap affinity columns, Amersham Pharmacia). En et presente trabajo se 

demostró que ta TsCRTr es capaz de unir Ca", esto implica una conformación 

correcta y funcional de la proteína recombinante. Recientemente se ha 

Identificado la CRT como un alergeno en el nemátodo Necator americanus, sin 

embargo la proteína recombinante reportada no fue capaz de unir Ca", 

probablemente debido a un incorrecto doblamiento de la molécula (Kasper et al., 

2001). 

Es importante investigar otras funciones caracterlsticas de las CRTs, en 

particular, la capacidad de la TsCRTr de unir e inhibir el componente C1q de la 

cascada de complemento. Esta función es importante, ya que se tiene evidencia 

de que la vla clásica de complemento está involucrada en la destrucción de las 

oncósferas de T. solium (White et al., 1997). Asimismo se ha sugerido que el 

parásito ha desarrollado mecanismos de evasión entre los que destaca el papel 

de la paramiosina ya que se une al componente C1q e inhibe la cascada del 

complemento (Laclette et al, 1992). La TsCRT también podría estar involucrada 

en estos mecanismos. Se le han atribuido una diversidad de funciones a la CRT, 

que podrían tener implicaciones importantes en la relación hospedero-parásito y 

desarrollo de la enfermedad. 
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1. La calreticulina de Taenia solium (TsCRTr) presenta una estructura 

característica de la familia de las calreticulinas: 

• Péptido señal. 

• Tres dominios estructurales: dominio N, dominio P y dominio C. 

• Dos secuencias consenso en el dominio N. 

• Conservaclon de tres cisternas y 5 hlstldinas en el dominio N, 
involucradas en la unión a Zn ... 

• Dos conjuntos de tres repeticiones A y B en el dominio P involucradas en 

la unión a Ca" con alta afinidad. 

• Señal de retención de reticulo endoplásmico(KDEL). 

. . ' . " 

4. Presenta ~50% de identidad con las calretiéulinas de Schistósoma japonicum, 
- ' . 

Schistosoma mansoni, Onchocerca vo/vÚ/us y Horno sapiens. 
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PERSPECTIVAS 

1. Purificar completamente la TsCRTr. 

2. Generar anticuerpos policlonales e inmunolocalizar la protelna TsCRT en las 
diferentes etapas del ciclo de vida del parásito. 

3. Analizar la expresión diferencial de la TsCRT en los diferentes estadios de 
desarrollo de T. solium. 

4. Determinar su capacidad de unión al componente C1q e inhibición de fa 
cascada de complemento. 

5, Determinar el reconocimiento de TsCRT por sueros de pacientes con 
neurocistlcercosls y con teniosls. 

6. Determinar su utilidad como antígeno protector. 
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