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PALABRAS

La calreticulina es una proteina multifuncional que se identificéd y caracterizé inicial-
mente en el reticulo endoplasmico, y que posteriormente se identificé en otros com-
partimientos subcelulares, en donde regula diferentes procesos. Interesantemente,
esta proteina es la Unica chaperona que se ha identificado en la superficie celular y
que es secretada al torrente sanguineo. La localizacién de la regién amino terminal
de la calreticulina, en el suero sanguineo, forma parte de la firma de anticuerpos aso-
ciados con la deteccién del cancer hepatico y sugiere su utilizacién para la deteccidon
y/o diagnéstico de otros tipos de cancer. Asimismo, estudios recientes demostraron
que la calreticulina interacciona con la region 3 -UTR de los RNAs mensajeros del
receptor tipo I de la angiotensina y del transportador de glucosa 1 para regular sus
niveles de expresion.

ABSTRACT

Calreticulin is a multifunctional protein that was initially identified and characterized in
the endoplasmic reticulum, and further identified in different subcellular compartments
to regulate a variety of cellular processes. Interestingly, this protein is the only
chaperone that has been identified in the cell surface and which is secreted to the
extracellular space. Since the amino-terminal region of the calreticulin is part of the
antibodies signature to detect the hepatocellular carcinoma, it could also be useful for
the detection and/or diagnosis of other types of cancer. Besides, recent studies showed
that calreticulin interacted with the 3 "-UTR regions of the Angiotensin Receptor Type
I and glucose Transporter 1 messenger RNAs to regulate their expression levels.
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INTRODUCCION

La calreticulina (CRT) es una proteina chaperona
(46 kDa) que consiste de tres dominios estruc-
turales y funcionales (1). El dominio P -rico en
residuos de prolina- tiene solamente un sitio de
union a calcio (Ca?*) de alta afinidad (Kp= 1.6uM;
Buax= 1mol/mol de proteina), mientras que el do-
minio carboxilo terminal (C-Terminal) tiene baja
afinidad (Kp=0.03-2 mM) y una alta capacidad?

*Recibido: 29 de julio de 2015 Aceptado: 27 de octubre de 2015

(Bmax= 20-50mol/mol de proteina) para la unién
de este cation (2). El dominio amino terminal (N-
terminal) contiene una secuencia sefial que dirige
a la CRT hacia el reticulo endoplasmico (RE) y el
C-terminal una secuencia KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)
de retencién en este compartimiento subcelular
(Fig. 1). En el lumen del RE, la CRT, junto con
otras chaperonas, participa en el plegamiento
correcto de las proteinas (por medio de su sitio
con actividad de lectina) y previene la agregacion

3Buwax. NUmero maximo de sitios de union.
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Figura 1. Dominios estructurales y funcionales de la calreticulina. La calreticulina posee sitios de unién a
Ca?* de baja y alta afinidad, asi como una regiéon que presenta repetidos de prolina (dominio P). En las regiones
N y C terminales se localizan secuencia de localizacion y retencion en el reticulo endoplasmico, respectivamente.

Tomada y modificada de Michalak et al. 2009.

proteica. Asimismo, la CRT identifica y dirige las
proteinas mal plegadas hacia el proteosoma para
su degradacion. Otra funcidn de la CRT en el RE es
el control de la concentracidon de Ca2* luminal, en
donde el 50% de la concentracion de este catidon se
asocia a esta proteina (3). Se ha observado que un
incremento en los niveles de expresién proteicos
se traduce en un mayor almacenamiento de Ca?*
en el RE (4-5), mientras que una disminucién en
su expresion resulta en una menor capacidad de
almacenamiento de este cation (3) y en defectos
durante el desarrollo del corazén del ratéon (6-7).
Ademas de su localizacion en el RE, la CRT se en-
cuentra en diferentes compartimientos subcelulares
(Fig. 2) para regular procesos celulares como son
el procesamiento y presentacion de antigenos en la
respuesta inmune (8), la fagocitosis de las células
cancerosas por medio de las células dendriticas
(9), la fagocitosis de las células apoptéticas (10),
asi como la adhesién, migracion y proliferacién
celular (11-12). También, la CRT participa en la
regulacion de la migracién celular, al regular el
desensamble de las adhesiones focales (13), y
en la anoikis, la cual es un tipo de muerte celular
gue se caracteriza por la pérdida de la adhesién
celular (14). Debido a la participacién de la CRT
en la regulacién de diferentes procesos celulares,

esta proteina “clasica del RE” estd emergiendo
como un mediador critico de diversos procesos
fisioldgicos y patoldgicos tales como la cicatriza-
cién cutanea, la respuesta inmune, la fibrosis y
el cancer (13-16).

LOCALIZACION DE LA CRT EN LA MATRIZ
EXTRACELULAR

Estudios iniciales demostraron que la CRT se lo-
caliza en la matriz extracelular (MEx) de la pre-
dentina dental (15) y que existe un incremento
en la expresion de ésta en tejidos fibrosos (16).
De acuerdo a esto, se sugiere que la CRT participa
en la formacion de la MEx y en la resistencia a la
anoikis, ya que estos procesos son caracteristicos
durante la fibrogénesis.

En un modelo de arteroesclerosis, la CRT se
localizé en la MEx de las arterias del conejo du-
rante la remodelacion vascular. Ademas, diferentes
lineas de evidencia indican que la CRT se localiza
en la fase insoluble a detergentes de la MEx de
fibroblastos humanos en cultivo, y que ésta se
transloca hacia la MEx en respuesta al tratamiento
con acido ascérbico. Dadas las interacciones que
la CRT establece con colagenos fibrilares, con la
laminina y con la TSP1 (Trombospondina 1), asi
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Figura 2. La calreticulina se localiza en distintos
compartimientos subcelulares. La CRT se caracterizo
inicialmente como una proteina residente exclusivamente
del reticulo endoplasmico (RE); sin embargo, estudios
posteriores demostraron su presencia en el citoplasma,
en la membrana celular y en la matriz extracelular.
Segun la regién en la que se localice la CRT, va a ser la
funciéon que desempefa en un sistema.

como por su capacidad de modular la actividad
de metaloproteinasas en la MEx, es factible que
la CRT module la estructura y/o el intercambio de
componentes en la MEx o bien, que esta proteina
funcione como un "“link” molecular entre la MEx y la
superficie celular. Por lo tanto, se ha propuesto que
en condiciones aberrantes, en las que la CRT ya no
se incorpora a la MEx, la induccion de su secrecion
y su posterior interaccion con componentes de la
MEx podria restablecer los mecanismos molecula-
res alterados del sistema (17). En efecto, como se
describe posteriormente, la aplicacion ectépica de
la CRT es determinante para la activacién de la via
mediada por la PI3K (Fosfatidilinositol 3-Cinasa)
en respuesta a TSP1 (13).

PARTICIPACION DE LA CRT EN LA ADHESION
CELULAR

Uno de los primeros indicios de que la CRT regula
la adhesion celular, surgio de un trabajo en el que
se demostro que la unién de la CRT citoplasmica a
la secuencia de aminoacidos KxGFFFKR* (Lys-x-Gly-
Phe-Phe-Phe-Lys-Arg), de la regidn intracelular de
las integrinas, estabiliza la union de las integrinas

con su ligando y activa a FAK (Proteina Cinasa de
Adhesion Focal) (18). Asimismo, se observd que la
CRT co-inmunoprecipita con integrinas durante la
adhesion celular (18) y que se encuentra en com-
plejos de adhesion focal junto con ciertas integrinas
y LRP1 (Proteina 1 relacionada con el Receptor de
Lipoproteinas de Baja Densidad) (19). Ademas de
interaccionar a nivel citoplasmico con las integrinas,
la CRT - localizada en la superficie celular- se une a
dominios extracelulares de la integrina o231 (20) y
a formas glicosiladas de la laminina para mediar la
propagacion de células de melanoma. Esto apoya la
idea de que la CRT puede estar funcionando como
un tipo de lectina en la adhesion celular (21).

CRT Y MIGRACION CELULAR

La participacion de la CRT en la migracidn celular
esta directamente relacionada con la formacion y
desensamble de las adhesiones focales, al esta-
bilizar a las integrinas y de esta forma a la MEx.
La expresion de la CRT en la superficie de las
células endoteliales de la aorta del bovino y de
los fibroblastos, facilita su interaccidn con la TSP1
soluble y de esta forma regula el desensamble de
las adhesiones focales y la migracién celular. La
interaccion de la CRT con la TSP1, por medio de
los aminoacidos 19-36 de su regiéon N-terminal,
induce el acoplamiento del complejo CRT-TSP1 con
el receptor LRP1 (22). La formacion de este ma-
crocomplejo (CRT-TSP1eLRP1) induce la activacion
de receptores acoplados a proteinas Gai, los cuales
inhiben la produccién del segundo mensajero ade-
nosin monofosfato cilico (AMPc), y activan la via
mediada por la PI3K, FAK y ERK (Proteinas Cinasas
Reguladas por Sefales Extracelulares). Esto resulta
en la disminucién de la actividad de proteinas G
pequefias, de la familia Rho, lo que conlleva a la
reorganizacion del citoesqueleto y a la pérdida de
las adhesiones focales (13) (Fig. 3). En fibroblastos
de ratones que no expresan la CRT, se observé que
la activacidon de la TSP1 no tiene efecto sobre la
activacién de la via PI3K-FAK-ERK; sin embargo, la
aplicacién exdgena de la CRT es suficiente para
inducir la activacion de esta via (13). Por lo tanto,
la expresion de la CRT en la superficie celular es
determinante en la regulacion de las adhesiones
focales por medio de la via TSP1ePI3K-FAK-ERK.

CANCER Y LA RESPUESTA INMUNE

En un estudio realizado por Tufi y col. (23), se
demostrd que el proceso de destruccion de las
células cancerosas, mediado por el sistema inmu-

4Secuencia KxGFFFKR. Motivo proteico altamente conservado en el dominio citoplasmico de las subunidad alfa de

las integrinas.
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Figura 3. La localizacion de la CRT en la superficie celular induce la pérdida de las adhesiones focales
de los fibroblastos. Cuando la CRT se localiza en la superficie celular, ésta se une al factor TSP1 soluble e
interacciona con el receptor LRP1, lo cual induce la activacion de la via mediada por la PI3K. La activacion de la PI3K
disminuye la actividad de proteinas G pequefas (Rho) y esto remodela el citoesqueleto para que se desensamblen

las adhesiones focales.

ne, es dependiente de la localizacién de la CRT
en la superficie celular. La aplicacion de antra-
ciclinas, asi como de inhibidores especificos de
la PP1 (proteina fosfatasa 1)/ PPR1 (Subunidad
Reguladora 1A (Inhibidora) de la Fosfatasa 1)-
involucrada en la desfosforilacion de la proteina
elF2a (Proteina Hiperfosforilada durante el estrés
del RE) -, induce la translocacion (en minutos) de
la CRT a la superficie de células pre-apoptoticas
y la remocion de éstas por las células dendriticas
y linfocitos T primarios especificos para antige-
nos tumorales (24). La translocacion de la CRT
a la superficie celular, por antraciclinas, ocurre
en respuesta a una disminucion de Ca?* en el RE
y es seguida por la expresion y liberacién de las
proteinas de choque térmico Hsp90 (Proteina de

Choque Térmico, 90 kDa) y Hsp70 (Proteina de
Choque Térmico, 70 kDa), asi como por la liberacion
de la proteina HMGBI (Proteina de Alta Movilidad
del Grupo I) que actla sobre el TLR4 (Receptor
4 parecido a Toll) en las células dendriticas (9).
La interaccion de la proteina HMGBI con el TLR4
induce el procesamiento y la presentacion de
antigenos tumorales por las células dendriticas,
lo cual facilita la activacidon de las células T y la
generacion de células T citotéxicas (CD8+), las
cuales actian en contra de las células neopla-
sicas (Fig. 4A). De forma similar, Gardai y cols.
sugieren que la CRT, en la superficie celular de
las células apoptoticas, es un ligando del receptor
LRP1 y junto con la fosfatidilserina (PS), inactiva
a la Molécula CD47 (CD47), lo cual resulta en la
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Figura 4. Sinapsis fagocitica entre una célula apoptética y un macrofago. A) La inhibicion de la fosfatasa
1(PP1) por antraciclinas inhibe la desfosforilacion del Factor 2 de Iniciacion Eucarionte (EIF2a), lo cual induce la
disminucién la concentracion de Ca?* en el lumen del RE, y la translocacion de la CRT hacia la superficie celular. De
igual manera, se liberan las proteinas de choque térmico de 90 (HSP90) y 70kDa (HSP70), y de la Proteina de alta
Movilidad del Grupo I (HMGBI) que actta sobre el Receptor 4 Parecido a Toll (TLR4). B) La translocacion de la CRT
y de la fosfatidilserina (PS) hacia la superficie celular de las células apoptdticas facilita su interaccion con el receptor
LRP1/CD91 que es expresado en los macrofagos. Este reconocimiento proteico inhibe a CD47 y en consecuencia, la
activacion del receptor fagocitico SHPS1 (Proteina Alfa Reguladora de la Sefal), el cual induce vias de sefializacion
relacionadas con la inhibicion de la fagocitosis. En la superficie celular, la PS puede interaccionar con varios receptores
fagociticos, como la Integrina Alfa V (ITAV). CD14 funciona como un factor de inmovilizacion que reconoce a las
ACAMPs (Patrones Moleculares Asociados a Células Apoptdticas). Tomado y modificado de Gregory y Brown, 2005.
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inactivacion de vias de sefializacion —mediadas por
SHPS1- que inhiben la fagocitosis (Fig. 4B). Las
células que no expresan a la CRT en la superficie
celular no se fagocitan por las células dendriticas;
sin embargo, la aplicacion exdgena de la CRT
restablece la fagocitosis de las células tumorales.
Interesantemente, el tratamiento con antracicli-
nas de pacientes con leucemia mieloide aguda,
produjo un incremento en la expresion de la CRT
en células cancerosas circundantes, sugiriendo
gue la exposicidon de la CRT en la superficie de las
células neoplasicas podria promover una respuesta
positiva en la terapia contra el cancer (25).

La presencia de la region N-terminal de la CRT
(ecto CRT) en el suero sanguineo, forma parte de
la firma de los auto-anticuerpos que permiten la
deteccidon del cancer hepatico y se ha propuesto
gue esta region N-terminal es la responsable de Ia
induccion de la reactividad inmune contra los an-
tigenos tumorales. Por el contrario, se sabe que la
CRT y las proteinas Hsp90 y Hsp70 tienen actividad
anti-apoptotica, lo cual indica que estas proteinas
podrian promover también la sobrevivencia de las
células cancerosas. De hecho, la geldanomicina,
inhibidor andlogo de la proteina Hsp90, se utiliza
en la clinica (fase I y II) para el tratamiento de
diversos tipos de cancer (26).

Ademas de los mecanismos mencionados, la
CRT ejerce otro tipo de efectos sobre la respuesta
inmune. Para facilitar la respuesta inmune de las
células T, la CRT forma un complejo con las pro-
teinas TSP1, LRP1 y CD47 (Proteina Asociada a
Integrinas) para mediar la adhesidon y migracion
de estas células (27). Un punto importante es que
la exposicion de la CRT en la superficie celular es
esencial para el reconocimiento y para la fagocitosis
de las células neoplasicas por los macrofagos. Este
proceso es independiente de la exposicion de la
PS y es importante en la induccidn y secrecién de
las citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8, IL-10 y
TNF-o (Factor o de Necrosis Tumoral), las cuales
activan la respuesta inmune. La presencia de la
CRT en los granulos de los linfocitos T citotdxicos
y de las células “asesinas naturales” (natural killer
cells), es necesaria para la interaccion y formacion
de sinapsis que inducen la muerte celular de las
células blanco (28).

Adicionalmente, Obeid (29) demostrd que los
péptidos inhibidores del complejo PP1/PPR1A se
fusionan con moléculas que inducen la translocacion
de la CRT hacia la superficie celular de distintas
lineas celulares tumorigénicas. Esto resulta en el
incremento de la fagocitosis de las células tumo-
rales, por las células dendriticas, y en la reduccion

del crecimiento tumoral en modelos murinos de
cancer de colon, mama y fibrosarcoma. Por ende,
el empleo de estos péptidos, para inducir la ex-
posicion de la CRT en la superficie de las células
neoplasicas, podria tener un impacto clinico en el
tratamiento de ciertos tipos de cancer.

IMPACTO CLINICO DE LA EXPRESION DE LA
CRT EN DIFFERENTES TIPOS DE CANCER

La correlacién entre la expresiéon de la CRT y la
tumorigénesis se ha estudiado ampliamente en
diferentes tipos de cancer (30) y la mayoria de
los reportes indican que los tumores exhiben
mayores niveles de expresién que los tejidos no
neoplasicos (31-32). Asimismo, ciertos estudios
muestran que los niveles de expresién de la CRT
se correlacionan positivamente con la etapa clinica
y con la metastasis -hacia los nodos linfaticos- en
el cancer gastrico (33) y de mama (34). Pacientes
con cancer de pancreas y de esofago, que mostra-
ron una sobre-expresion en los niveles de la CRT,
tuvieron una sobrevida pobre (35-36).

Otros estudios han revelado que la CRT se
encuentra significativamente sobreexpresada en
diferentes tipos de cancer y que este cambio en su
expresion sirve como un biomarcador para detectar
el cancer de vejiga (37). De manera importante,
el incremento en los niveles de la CRT en la orina
permite diferenciar tumores malignos —alto grado-
de tumores con un mejor prondstico clinico —bajo
grado- (37), lo que sugiere que la sobre-expresion
de la CRT en el cancer podria estar relacionada con
la progresion tumoral. No obstante, la expresion de
la CRT correlaciona positivamente con la respues-
ta a la quimioterapia de pacientes con cancer de
ovario (38) y con un mejor pronostico de pacientes
con neuroblastoma (39). Con base en lo anterior,
la participacién de la CRT en la formacioén y pro-
gresion tumoral parece depender del tipo celular
y del estado clinico.

Recientemente, se detectaron mutaciones en
el gen que codifica para la calreticulina (CRT) en
neoplasmas mieloproliferativos (NMP) (40-41). La
mayoria de los pacientes con NMP, incluyendo polici-
temia vera (PV), trombocitemia (TE) y mielofibrosis
primaria (MFP), mostraron mutaciones en el gen
JAK2 (Cinasa Janus2) (42-43) y el resto mostré
mutaciones en el gen CRT, las cuales incluyen una
pérdida de 52 pares de bases (pb) y una insercion
de 5 pb que modifican el marco de lectura (44).
Por lo tanto, las proteinas que son codificadas por
este gen alterado carecen del dominio C-terminal
KDEL, lo cual modifica su unién al Ca2+ y el creci-
miento celular.
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PARTICIPACION DE LA CRT EN LA ESTABILI-
DAD DEL mRNA

Ademas de todo lo descrito anteriormente, la
CRT funciona como una proteina de unién a RNA
mensajero (MRNA). La CRT desestabiliza tanto al
MRNA de AT1 (Receptor tipo I de la Angiotensina
IT) (45) como al del GLUT1 (Transportador de Glu-
cosa 1) (46), al unirse a los extremos 3 "-UTRs.
Importantemente, la desestabilizacion del mRNA
del GLUT1 ocurre en condiciones de alta glucosa,
lo cual puede tener un significado importante en
la regulacién de los niveles de glucosa durante el
sindrome metabdlico. Estos resultados aportan
evidencia sobre una funcion nueva para la CRT en
un sistema bioldgico.

CONCLUSIONES

La funcion de la CRT en un tipo celular determi-
nado depende de diversos factores como son sus
niveles de expresion y localizacidn, asi como de las
interacciones proteina-proteina y proteina-mRNA
que establece en la célula. Aun cuando cambios
en su expresion y localizacion se han asociado con
la desregulacion de diversos procesos celulares,
otros estudios son necesarios para identificar los
mecanismos que rigen esta desregulacion. Desde
nuestro punto de vista, es necesario identificar las
interacciones proteina-proteina y proteina-mRNA
que la CRT establece en cada tipo celular y que
determinan su funcién.
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