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RESUMEN

RESUMEN

La caracterizacion de las proteinas involucradas en la fisiologia de los paréasitos
es crucial para comprender (a relacion hospedero-parasito y la modulacién de la
respuesta inmune. La calreticulina fue identificada como una proteina que une
Ca** en el reticulo endopldsmico controlando la homeostasis intracelular de este
ién y regulando diversos procesos fisioldgicos. Se ha reportado ademas que
tiene una actividad de chaperona y de lectina, involucrada en el correcto
plegamiento de proteinas N-glicosiladas, modula la expresién génica, afecta las
propiedades de adhesién de algunas células capacitandolas para reconocer y
responder a estimulos extracelulares. En este estudio se reporta la
caracterizacion de la calreticulina de Taenia solium (TsCRT). Se inmunotamizo
una biblioteca de cDNA del estado adulto de Taenia solium usando un suero de
conejo hiperinmune generado contra las glicoproteinas inmunogénicas del
parasito. El cDNA que codifica para la TsCRT fue clonado en el vector de
expresion pET 23a. Con este plasmido se transformaron bacterias E. coli de la
cepa BL21. Para el ensayo de union a Ca*’ las baclerias inducidas se separaron
por SDS-PAGE, transfirieron a membranas de nitrocelulosa e incubaron con
*Ca**. Se aislo el cDNA que codifica para el marco de lectura completo de la
TsCRT. La secuencia fue analizada y se identificd una secuencia sefial entre los
residuos 1 y 18, empezando la proteina madura en la posicién 19. La proteina
muestra dos secuencias consenso caracleristicas de la familia de las
calreticulinas, ademas de la sefial de retencion de reticulo endoplasmico y dos
conjuntos de tres repeticiones que representan a la region en la proteina 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 fjaponicum, Onchocerca volvulus, S. mansoni, y humana
respectivamente. Los resultados indican que la proteina 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**.



ABSTRACT
ABSTRACT

Characterization of proteins involved in the physiology of parasites Is critical for
understanding host-parasite relationships and modulation of immune responses.
Calreticulin was identified as a Ca** binding protein in the endoplasmic reticulum,
controlling intracellular Ca'* homeostasis, and regulating several physiological
processes. It has lectin-like chaperoning activity involved in the correct folding of
glycoproteins, modulates gene expression, affects adhesion properties of some
cells and enables them to recognize and respond to extracellular stimuli. In the
present study the characterization of Taenia solium calreticulin of is reported. An
adult Taenia solium cDNA library was immunoscreened using rabbit hyper-
immune serum raised against immunogenic glycoproteins. The cDNA encoding
Taenia solium calreticulin (TsCRT) was cloned into pET23a expression vector
and transformed into Escherichia coli BL21 strain. Bacteria were induced with
IPTG and grown for 4h. For the Ca** binding assay, the induced culture was
separated by SDS-PAGE, transferred onto a nitrocellulose membrane and
incubated with *Ca**. The full-length calreticulin encoding cDNA was isolated,
the sequence was analyzed, and the putative signal peptide was identified
between residues 1 and 18, with the mature protein starting at residue 19. It
shows two putative calreticulin family signatures, an endoplasmic reticulum
retention signal, and includes two sets of three repeats, which represent the
region of the protein that binds Ca** with high affinity and are essential for the
chaperone activity. TsCRT shows 47.12%, 48.11%, 49.62% and 49.16% identity
to Schistosoma japonicum, Onchocerca volvulus, S. mansoni, and human
calreticulin respectively. Recombinant calreticulin was identified in SDS-PAGE as
a 50 kDa protein. Recombinant TsCRT was successfully expressed in £. coli and
shown to bind Ca** in a ®*Ca’* overlay assay. The results obtained indicate that
TsCRT belongs to the calreticulin family and was expressed as a 50 kDa
functional recombinant protein with the ability to bind Ca **,
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INTRODUCCION
Tagnla solium

El céstodo Taenia solium es el agente causal de teniosis en el humano, asi
como de cisticercosis en el cerdo y de manera accidental en el hombre. Estas
‘enfermedades son causadas por dos de los estadios del parasito. La primera es
producida por la fase adulta o tenia, que se aloja en el intestino delgado del
hombre. La segunda, es producida por la fase larvaria o metacéstodo, el cual se
desarrolla principalmente en el sistema nervioso central (neuracisticercosis), ojo,
mL’:scqu'esquelélico y tejido subcuténeo (cisticercosis muscular y subcutanea)
(Flisser, 1994). Estas parasitosis afectan principalmente a paises en vias de
desarrollo, en donde son consideradas problemas de salud publica. Sin
embargo, la incidencia en paises desarrollados ha aumentado debido a la
inmigracion de individuos con teniosis. A partir del afio 2000 la cisticercosis es
considerada como una enfermedad emergente en los Estados Unidos de
Norteamérica (Flisser, 2002). Recientemente, se ha demosirado que los
portadores de la tenia son el principal factor de riesgo en la transmisién de la
neurocisticercosis, que es la forma mas 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 parasilo involucra al ser humano como hospedero
definilivo del parasito adulto, asi 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. E| parasito evagina, se adhiere a ia
mucosa intestinal a través de las ventosas y ganchos del escolex y desarrolla a
partir del cuello un gran nimero de segmentos llamados proglétidos. Los:
progldtidos gravidos llenos de huevos son liberados en las. heces y ‘al sef
ingeridos por seres humanos o cerdos en alimentos o agu'a'contarhihadés
causan cisticercosis, completandose asi el ciclo de vida (Flisser, 1994; Rabiela
et al., 2000). ' e
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El parasito adulto o tenia consta de un escélex 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 cuelio y el resto del pardsito esta constituido por
una serie de segmentos o proglétidos llamado estrdbilo que llega a medir de 2 a
7 m. Conforme la tenia crece, desarrolla nuevos proglétidos a partir de la region
del cuello donde se encuentran las células troncales responsables. Los
progiotidos ya existentes maduran, dando lugar a proglétidos gravidos en la
porcidn terminal del estrobilo ya que Taenia solium es un parasito hermafrodita y
presenta drganos sexuales masculinos y femeninos en cada segmento. Los
progldtidos gravidos que contienen aproximadamente 60.000 huevos, se
separan del estrébilo y se eliminan con el excremento del individuo infectado.

Los huevos maduros contienen las oncosferas rodeadas de la membrana
oncosferal, el embridforo y en la parte mas externa, el vitelo. Estas envolturas
permiten la viabilidad de los huevos en condiciones de temperatura y de sequia
extrema en el medio ambiente. El embrioforo esta formado por una serie de
blogques contiguos unidos por una substancia cementante que es susceptible a la
accién enzimalica en el intestino. Al separase los bloques embriofdricos, la
membrana oncosferal se permeabiliza y permite la activacion del embrién y su
salida de dicha membrana gracias & los movimientos de los seis ganchos que
contiene, que son diferentes a los del cisticerco (Lethbridge, 1980; Silverman,
1954). El embrion es capaz de atravesar la pared intestinal asistido por el
movimiento de los ganchos y la secrecion de las glandulas de penetracién.
Aunque se sabe muy poco acerca de los mecanismos de invasion de las
oncésferas, se ha demostrado que éstas producen peptidasas que son
productos de secrecién/excrecion que pudieran estar involucradas y facilitar el
proceso invasivo (White et al. 1996). Finalmente penetra los vasos sanguineos
en la submucosa y se aloja preferentemente en musculo estriado y sistema
nervioso central en donde se transforma en el estadio larvario denomfnado
cisticerco o metacéstodo (Yoshino, 1933; Flisser, 1994).
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El metaééstodd o cisticerco se desarrolla en el cerdo aproximadamente a las 10
'semanas postinfeccion, etapa en la que ya es infectivo para el hombre. El
cisticerco celuloso es esférico y consta de un escolex, que es idéntico al del
parésito adulto, un cuello y una vesicula formada por una pared translicida y el
liquido vesicular. Este el el tipo mas comun y las caracteristicas morfologicas de
los parasitos alojados en cerdos y seres humanos son muy similares y
normalmente estan rodeados por una cépsula 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 ventriculos. Estos cisticercos
denominados racemosos, no tiene escélex, presentan una vesicula lobulada,
llegan a medir hasta 20 cm y contener 80 ml de fluido vesicular. Asimismo se
han descrito formas intermedias en las que el escélex es claramente identificable
y presentan una vesicula bilobulada (Rabiela et al., 1989).

.- “Calreticulina

" La -calreticulina (CRT) es una proteina multifuncional ubicua y altamente
conservada a nivel de su organizacion gendmica y secuencia de aminoécidos.
Esta caracteristica denola su imporlancia fundamental .’en los - sistemas
bioldgicos. Se ha descrito en todas las células eucariontes analizadas
incluyendo parasitos. 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 reticulo endoplésmico
(RE) y su principal funcién es la regulaciéon de la homeostasis de Ca'’,
controlando los niveles de Ca*" intracelular que a su vez influencian procesos
celulares importantes como secrecion, contraccion-relajacion, motilidad y

adhesion celular, sintesis de proteinas y expresién génica. Mas adin, la CRT es -

una proteina chaperona con caracteristicas de lectina que une polipéptidos N

glicosilados por medio del reconocimiento de oligosacéridos formados por .+ :

Gle(1)Man(9)GleNac(2) que se encuentran en muitiples glicopro(einas_,‘y esla ;

‘:;‘.'3 B :
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encargada del control de calidad del correcto plegamiento de las mismas (High
et al, 2000; Ellgard and Helenius, 2001). Recientemente se identifico la CRT en
la superficie celular de linfocitos (Arosa et 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** (ky=~300uM, 14 mol/mol de proteina) (Baksh,
1991; Khanna et al. 1986) y participa en la interaccién con otras proteinas
chaperonas del reticulo endoplasmico. El domino P, comprende una secuencia
rica en prolinas que presenta dos conjuntos de tres repeticiones con la
secuencia PxxIxDPDAXKPEDWDE (repeticion A) seguida por la secuencia
GxWxPPxIXNPxYx (repelicion B), esenciales para la unién de Ca* con alta
afinidad (Kq=~1uM, 1 mol de Ca'*/mol de protelna) y para la funcién de lectina.
El dominio C que, a pesar de su polimorfismo inter-especie, conserva un sitio de
baja afinidad y alta capacidad de unién a Ca*(Ks=2mM, ~25 mol/mol de
proteina), este dominio es acido, esta cargado negativamente y funciona como
“sensor de Ca'"" para la interaccion con olras protelnas del RE (Ostwald and
MacLennan, 1974; Baksh and Michalak, 1991; Michalak and Corbett, 2000). Los
dominios N y P estan altamente conservados y tienen un papel iImportante en la
funcién de chaperona de la CRT (Nakamura et af., 2001). IR

+4n

Calreticulina en Parasitos

Se ha descrito la CRT en diferentes parasitos, sin embargo sus funciones no se]
han " dilucidado “'del todo. Se han identificado homélogos de” CRT enf.,-—;
Trypanosoma sp., Leishmania sp., Schistosoma manson, Sch/stosoma;,

. japonlcum Onchocerca volvulus y Necator americanus, (Labriola . et a/ 1999

*Scott and McManus, 1999; Hooker y Brindley, 1999; Kasper et a/ 2001) Er'zy o

-tripanosomosis, esquistosomosis y oncocercosis, asi como en enfermedadesk

autoinmunes, se ha reportado la presencia de anticuerpos anti CRTen paciente 5

(Rokeach et al, 1994; Marcelain et a/, 2000; Eggleton et al, 2000). Asi mlsmo se’i'z

ha demostrado que la CRT es uno de los antigenos Inmunodomlnanv' s en la L

vacuna de cercaria irradiada de S. mansoni y que es capaz de,.
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linfocitos B y T in vitro (Nalga et al, 2000; Ribeiro de Jesus et al., 2000).
Recientemente se ha reportado que tanto la CRT humana como la del nematodo
N. americanus une y neutraliza la actividad del componente C1q de la cascada
de complemento y reacciona con dominios de sefializacion de integrinas de
plaquetas y otros leucocitos (Kasper et al, 2001; Kovacs et al, 1998). En S.
mansoni, se demostré la presencia de CRT en los diferentes estadios del
parésito (Khalife et al, 1994). En la cercaria se encuentra alrededor de las
gldndulas de penetracion, lo 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 parasito adulto se reporté la expresién preferencial en los érganos
genitales, por lo que los autores sugieren que pudiera estar involucrada en el
control de la proliferacién celular. El caracter multifuncional de la CRT le confiere
la capacidad de poder responder a estimulos extracelulares y coordinar las
respuestas celulares (Nakhasi et al, 1998).

Hurran gene [3 B kb)
Exon

12 3 4 5 8 7 ] 9
- -~ EE T — A - S —— - S

Mouse geno (4 8 kb)

Ex0n 12 3 [} 5 6 7 8 9
-~ - - - - A

MANA [T 9kb)
AAAAAA

Aming atid residue 1 S V 110 mY ' 400
Hwrcse
LN

S«gnst segquence Ndoman P-aomsn C-aoman

Figura 1. Representacion esquematica del gone de calreticulina humana y murina, el mRNA y la proteina. Contiguracién

del gene de del humano y ralén con los exones que codifican para los tres dominios de la proteina.

Dominio N (azul), dominio P (rojo} y dominio C (verde). La proleina rapresentada con los mismos. coloras contiene el péptido

sefial, la sofial de de reticulo Los e tres rep: AyB por los
Los tridngulos negros rep| los sitios px de gl

Y
Michalak et al., 1999)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pétoldgfa‘y la clinica de la cisticercosis humana son muy heterogéneas y
‘depénden de la localizacion, tipo y nimero de cisticercos, asi como del estado
general del paciente, L.a neurocisticercosis es la manifestacion mas severa de la
enfermedad. Pacientes con la forma activa de la enfermedad desarrollan una“
respuesta inflamaloria, que incluye la infiltracion de diferentes poblaciones de
linfocitos, macréfagos, granulocitos, eosindfilos y células plasmaticas.

El inicio de la sintomatologla por neurocisticercosis ha sido relacionada con la
inhabilidad del parasito de modular la repuesta inflamatoria del hospedero (White
et al., 1997.). Existe poca informacion acerca de las proteinas sintetizadas por 7.
solium y sus funciones en las diferentes etapas de su desarrollo. Se han descrilo
protelnas que producen los metacéstodos y que regulan la respuesta inmune del
hospedero, incluyendo la paramiosina que inhibe la activacion de complemento
(Laclette et al., 1992); Ia taeniastatina que, ademas de inhibir la activacion de
complemento, bloquea la funcion de leucocitos (Hammerberg and Williams,
1978; Leid et al., 1989); proteasas que actian sobre IgG especificas (White ef
al., 1992) y mas recientemente un faclor del metacéstodo producido in vitro por
cisticercos que inhibe la proliferacién de linfocitos inducida por mitogenos, la
respuesta humoral y celular contra antigenos especificos del metacéstodo y la
respuesta inflamatoria (Molinari et al., 1990; Tato et al., 1995; Arrechavaleta et
al., 1998). Por otro lado se sabe que la destruccidon de las oncosferas esta
mediada por la via clasica de complemento (White et al., 1997). Por lo tanto, es
importante identificar y caracterizar las protelnas involucradas en la fisiologia del
parasito para entender mejor la relacién con el hospedero y ia modulacion de la
respuesta inmune.

Durante el inmunotamizaje de clonas de cDNA que codifican para antigenos que
pudieran ser Utles para el inmunodiagnostico de la cisticercosis, ie.
glicoproteinas de bajo peso molecular, se aislé una clona que codifica para la
CRT de Taenia solium (TsCRT). El carécter multifuncional de la CRT sugiere
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q'uve”es'tra proteina podria estar involucrada en los procesos biolégicos y de
inmunomodulacién en la relacién hospedero-parasito. Su caracterizacion y
. subsecuenté localizacion, abren una amplia linea de investigacién que incluye su
papei en la fisiologia del parasito, la interaccion con otras proteinas del parasito
‘y del hospedero, su expresion diferencial y regulacidn génica en los diferentes
estadios del ciclo de vida. Adicionalments, incluye su participacion en las
respuestas humoral y celular protectoras y en los fenémenos de
inmunomodulacion del parasito, asi como su probable uso en pruebas de
diagnéstico, como agente terapéutico y de vacunacion.

OBJETIVOS -

« Obtener la CRT completa de una biblioteca de cDNA de T. sofium de
adulto. ' o

¢ Secuenciar, clonar y expresar la TSCRT.

» Purificar y demostrar la capacidad de la TSCRT rec‘omblnante de unir
ca". '
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N MATERIAL Y METODOS
Biblioteca de cDNA Lambda ZAPII de paréslto adulto

La bxbhoteca de parasito adulta fue’ construlda en el vector lambda ZAPIl por
. Claudia Garcia Dominguez (Garcia-Dominguez, 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 parasitos adultos se ligd a adaptadores Eco R| compatibles con el
vector. El cDna "adaptado” se fosforild, ligd a los brazos del vector lambda ZAPI!
y se empaco in vitro utilizando Gigapack Il gold packaging extract siguiendo las
instrucciones del proveedor (Stratagene, Cat. No. 200216).

Suero hiperinmune de conejo anti-glicoproteinas de T. solium

Tres glicoproteinas especificas de T, solium, ie., GP24, GP39-42 y GP50 se
utilizaron para inmunizar a tres conejos (un conejo por cada glicoprotefna). La
administracion fue por via intramuscular con 1mg de cada glicoproteina
emulsionado con adyuvante completo de Freund (1:1). En el dia 13 se
administrd una segunda dosis y el sacrificio de los animales se realizo el dia 21,
obteniendo la mayor cantidad de sangre por puncion intracardiaca. Esle
procedimiento fue realizado por la QFB Cecilia Hirota en el laboratorio de la Dra.
Ana Flisser (Plancarte ef 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-1Blue supEd44 hsdR17 recA1 endA1 1. Adsorcion de los
gyrA46thi relA1lac’ sueros de
F'[oroAB+acl¥acZ*m15Tn10(tef)) congjo.

2. Inmunotamizaje
de la biblioteca
de parasito
adulto y escision
del fagémido
pBluescript.

3. Transformacion
con el plasmido
pET23a-TsCRT.

BL-21 F'ompThsdSs(rs-ms-) gal dcm | Expresion del plasmido
(DE3) _ pET23a-TsCRT.

Las bacterias se crecieron en medio Luria Bertani (LB, 10g de triptona, 5g de
extracto de levadura, 10g de NaCl y aforar a 1 litro con H.0; esterilizacion por
autoclave.) a 37°C, durante toda la noche.

Cuantificacién de la concentracién de proteinas

La concentracién de proteinas se determind utilizando el ensayo de protefnas de
BioRad (BioRad, Cat. No. 500-0006), basado en el método des'crjlo por Bradford
(1976). Se prepararon varias diluciones de albumina sérica bovina (BSA, de 1ug
a 32ug) en buffer de salina fosfatos (PBS) que se utilizaron como eéténdar. Se
agregaron 200ul del reactlivo de Bradford a 800ul de estandares o muestras y se
leyeron a una ODsps usando un espectrofotémet(o (GeneQuant pro UV/V,
Amersham Pharmacia Biotech), el PBS sirvio como blanco.
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: 7!57Iéctrbfo[ééls en geles de poliacrilamida

"vLas; pfbtélhas se s'epararon por electroforesis (PAGE) en geles de SDS-

. ‘poliacrilamida al 10% y 12% (Laemmli, 1970). Se utiliz6 el sistema de Protean Il

"'System (BioRad) utilizando separadores de 0.75mm. Los geles se corrieron a
15mA/gel durante 1h aproximadamente y se tifieron con azul de Coomassie R-

250 (BioRad, Cat. 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 proteinas se transfirieron a las membranas de
nitrocelulosa (MNC) utilizando la técnica de electrotransferencia descrita por
Towbin y colaboradores (Towbin et al, 1979), empleando una cédmara de
transferencia (ldea Scientific Company). La transferencia se realizd6 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 preparon 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 segundd :
anticuerpos y previo a la adicion del sustrato. Se utilizaron anucuerpos anti IgG »
de conejo acoplados a peroxidasa (Goat anti rabbit IgG (H+L) HRP Zymed Cat T
No. 65-6120) se utilizaron a una dilucién de 1:1000 en PBS.y el revelado se :
realizé con 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma, Cat. No. D-5905=):,'La teaccién’,
se detuvo con agua destilada y se realizaron varios Iéva'ddbs;par‘av elimihér Ia‘
DAB. .
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Preadsorcién de los sueros de conejo

Se crecieron bacterias Xl-1Blue en medio LB durante toda la noche a 37°C y se
lisaron durante 10' a 95°C 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 separd por PAGE-SDS
preparativo, se transfirid a una membrana de nilrocelulosa y se sometié a la
corriente. Después se separd la membrana del gel, éste se tifid con azul de
Coomassie R-250 para verificar que la transferencia fuera completa. La
membrana de nitrocelulosa con el lisado de bacterias se cortd en tiras de 0.5 cm
y se incubaron con los sueros anti-glicoptroteinas para adsorber los anticuerpos
anti-E. coli. Los sueros se incubaron con 16 tiras durante 30'. Se verificd con el
waestern blot que los sueros ya no reaccionaran con el lisado de bacterias. Se
ulilizé suero de conejo preinmune como control.

Preparacion de bacterias para el inmnotamizaje

Se inocularon 5ml de medio LB suplementado con maltosa al 0.4% y MgSO,
10mM con una colonia de bacterias XL-1 Biue. El cultivo se crecio durante toda
la noche a 37°C con agitacion. Este cultivo se utilizoé para la infeccién con la
biblioteca de adulto como se describe a continuacion.

Inmunotamizaje de la biblioteca de parésito adulto

Se UllllZO el metodo de Sambrook y colaboradores con algunas modmcacnones
50,000 unidades formadoras de placa (pfu) se mezclaron con 600ul de bacetnas S

XL-1 blue y se mcubaron a 37°C durante 30' Las baclerias infectadas con Ios O

fagos recombinantes se resuspendleron en-10 ml de ) agar (7gr bacto agar/l
de LB) suplementado con maltosa al 0. 4% Y. MgSO4 10mM equmbrados a 55°C y
se sembraron en cajas de Petri de 14 cm de dlametro que contenian LB agar alk
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15%. Las cajas se incubaron a 42°C durante 3 hrs, se cubrieron con membranas
de nitrocelulosa (MNC, Schleicher & Schuell, Cat. 401147) previamente
impregnadas con isopropyl-tio-B -D-galactosidasa (IPTG) 10mM y marcadas con
linta para identificar su posicion, y se incubaron a 37°C durante 4 hrs. Se
hicieron duplicados con otras MNC, se lavaron dos veces con buffer TNT (Tris-
HCI 10mM pH 8.0, NaCl 150mM, Tween 20 al 0.05%) durante 30" con agitacion
y se incubaron con buffer de bloqueo (PBS, Tween 20 al 0.3% y leche
descremada al 5%) a temperatura ambiente durante 30' con agitacion suave.
Posteriormente las MNC se incubaron en 10 ml de un conjunto de sueros
policionaies anti-glicoproteinas preadsorbido a una dilucion 1:100 en el buffer de
bolqueo durante 1h a temperatura ambiente con agitacion. Se sigui6 el protocolo
de revelado de western blot. Las clonas positivas se aislaron con puntas
estériles y se resuspendieron en 500ul de buffer SM (NaCi 100mM, MgSO,
8mM, Tris-HCI 50mM pH7.5, gelatina al 0.01%). Se agregaron 30ul de
cloroformo para lisar las bacterias y se centrifugaron a 12,000g durante §' a
temperatura ambiente. Estas clonas se utilizaron para transfectar bacterias (10ul
de una dilucion 10*) y hacer un segundo inmunotamizaje (Sambrook et al.,
1989).

Tamizaje por hibridacién de DNA

La hibridacion con DNA de la biblioteca de adulto se llevé a cabo .con
membranas de nylon Hybond-N {Amersham pharmacia, Cat. No. RPN2020). Se.
utilizé el fragmento que codifica para caireticulina como sonda y se marcd con
biotina con el método de “random priming” de Tropix (Tropix; Cat. No. AR1OOL).
Tanto la prehibridacion como la hibridacion se realizaron a 65°C para asegurar el
pegado especifico de la sonda. Las membranas se incubaron durante 18-20
horas. Las clonas positivas se identificaron con el sistema de deteccion de
quimioluminiscencia para DNA biotinilado utilizando CDP-star como sustrato

12
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siguiendo las .instrucciones del fabricante (Applied BioSystems, Cat. No.
§T100CB).

Sécuenclacldn y analisis de DNA

Se recuperaron los fagémidos pBluescript de las clonas positivas por escision in
vivo permitiendo su caracterizacion en un sistema de plasmido como lo
especifica el fabricante (Stratagene, Cat. No. 236211). Los pldsmidos se
purificaron utilizando un sistema de purificacion de DNA Wizard Plus SV
Minipreps siguiendo el protocolo que provee el fabricante (Promega, Cat. No.
A1330). La secuenciacion se llevd a cabo en un secuenciador de DNA
automaético (Applied Biosystems Inc., modelo 310) utilizando un Taq DyeDeoxy
Terminator Cycle Sequencing System (Applied Biosystems Inc.). Para la
secuenciacion inicial se usaron los nucledtidos universales T3 y T7(Gibco, BRL).
Se diseriaron dos oligonucledtidos 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 Informacién Biotecnolégica
{(www.ncbi.nim.nih.gob). La prediccion de la secuencia sehal se llevd a cabo con
el programa SignalP (www.cbs.dtu.dk) y la alineacién de la TsCRT con otras
clareticulinas se realizé con el programa ClustalW (www.npsa-pbil.ibcp.fricgi-

bin/align_clustalw.pl). En la tabla 2 se describen las secuencias de los
oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion de TsCRT:

Tabla 2. Secuencia de los oligonucledtidos para secuenciacién.

Qligonucleétido Secuencia
T3 5 TAATTGGGAGTGATTTIC 3
T7 5' AATACGACTCACTATAG 3
Calret F 5 GGTCCCGATATTTGTGG 3
Calret F2 5 GCCAAACAACCGGAGG 3'

13
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PCR para la obtencién de TSCRT con los sitios Eco RI

Se sintetizaron los oligonucledtidos con los sitios de restriccion para Eco Rl 'y su
secuencia se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonucledtidos con los sitios Eco RI.

Oligonucledtido Secuencia
CRTF 5' ATATGAATTCGAAGTTTACTTCGAGGAC 3'
CRTR 5 ATATGAATTCCTACAATTCATCCTTCGAG ¥

Los oligonucledtidos se disefiaron para obiener ia proteina madura sin el péptido
sefial. La clona que codifica para la TsCRT completa se utilizé como templado
para la amplificacién. La reaccion se realizéd en un volumen de 50ul (Tris-HCI
10mM pH8.3. KCI 50mM, MgClz, 2.5mM dNTPs 0.2mM, 50 pmoles de cada
ologonucledtido y 2 unidades de Taq DNA polimerasa (Expand High Fideliy PCR
System, Roche Cat. No. 1732641). Se ulilizd un termociclador (BioRad Gene
Cycler). El programa que se utilizo para el PCR se describe en |a tabla 4.

Tabla 4. Programa para el PCR.

1X Desnaturalizacion 2' a 95°C

25X Desnaturalizacién 1' a 95°C
Hibridacion 1' a 56°C

Extension 1'a 72°C

1X Extensién 10' a 72°C

Digestion enzimatica del DNA

Para las digestiones del DNA con enzimas de restriccion se usaron entre 1y Sug
de plasmido y 1.5 unidades de la enzima Eco Ri por ug de DNA. Las digestiones
tanto del producto de-PCR: con los sitios £co Ri como la linearizacién - del
plasmido pET23-a se hiciérdn ai37°C durante toda la noche en el buffer React 3
que provee el fabricante k(G_‘ibcofBRL Cat. No. 15202-013). EI DNA digerido se
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separ6 en geles de agarosa al 0.8% con bromuro de etidio al 0.5ug/ml. Los
fragmentos digeridos se purificaron a pérﬁr de la agarosa utilizando el sistema
de purificacion de DNA Wizard PCRkPreps DNA Purification System (Promega,
Cat. No. A7170) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Construccién del vector de expresion pET 23-a-CRT

El fragmento de cDNA que codifica para la TsCRT madura digerido con Eco R
se clond en el plasmido pET 23-a con resistencia a ampicilina (Novagen, 800-
526-7319) linearizado con la misma enzima de restriccion. Para la ligacion, se
utilizé 1u de T4 DNA ligasa (Gibco BRL, Cat. No. 15224-025) en buffer de
ligacion (Tris-HCI 250mM, pH 7.6, MgCI2 50mM, ATP 5mM, DTT 5mM vy
polietilenglicol al 25%). Se realizd una reaccion de PCR utilizando el
oligonucleotido T7 y CRTR para confirmar la orientacion correcta del inserto.

Preparacion y transformacién 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 0.D.s0=0.8. Las células se centrifugaron,
resuspendieron en CaCl, 50mM frio y se incubaron durante 30' en hielo.
Transcurrido este tiempo, las bacterias se cosecharon y resuspendieron en
200ul de CaClz 50mM, se dividieron en alicuotas y se guardaron a —700C
(Sambrook et al., 1989). Para la transformacion, 100ul de bacterias competentes
se incubaron con 10ul de vector pET23-a-TsCRT en hielo durante 30"
Transcurrido este tiempo, se les dié un choque térmico a 42°C durante 30" y se
incubaron en hielo 2' adicionales. Se les agregé 1 ml de medio LB y se agitaron
a 250 rpm a 37°C durante 1h. Las baclerias transformadas se céntrifugaron.
resuspendieron en 40ul de medio LB y se sembraron en cajas Petri con LB-aymp

15
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{200mg/ml). Las bacterias se crecieron a 37°C durante loda la noche (Sambrook
et al., 1989). Se comprobd la presencia del vector por PCR.

Expresion y extraccion de TsCRT recombinante (TsCRTr)

El pldsmido pET 23-a-CRT se transformé en bacterias XL-1 Blue competentes
para obtener suficiente plasmido para la secuenciacion y subsecuente
transformacion en un sistema de expresion. El plasmido se purificé utlizando un
kit de Qiagen (Qiagen, Midi Prep Cat. No. 12145). Para la expresion de la
TsCRTr se transformaron bacterias BL21 competentes que son lisdgenos del
bacteriéfago DE3 y contienen una copia del gene que codifica para la T7 RNA
polimerasa bajo el control del promotor /ac UV5 que es inducible por IPTG. Las
bacterias se sembraron en LB-ampicilina (200ug/ml) para seleccionar aquellas
clonas que tuvieran el plasmido. 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 escogi6 una de las clonas positivas, se cultivo durante 4 a 5 hrs y se
guardo a 4°C toda la noche. Al dia siguiente, este cultivo se utilizé para inocular
matraces con 50 o 250 m| de L.B-amp en una dilucion de 1:100, Los cuitivos se
indujeron con 0.75mM IPTG al alcanzar una ODego de 0.8 a 0.9 y se crecieron
durante 4 hrs mas. Las bacterias se analizaron en geles de poliacrilamida al 12%
para identificar la TsCRT inducida, se colectaron por centrifugacion y se
guardaron a -20°C para la exlraccién de la CRT recombinante. Se utilizo el
buffer A (Tris-HCI 20mM pH7.3, MOPS 10mM pH7, sacarosa al 20%) para lisar
las células y extraer las proteinas solubles, el precipitado con las proteinas de
membrana se resuspendid en buffer P (Tris-HCl 20mM, MOPS 10mM,
leupeptina 1ug/ml, aprotinina 20ug/ml, filuoruo de fenilmetilsulfonida, PMSF
0.5mM) y se sonico cuatro veces a 50 W durante 30", se le agregaron 1300U de
RNAsaT1 y DNAsal. El sonicado se centrifugd a 13,000g durante 30" y se
corrieron 10ul de los sobrenadantes en geles de poliacrilamida SDS-PAGE para
identificar la fraccién que contenia la TsCRTr.

16
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Purificaclén de la TsCRTr pOi’ p.unto Jsoeléctrico

; Se utlllzé el programa ProlParam (www.expasy.ch/cgi-bin/protparam) para
calcular el punto. lsoeléctrico de |a TSCRTr que es de 4.39. Se agregd NaCl a
. una cenfrac n‘ﬁnal de 0.6M a la fraccién que contenia la TSCTRr y se ajustd
“oel pH i 39 con HCI 0.1N. Se agité durante 1h a 4°C y se centrifugd durante 30°
a 14 000 rpm EI precnpllado se resuspendié en PBS pH 7.4 y se analizd por
SDS PAGE: La protelna se guardé en alicuotas a -20°C.

T E En geles de pohacnlamlda al12% se corrleron muestras de 2.5 y 5ul de bacterias
lnducndas para expresar TsCRTr y se transfirieron a MNC Las membranas se

tlneron con rojo de Ponceau S para confirmar la transferencia, se destifieron con

: PBS y.se incubaron en imidazol 10mM pH 6.8, KCl, 60mM, MgCl, 5mM y
uCl/ml *CaCl; durante 10". Se hizo un lavado con H0 destilada de 5', se dej6
secar sobre papel filtro y el Ca*' fijlado se reveld utilizando una pantalla
intensificadora (Molecular Dynamics, Cat. No. 63-0034-89) que se leyé en un
"Personal Molecular Imager Fx" (BioRad Cat. No. 170-9400) (Maruyama et al,
1984).
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RESULTADOS
Aislamiento de las clonas que codifican para TSCRT

Se utlizaron aproximadamente 2.5x10° pfu de la biblioteca de 7. solium en
lambda ZAPI| de aduito para hacer el inmunotamizaje con suero hiperinmune de
conejo especifico contra las GP’s. Se aislaron seis clonas positivas y se realizo
un segundo tamizaje con 100 pfu por caja para confirmar los resultados. El
vector lambda ZAPIl permite la escisién in vivo del fagémido pBluescript,
facilitando la caracterizacion del inserto en un sistema de plasmido. Se
dedujeron las secuencias polipeptidicas de las clonas y se analizaron usando el
programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). De las seis clonas positivas,
cinco codificaron para el antigeno paramiosina, que ya ha sido clonado y
ampliamente estudiado (Laclette et al., 1992; Landa et al., 1993) y una clona
codificd para TsCRT. Debido a que en esta clona no se encontro la region que
codifica para el amino terminal de la proteina, se uso el inserto de la TsCRT
marcado como sonda para hacer una hibridacion de la biblioteca e identificar
clonas completas que contengan el coddn de iniciacion. Se aislaron seis clonas
positivas y se secuenciaron. Una de las clonas contenia el cDNA que codifica
para la proteina completa con 1.3 kb y un marco de lectura de 395 aminoéacidos.
En la figura 2 se presenta la secuencia de nucledtidos que codifica para la
TsCRT y la secuencia de aminoacidos deducida correspondiente. El codon de
terminacion esta representado por un asterisco, hay seis nucledtidos en la region
5' no traducida y 132 nucleotidos en el extremo 3'. El coddn de iniciacién (ATG)
empieza en la posicion 1. La prediccidn de la secuencia sefial se llevd a cabo
con el programa SignalP (hitp:/iwww.cbs.dtu.dk/), esta se identificd entre los
residuos 1y 18, la proleina madura comienza en la posicion 19 (E). La sefial de
retencion del reticulo endoplasmico (KDEL) esta localizada justo antes del codén
de terminacion. Asimismo, el programa - ScanPros‘ite (Hoffmann, ‘19'99;
www.expasy.ch/cgi-bin/scanprosite) - identificd dos secuencias'cqﬁsehso c‘iéyla«
familia de las calreticulinas: la ~prin‘1'eré:' dé} residuc 74 al 94
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(KhEQnIdCGGGYVKLL) y la segunda del 111 al 119 (IMFGPDICG) ambas
localizadas en las regiones conservadas del dominio N. Los dos conjuntos de
tres repeliciones A (PxxIxDPDAXKPEDWDE) y B (GxWxPPxIXNPxYx) estan
presentes en el dominio C y estén involucrados en la union de alta afinidad a
Ca'* (Michalak, 1999). Esta secuencia ha sido sometida al GenBank y se di6 el
numero de acceso: AF340232,

Se utilizé el programa ClustalW (Thompson et al, 1994) para obtener la
alineacion de la TsCRTr con ofras calreticulinas y los resultados se muestran en
la figura 3. Los asteriscos (*) representan la identidad de aminoacidos, los (:)
simifitud 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  (AAAS9056) S. mansoni (Q06814), y la humana (P27797)
respectivamente. TsCRT presenta dos sitios potenciales de glicosilacion
(ScanProsite), y al igual que otras calreticulinas tiene tres cisteinas, dos de ellas
forman un puente disulfuro que parece ser importante para el doblamiento
correcto del extremo N-terminal. Todas estas caracteristicas claramente
identifican a la TsCRT como miembro de la familia de las calreticulinas. La
secuencia de la TsCRT, incluyendo el péptido sefial que comprende hasta el
aminoacido 18, fue sometida a un andlisis de hidropaticidad por el método de
Kyte y Doolitle (Kyte and Doolitle, 1982), este se muestran en la figura 4. Los
resultados indican que la proteina TsCRT es en general hidrofilica.
Adicionalmente,se realizé el analisis de la composicion de aminoacidos con el
programa ProtScale (www.expasy.ch/cqi-bin/protscale.pl). La TSCRT presenta
un alto contenido de aminoacidos cargados negativamente, que contribuyen a la

naturaleza acida de la proteina (Tabla 5).

19



RESULTADOS

Becuencia senal ﬁols(nn madura
-6 ggtatgatggctgttcctgcgtttcttattgcattgttnttcgttgtgaatacgcgtgctgaagtttacttc
1 M AV P A FL I AL L FV VNTRAE
67 gaggacaggtttattgagagcaacatcgataagtgggaaaagtccnaatatgacgaaagcaacttgggtctc
23 B D R F T ® 7N T DK W OE P P
'Z 139 tgcgaatatgcaaagccaaagggtgatttcgatgataaagaagacggtgggatgagnacaacacaagatgcc

B 47 Y A E p B G oD D oY OE [t oRT o
211 cggttttaccgttactcagcaccatttaataaacccttgtcaaataaggacaaaatcatgtgtgtgcaattc
7n ROF Y k% Aok B P L - RTINS

: . 2683 aatctttcaaacca

B 95 v oy B

: 355
119
427 gtccacgttattttctcctataagggcaaaaattutetcgtgaaaagggatattccctgcaaatcggacaca
143 vV F [ [ A [ V R
499 cttacccatttgtacacgctcatcgtccgacctgataacacattcgaagtcttgattgataacaaaactgcc
167 | S S R
571 gaaaccggctcgctcgttgccgacttcgatatgatccccccaagaacaattgatgatcccgatgccaaaaau
191 @ . P P R T 1 D D P B _A_K K
643 ccagaagattgggtagatgaggccgaaatccccgacccagacgataagaaacctgatgactgggatcagece
215 P_E D W V P E A E T P D P D D K K P D D W D O P
718 aagactatcgtagatacgaatgccaaacaaccggaggactggaacgaagaaacagatggegagtggacggee
239 KT 1 VvV D T N A K o b E D W NFEE T DG _E W _T_A
787 cccatgatagataaccccgattacaagggtgaatggcatcccaagatgataccaaacectgcctacagggga
263 JEMOT DN PLROLLKE GLELW H ELK M I P NP A YR G
859 gagtggaaaccgeccacagattcccaatccagaccactttgaggacagtgaactctatgctegeacctttget
287 AW K PLELQLLEN P DY F EDSELYARTFA
931 tacattggtcttgatctctggcaggtgaaatctgggacgattttcgacaactttatcgtttcaqacaatgta
311 ¥y ! ¢ L DL ¥ Q VvV F 5 o T I F DNF I V &DNV
1003 tccgagtgtcaagctcacgccgagtactggcaaaaacgatttgcatttgaggaggaggaagagaagaugagt
335 s E C 0O A B A D Y W OO K F F A F E E E K
1075 tttgaggagaaggataaggaatcttccaccaccgataatqtaccagacgagagtgaggacgaggaagtggat
359 ¥ FE E F D ¥ kK © T T n N Y P D E S E D E E V D
1147 ctcgaggaaggaggtgatgcttcctcgaaggatgaattgtagttgtttgcttgatttccttttgtatatgcg
383 L E (SIS LR Y = D
1219 atgcgcatttacttcattgctaaatggatctgtggttacccattgccaccgatgttgttatcctttgtcgaa
1291 cggcttcatgatcgecggaagtaaaaaatctttgtttaaaaaaaaaaaaaaa

Figura 2. Secuencia de nucledtidos del cONA que codifica para la CRT de T. solium y la correspondiente secuencia de
aminoécidos en marco ablerto de lectura. Las secusncias consenso eslan enmarcadas en los recuadros. El dominio N esta
representado en azul, el dominio P, en rojo, y el dominio C en verde. Los dos conjuntos de ires repeticiones estan
subrayados, A { )y B (____). La secuencia del péptido sefal esta en cursivas y la sefial da retencién de reticulo
endoplasmico en negritas.
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10 20 30 40 50 60 70
. :OVCRT*O ~--MQLSLLVGLVCFSAINAKI {1 FKEDFSDDD-WEKRWIESKH~KDDFGKWEI SHGKFYGDAVEDKGLETTQD
i Humanx2 MLLSVPLLLGLLGLAVAEPAY Y FKEQFLDGDGWTSRWI ESKH-KSDFGKFVLSSGEFYGHEERDKGLOTLQD
: _TsCRTx1 -MAVPAFLIALLFVVNTRAEYYFEDRFIKSN-~IDKWEE SKYDESNLGLCEYAKPEGDFIDKEDGGMEFT TQD

; SmMCRTx3 «=MLSILLTLLLSKYALGHEVWFSETFPHE--SIENWVOSTYNAEKQGEFKVEAGESPVIPIEDLGLET QD

SJCRTx4 --MILVLICFLI.SYRVSGEK' V. I‘PI:EK SIDGWI' "uTFNGDl\Q(‘EFKIEAG}\SPV{JPI! DL(‘I FTIQD
82 92 102 112 122 132 142
| | I | | |
OVCRTX0 ARFYSIGAKFDKSFSNFGESLVIQEF: VKHECDI DUGUGY VELHMASDVNLEDSHGETPYHIMFGPDICGPGTK
Humanx2 ARFYALSASFEP-FSNEGOTIVVQOF TVKHEONTDCGGGY  ELF PNSLDQTDMHGD I EYNIMFGPDICGPGTR
TsCRTx1 ARFYRYSAPFNKPLGNEDEIY LLGESFKPDDFHUGEPYEIMFGED1CGYDKK

SMCRTx3 ARFYGIARKI1SEPFK SNFGETHVIQF S B L.GSDIDPKKFHGE:PYK IMFGI'DICGMATK
SICRTx4 ARFYGIARKI SEPFSNFDFTLVIQFTVEFDETUTCGGAY [ K1, LGSDI DPKTFIU:I.I PYKIMFGPDICGMATK
154 164 174 184 194 204 214
| | | | |
OvCRTX0 KVHVIFHYKDENHY | FilD [RCKDDVFTHLYTLIVNSDNTY BVQ | DGEKAESGELEADwDFL.PPEKIKDPDAK
Humanx2 KVHVIFNYKGENVL INEDOTRCKDDEFTHLY TLIYVRPONT EVK | DNSQVESGSLEDDW DY L PPF KT KDPDAS
TBCRTx1 IVHVIFSYKGENYLVEFDIPCKSDTLTHLY TLIVRPNTFEVL I DNKTAETGSLVADF M PPRT 1 DDPDAK
SMCRTx3 KVHVIFNYKGENHL I KRETPCEDDLKTHLYTLIVNPUNI VL DNAKVEEGSLEDDwDMI PPKKIDDPNDK
SJCRTx4 RIHVIFNYKGONHI. T ]\I>IPF} DDOKTHLYTL IV RPI'H VL DNEKVLS(‘LLEEI IIIJ\PH{IDDPNDK
SRR He e e e e R - DN
226 236 246 256 266 276 286
I | I ! |
OVCRTx0 KPEDWDEREF I DDEDDKK PELWD:H PEHI PDPLARE PEDWLDEMDGEWEPPMVDNPLY KGEWK PEQKKNPAYE
Humanx2 KPEDWDERAKIDDPTDSK PEDWDE PEHI PDPLDAKE PEDWDEEMDGEWEPPVIQNPEY KGEWK PRQIDNPDYE
TSCRTx1 KPEDWVDEAET PDPDDKK PDUWD PET IVOTHARY PEDWHEETDGFWTAPMIDNPDYKGEWHPKMI PNPAYR
SmCRTx3 KPDDWVDEQF I DDPDDKKPDNWD, ' FET I PDMDAR K PLDWLDAMDGEWER PQKDNPLEYKGEWT PRRIDNPKYK
SICRTx4 KPDDWEREEY IDDPNDERPLIWDL PETTPDMDAKE PHDW! \])DMDGFWKRPEKHNPI YRGEWSPRRIENPKYK
EXELE L T e I e aeiassna se s,
298 308 318 328 338 348 358
! | I | I
OVCRTx0 GKWIHPEIEIPDYTPDDNLYVYDDIGAIGHDLWQVKSGTIFDHV | VI'SVEEAKKFGE - - -KTLKITREGEK
Humanx2 GTWIHPEIDNPEYSPDPS! YAYDNFGVLGI DLWQVKSG'T IFDNFI, 1 TNDEAYAREFGH- - - ETWGVTKAAEK
TsCRTx1 GEWKPPOIPNPDHFEDSE! YAR-TFAY I GLDLWQVKSGT IFDNF [V SDNVSECOAHALYWQKRFAFEEEEEK
SMCRTx3 GEWKPVQIDNPEYKHDPELYVLNDTGYVGFDLWQVDSG: 1 FDNIL 1 TDSPDFAFEEGE - - - RLWRKRYDAEV
SICRTx4 GQWKPAOIDNPDYKPDPEI {IQDDIGY\ GFDLWQVDSGATFDNIIL T’T‘DSPDFAP QEGF——-RLWRKRHDNEL
370 380 390 400 410 420
I I
OVCRTx0 K-KGKKTRKQKKKEKNE-KIKKEKMKKRKRANRKKKK
Humanx2 QMKDKQDI*EQRLKEEEDKKRKEF EEAEDKEDDEDKDEDEEDEEDKEEDEEEDVPGQAKDEL
TsCRTx1 KSFEEKDKESSTTDNVPDESEDENVDLEEGGDASSKDEL === === --~-mvwwm e e
SmMCRTx3 AKEQSSAKDD~-Ki:EAEETKERKELPYDAKASDEPSGDHDEL -~

SJCRTx4 AEDQSATY.SDSDKITDKAAEEPTEEDEDVKQAENPSGDHDEL - -

Figura 3. Alineamiento de las secuencias deducidas de dilerentes CAT usando el programa ClustalW. Human, CRT de humano;
OVRAL1, RAL-1 anligen de O. volvulus ; SMCRT, CRT de S. mansoni ; S|CRT, CRT de S, japonicum; TsCAT, CRT de
T.solium.Los sitios polenciales de glicosilacién se muestran en los recuadros amarillos. Los asteriscos (*) representan identidad
de aminodcidos, los {:) fuerte similitud y {.) similitud débil.
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HIDROPATICIDAD DE KYTE Y DOOLITLE

Hidrofobicidad

Posicion de aa

Figura 4, A) Andlisis de hidropaticidad por el método de Kyte y Doolitle de la secuencia deducida
de la TsCRT. B )

Tabla 5. Composicién de aminoédcidos:

Ala (A) 20 5.1%; Leu (L} 19 4.8%
Arg (R) 11 2,8%; Lys {K) 35 8.9%
Asn (N} 17 4.3%; Met (M) 7 1.8%
Asp (D} 48 12.2%; Phe (F) 21 5.3%
cys (C) 6 1.5%; Pro (P) 28 7.1%
Gln (Q) 9 2.3%; Ser (8) 20 5.1%
Glu {E} 41 10.4%; Thr (T} 19 4,8%
Gly (G) 20 5.1%; Trp (W) 9 2.3%
His (H} 7 1.8%; Tyr (¥) 16 4.1%
Ile (1) 22 5.6%; val (v} 20 5.1%

Total de aminodcidos cargados negativamente (Asp + Glu): B89
Total de aminoAcidos cargados positivamente (Arg + Lys): 46
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Clonacién y expresién de TsCRTr

El fragmanto que codifica para la TSCRT se clond sin la regién que codifica para
el péptido sefial en el vector pET23-a en el sitio Eco RI. La figura 5 muestra el
mapa del plasmido y el sitio de insercién. Se transformaron bacterias XL-1 Blue
y se picaron 10 colonias positivas que se sometieron a PCR con los
oligonucledtidos CRTF y CRTR para confirmar que el plasmido tuviera el inserto.
Cinco clonas amplificaron el fragmento de 1300pb, de éstas solamente una
amplificé cuando se utilizaron los oligonucledtidos T7 y CRTR lo que permitié
seleccionar la clona con la orientacidn correcta (Fig. 6).

Xho l{158)
Not k1ss)
Eng sms)
Hind lll{173)
Sal lj179y

NguA IV(3s28)
Drd I3420)

"%3&?@?3(*’

Ti11 1133
Bst1107 k1189)

Figura 5. Mapa de pET23-a mostrando el sitio de insercién del fragmento que codifica para
TsCRT en el sitio Eco RI.
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RESULTADOS

Figura 6. Analisis por PCR de las colonias transformadas con pET23-a-TsCRT con los
oligonucledtidos T7 y CRTR para seleccionar la orientacion correcta del inserto. Gel de agarosa
al 0.8% terildo con bromuro de efidio al 0.5%.Pesos moleculares (PM), control positivo (6),
colonlas transformadas (1-5).

kbDa PM 1

e

39.2
—a»
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21.5_‘
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Figura 7. Andlisls por SDS-PAGE de la expresion de TsCRTr. La electroforesis se llevd a cabo
en un gel de poliacrilamida al 12% y se tiié con azul de Coomasle R-250. Proteina total de §
colonlas de bacterias BL21 transformadas con el pldsmido recombinante pET23-a-TsCRT
previos a la induccidn (carriles 1-4) y después de 4h de induccién con 0.75mM IPTG (carrlles 5-
9). Pesos moleculares (PM).
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‘Para la expresion de la TsCRTr se lransformaron baclerias BL21 con el
plasmido pET23a-CRT. Se aislaron 5 clonas y se indujeron con IPTG. Los
resultados de la expresién se presentan en la figura 7. La TsCRTr representa el
componente principal del extracto de bacterias. Una de las clonas se escogid
para expresion en gran escala de la proteina recombinante (carril 6). La proteina
tiene un peso molecular aparente aproximado de 50 kDa, esta movilidad no
corresponde exactamente al peso molecular tedrico calculado de 45.3 kDa por el
programa ProtParam. La movilidad ligeramente diferente de la calreticulina ya ha
sido reportada tanto en proteinas nativas como recombinantes (Baksh, 1991,
Krause et al, 1980; Miiner et a/, 1991). La figura 8 muestra la electroforesis de la
clona que expresa TsCRTr inducida a diferentes densidades dpticas. Cuando las
bacterias fueron inducidas a una ODsg de 0.3 no hubo expresion de la proteina
recombinante (carril 2), mientras que la induccion a una ODego de 0.9 fue produjé
una expresion del ~33% de la proteina total de las bacterias (carril 3) calculado
por densitometria utilizando el programa Quantity One 4.0.3 (BioRad, 170-8625).
La induccion de las bacterias transformadas se llevd a cabo a esta densidad
optica en los experimentos subsecuentes. La mayor parte de la proteina se
expresd en la fraccidon no soluble, se logré extraer casi en su totalidad por
sonicacion sin necesidad de recurrir a los procedimientos de desnaturalizacion.
Estos resuitados sugieren que la prolelna se encuentra en la fraccion
membranal del lisado de bacterias (Figura 9).
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Fig. 8. Induccién de la clona que expresa TsCRTr. Los lisados de bacterlas transformadas se
Indujeron con IPTG a dos densidades dpticas: 0.3 (carril 2) y 0.9 (carril 3}, y se separaron en un
gel de poliacrilamida al 12%. En e! carril 1 se corrié un lisado no inducido, Pesos moleculares

(PM).
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Figura 9, Extraccién de la TsCRTr. El cultivo de bagterias (O) se lisé con un buffer de sacarosa y
se hicleron centrifugaciones diferenciales. Las fracciones solubles (S1, S2) la fraccién no soluble
sonicada para exiraer las proteinas de membrana (S3) y e! precipitado (P) resuspendido para
visualizar la eficiencia de la extraccidn, se separaron por electroforesis en geles de poliacriamida
al 12%. Pesos moleculares (PM).
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: ,Purlflcac‘lén por punto isoeléctrico de la‘TsckRTr

o Auhque el vector pET23-a permite la expresién de protelnas con un dominio de

. polihistidinas que hace mas facil su purificacion por cromatogratfa de afinidad, el

fragmento que codifica para la TSCRT contlene el codén de terminacién TAG por
lo que la protelna recombinante se expresd sin las histidinas. Sin embargo, los
altos niveles de expresién de la proteina recombinante, permiten su purificacién
por medio de métodos convencionales. Como primer paso en la purificacién de
la TsCRTr se recurrié a la precipitacién por punto Isoeléctrico. El punto
Isoeléctrico de la TSCRTr se calculd con el programa Protparam y resulté ser de
4.39. A este pH la calreticulina no presenta una carga eléctrica neta, no hay
repulsién entre las moléculas y precipita. Los resultados de ia precipitacién por
punto isoseléctrico se presentan en la figura 10. Se analizaron cuatro
concentraciones de protelna que se determinaron por el método de Bradford. Se
utilizé el mismo programa de densitometria Quantity One 4.0.3 para calcular el
porcentaje de pureza de la TSCRTr que resulté ser del ~80%.

Figura 10. Analisis por SDS-PAGE de fa precipitacidn por punto Isoleléctrico de la TsCRTr, La
TsCRTr se separé en un gel al10%. Se aplicaran diferentes concentraciones de la proteina: 14ug
(carril 1), 28ug (carril 2), 42ug (carril 3) y 56ug (carril 4). Pesos moleculares (PM).
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Ensayos de unién a "‘Ca

’ Para determlnar sl la TsCRTr se expresa como una proteina funcional se realizé

" un'ensayo de unién a Ca™, Los resultados muestran que la TSCRTr une **Ca**.
Se;“analiza‘ron dos concentraciones del extracto de bacterias transformadas con
PET23-a-TsCRT e inducidas con IPTG, que se sometieron a SDS-PAGE y
" transferencla a MNC. La membrana se tiié con rojo de Ponceau S antes de la
incubacion con 5Ca** (datos no mostrados). EI componente principal que
corresponde a la TsCRTr inducida fue detectado por el **Ca**, sugiriendo que la
TsCRTr se expresa en su conformacién funcional. Los pesos moleculares
sirvieron como controles negativos del ensayo y un fragmento de una protelna
recombinante que une Ca** de la familia ds las protelnas con brazos EF clonada
en el laboratorio del Dr. Laclette sirvio como control positivo (Fig. 11).

39.2kDa

Figura 11. Ensayo de unién a **Ca** de un extracto de bacterias que expresa TSCRTT. Las
membranas de nitrocelulosa se incubaron con 1uCiul de *°CaClz. Las MNGC se tifieron con rojo
de ponceau S para determinar la eficiencia de transferencia y la posicién de los pesos
moleculares. Carril 1, pesos moleculares que sirvieron como control negativo, carril 2, 2.5ul de
extracto inducido, carril 3, 5ul; carril 4 control positivo. Se indica la posicién de los pesos
moleculares.
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* DISCUSION

En el bresente trébajb se repbrta por primera vez la caracterizacién de la CRT
de.T. solium. El estudio de esta proteina, su caraclerizacion y subsecuente
~Iocélizééién es importante para dilucidar sus funciones especificas en el parasito
y-en la relacién con el hospedero. Las caracteristicas estructurales y la
‘secuencia conservada, asl como la habilidad de unir calcio, indican que la
. TsCRTr que se aislo, caracterizé y purificé parcialmente, pertenece a la familia
: de las calreticulinas.

Se analizé la secuencia deducida de aminoacidos y se identificaron varias
‘secuencias caracteristicas: (i) Dos secuencias consenso en el dominio N, (ii) dos
conjuntos de tres repeticiones A y B en el dominio P, (iil) la pesencia de una
secuencia hidrofébica en el extremo N-terminal que representa al péptido sefal
para su exportacion y (iv) el tetrapéptido KDEL que representa una secuencia de
retencion de reticulo endoplasmico (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 et al., 1993), o la secuencia
de O. volvulus, que aunque no presenta una sefial de retencion es claramente
un homdlogo de CRT (Unnasch et al, 1988). A pesar de terminar con esta
secuencia de retencion, como otras proteinas de RE, (Pelham, 1996) se ha
descrito la presencia de CRT en la superficie celular (Arosa ef al., 1999; Xiao et
al., 1999). Esto se puede deber a que al haber una sobreproduccion de
proteinas chaperonas, los receptores para el tetrapéptido KDEL disponibles no
sean suficientes y que éstas escapen a la superficie. Por ejemplo, la CRT dé f
conejo expresada en el sistema de levadura Pichia pastoris es secr'tada -
medio a pesar de tener la secuencia de retencién de RE (Andnn er { :
Otro mecanismo que podria explicar este fenémeno es la falta de accesnbmdad )
de la secuencia de retencion debido a la interaccion con otras protefnas (Xlao ot
al., 1999a). Por otro lado, Baksh y Michalak (1 991) observaron que la senal de
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retencion en otras proteinas siempre esta precedida por grupos de aminoacidos
acidos como los del dominio C y sugirieron que las interacciones entre estas
proteinas, incluyendo CRT y sus receptores, estd regulada por Ca™. La
presencia de la TsCRT en la superficie del parasito podria tener implicaciones
importantes en la interface hospedero-parasito, en los mecanismos de evasion
immune y en el mantenimiento de la infeccién. asi como en la generacién de
inmunidad protectora, por lo que se sugiere la realizacion de experimentos de
inmunolocalizacion de la proteina naliva, asi como de expresion, en las
diferentes etapas de desarrollo del parasito.

Todas las CRTs hasta ahora estudiadas tienen tres cisteinas localizadas en el
dominio N. La posicion de estas cisteinas se conserva en todas las calreticulinas
desde plantas hasta la CRT humana, dos de ellas forman un puente disulfuro
que es importante para el correcto doblamiento de la region N terminal de la
proteina (Michalak et al., 1999). La TsCRT presenta estas tres cisteinas
conservadas sugiriendo que la proteina recombinante es capaz de adquirir la
conformacion correcta. Esta caracteristica es importante ya que el dominio N es
el que une Zn"" a través de las histidinas (Baksh; et al., 1995a Baksh ef al,,
1995b). La unidn de la calreticulina humana a Zn** involucra cinco de las siete
histidinas presentes en la secuencia. La TsCRT al igual que su homoéloga de
seres humanos, presenta siete histidinas, cuatro de las cuales se encuentran en
el dominio N en posiciones conservadas, sugierendo que podrian tener un papel
impartante en la interaccién con dicho cation. Se ha demostrado que el Zn**
contribuye en la regulacion de la expresion génica (Berg, 1990) en el
funcionamiento de algunas metaloenzimas (Coleman, 1992), bloguea el fiujo de
Ca'’ en algunas células (Hide, 1992) e induce apoptosis en linfocitos periférico;
(Treves, et al, 1994). Adicionalmente se ha demostrado que la CRT, como
chaperona, interacciona con otras protelnas residentes de RE de manéra
dependiente de Zn**, y que estas interacciones modifican su capabidéd de unién
a Ca*'. Existe una compartamentalizacién de las concentraciones de Zn** en la
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célula'y ésta coincide con la presencia de CRT, por lo que se sugiere un papel
regulador de esta proteina en los niveles intracelulares de este ion.

En el presente trabajo se demostré 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. volvulus (48.11%). y la de S.
japonicum (47.12%). El alto grado de conservacion de la calreticulina en las
diferentes células eucariontes indica que se trata de una proteina fundamental

para la fisiologia celular.

El reconocimiento por parte del suero anti-glicoproteinas de T, solium de la
TsCRT se puede explicar de manera no excluyente por: (i) la copurificacion de la
TsCRT con las glicoproteinas debido a su caracter de lectina que reconoce
polipéptidos N-glicosilados (Helenius, 1997; Johnson, 2001) y (i) el hecho de
que la TsCRT sea una glicoproteina. Se tiene evidencia que las CRT de las
diferentes especies presentan sitios potenciales de glicosilacion que son
utilizados de manera especifica segun el tejido o la especie (Nakhasi et al.,
1999; Michalak et al., 1999). Mas aun, se ha reportado que el choque térmico
puede inducir la glicosilacion de la CRT (Jethmalani y Henle, 1998; Michalak et
al., 1999). Aunque la glicosilacion de la CRT es mas comun en plantas, se ha
reportado CRT dglicosilada en Leishmania donovani (Joshi, et al., 1996). La
TsCRTr presenta dos sitios potenciales de glicosilacién, 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 obtencion de las glicoproteinas diagndsticas
(Tsang et al, 1989). No deja de llamar la atencion, el hecho de que en el
presente trabajo, el suero generado en contra de las glicoproteinas diagnosticas
utilizado para el inmunotamizaje, identificé, junto con la clona que codifica para
la TsCRT, cinco clonas que codifican para paramiosina lo que sugiere que
podria tratarse de proteinas que aunque no presentan alta homologia a nivel de
secuencia, presentan estructuras secundarias similares que les. permiten
interactuar con las mismas proteinas. La CRT de diversas células se une a la
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region de coldgena de C1q al igual que la paramiosina e inhiben la cascada de
complemento (Stuart et al., 1997, Eggleton et al., 1998, Laclette et al., 1992). Por
otro lado, la secuencia de la paramiosina de T. solium tambien presenta un sitio
potencial de glicosilacion en la posicién 556-559.

La expresion de la TsCRTr en el sistema pET23-a-BL21 fue muy eficiente, ya
que la proteina recombinante representa un ~33% de la proteina total expresada
en el cullivo de bacterias. La TsCRTr expresada migré en geles de
poliacrilamida al 12% en presencia de SDS 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 homdloga de la CRT que forma parte integral de la
membrana de RE (Rajagopalan et al., 1994) y calmegina, una proteina que une
Ca' y que se expresa durante la espermatogénesis (Watanabe et al., 1994). La
migracién lenta de estas proteinas ha sido explicada por su naturaleza &cida,
que interfiere con la unién al SDS. Esta sugerencia se basa en la observacion de
que la CRT de O. volvulus que no es tan acida como otros miembros de esta
familia, aparentemente migra con un tamano similar al de la prediccion de su
peso molecular (Unnasch, 1988). La naturaleza acida de la TsCRTr esta dada
por el alto porcentaje de &cido glutamico y aspartico principalmente en el
dominio C y esta relacionada directamente con la alta capacidad de las CRTs de
unir a Ca*". Esta region 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 aminodcidos &cidos han sido descritas para otras proteinas 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 reticulo sarcoplasmico (Takeshima et al., 1989).
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Se logré una purificacion del 80% con la precipitacion por punto isoeléctrico,
aunque se necesitan pasos adicionales en el protocolo de purificacion para
obtener la TSCRTr con un grado de pureza mayor. Se ha demostrado que la
interaccion con Zn'" induce un cambio conformacional en la CRT humana que
expone los residuos hidrofdbicos que interactuan con fenil sefarosa en
cromatografia de interaccion hidrofobica (Heilmann, et al., 1993). Debido a que'
la protelna recombinante constituye un alto porcentaje de la proteina total, el uso
de métodos convencionales como la cromatografia de intercambio i6nico
también han sido utilizadas exitosamente (Baksh et al., 1991). Asimismo, la alta
afinidad de unién a Ca'* se podria explotar utilizando cromatografia de afinidad
con una columa de acido iminodiacético, quelante de iones metalicos divalentes
(HiTrap affinity columns, Amersham Pharmacia). En el presente trabajo se
demostré que la TsCRTr es capaz de unir Ca®*, esto implica una conformacion
correcta y funcional de la proteina recombinante. Recientemente se ha
identificado la CRT como un alergeno en el nemalodo Necator americanus, sin
embargo la proteina 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 caracteristicas de las CRTs, en
particular, la capacidad de la TsCRTr de unir e inhibir el componente C1q de la
cascada de complemento. Esta funcién es importante, ya que se tiene evidencia
de que la via clasica de complemento esta involucrada en la destruccién de las
oncosferas de 7. sofium (White et al., 1997). Asimismo se ha sugerido que el

parasito ha desarrollado mecanismos de evasion entre los que destaca el papel ..

de la paramiosina ya que se une al componente C1q e inhibe la cascada de}lv
complemento (Laclette ef a/, 1992). La TsCRT también podrfa estar involdcrad‘_é,
en estos mecanismos. Se le han atribuido una diversidad de funciones a la CRT,"
que podrian tener implicaciones importantes en la relacion hospedero-parésito’y'
desarrollo de la enfermedad. : ‘
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' CONGLUSIONES

1, La calreticulina de Taenia solium (TSCRTr) presenta una estructura
caracteristica de la familia de las calreticulinas:

Péptido sefal.
Tres dominios eslructurales domlnlo N ‘dominio P y dominio C.
Dos secuenclas consenso en eI dommlo N

Conservacion de tres cisteinas y - 5 “histidinas en -el dominio N,
Involucradas enla unién a Zn'*,

Dos con}untos de tres repeticiones A y B en el dominio P involucradas en

la union a Ca’* con alta afinidad.

Sefial de retencion de reticulo endoplasmlco (KDEL)

punto isoeléctrico.

4. Presenta ~50% de ndenudad con las calretlcullnas de Sch/s{osoma /aponlcum '

Schistosoma mansoni, Onchocerca volvulus y Homo saplens
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PERSPECTIVAS

PERSPECTIVAS
1. Purificar completamente la TsCRTr,

2. Generar anticuerpos policionales e inmunolocalizar la protelna TSCRT en las
diferentes etapas del ciclo de vida del parasito.

- 3. Analizar la expresion diferencial de la TsCRT en Ios dlferentes estadlos de
rdesarrollo de 7, so//um .

4, Delermlnar su capacidad de union al: componente C1q e mh|bic10n de la
:‘cascada de complemento

5, Determlnar el reconommlento_de TsCRT por - sueros de pamentes con -
neuroctsucercoslsycon teniosis.- ; .

6. Determinar su ulilidad como antigeno protector.
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