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RESUMEN: La proteina chaperona Calreticulina (CRT), ha sido identificada en reticulo endoplasmico (RE) y Gltimamente en la
matriz extracelular (MEC) de predentina y arterias, atribuyéndole diferentes funciones extracelulares entre las que ddbisian la
celular, regulacion de la MEC y prevencion en la formacion de trombos. El objetivo del estudio fue identificar la preS&tficiam d¢EC
de vena safena parva. Se extrajo una muestra de vena safena parva de un espécimen masculino y luego fue procesadst@dgineslios hi
e inmunohistoquimicos para identificar su presencia. Mediante técnicas de inmunohistoquimica se pudo evidenciar la ptégeecia de
la MEC de la adventicia de vena safena parva. La presencia de CRT en MEC de safena parva orienta a que CRT tienentfpociones de
extracelular en esta localizacion, pero es necesario realizar estudios mas precisos para dilucidar sus principales farmoaes en
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INTRODUCCION

La calreticulina (CRT) es una proteina chaperona de cual produce bradicardia, bloqueo cardiaco completo,
46 kDa que consta de tres dominios estructuralmentemuerte stbita, edema cardiaco y una estructura anémala del
funcionalmente distintos que incluyen sitios de interacciGarcémero del corazoén, ventriculos y atrios, paredes
de calcio de alta y baja afinidad, una secuencia de sefialeatriculares mas delgadas y cardiomiocitos irregulares
para dirigirse al reticulo endoplasmico (RE) y una secuefMesaeliet al,, 1999; Liet al, 2001).
cia KDEL para su recuperacion / retencion en el RE (Obeid
et al, 2007; Golcet al, 2010). Se ha demostrado que la CRT se localiza en varios

sitios, como el RE, la superficie celular y la matriz

Las funciones de CRT al interior del lumen del REextracelular (MEC) (Golet al; Toledoet al, 2010). Las
incluyen el plegamiento adecuado de las proteinas y fa#iciones en la superficie celular de la CRT incluyen la ad-
glicoproteinas, la prevencion de la agregacion de proteinassion celular, el desmontaje de la adhesién focal, la migra-
el control de la calidad de las proteinas mediante la identi§iion celular, el anoikis, la fagocitosis y una posible
cacion y la prohibicion de entrada de las proteinas mal pteansduccion de sefiales ecto-CRT y binding-partners a la
gadas al RE para la destruccion mediada por ubiquitina ydaperficie celular (Golét al). La expresion en la superfi-
regulacion del metabolismo del calcio que influye en la seie celular de CRT también se ha relacionado con la deter-
Aalizacion celular (Golét al). minacion de la respuesta inmune contra el cancer (@beid

al.; Aguilar-Guzmaret al., 2014).

Los estudios con ratones deficientes en CRT y célu-
las madre embrionarias muestran un papel critico para la  La deteccion de la expresion de CRT en MEC sugie-
CRT en el mantenimiento del Calcio en el RE, ya que leg un papel en la mejora de la formacién de MEC. Esta de-
ratones deficientes en CRT muestran un desarrollo cardiagocion se llevo a cabo en un estudio que describe a CRT
anormal y muerte embrionarias. Por otro lado, el aumertéomo un componente de la MEC en la matriz de predentina
de la expresion de la CRT, en ratones transgénicos, prodde¢diente (Somogygt al, 2003). Este hallazgo es coheren-
un aumento significativo de la cantidad de Calcio en el RE& con la observacion reciente de que la proteina CRT esta
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aumentada en los tejidos fibroticos, lo que sugiere queda una envoltura de fascia profunda a este nivel popliteo,
CRT desempefia un papel en la mejora de la formacion i lo que para extraer la VSP, la fascia profunda también se
MEC y la resistencia de fibroblastos a anoikis, fuertementievo que disecar. Se corté una muestra de 1 cm de largo de
asociada con la fibrogénesis (Frisch & Francis, 1994). EISP y se almacend en formalina tamponada neutra al 10 %.
andlisis inmunohistoquimico de la localizacién de CRT en

las arterias de un modelo de aterosclerosis en conejos, Analisis Histoldgico.Se procedio a fijar muestras de VSP
giere que la CRT se localiza en la MEC después de unade- formalina tamponada al 10 % durante 3 a 5 dias y se
sion / dafio durante la remodelacion vascular (@bll).  realizo la técnica de deshidratacion, diafanizacién e inclu-
La localizacion de CRT en la MEC se induce ademas porsedn en parafina de las muestras en las que se realizaron
tratamiento con acido ascérbico, que estimula la expresiéortes histolégicos de |5m de espesor, que se tifieron con
del colageno. Dadas las interacciones conocidas de la Ci®matoxilina-eosina. Para la inmunohistoquimica, se utili-
con colagenos fibrilares, laminina y Trombospondina-1 yaron secciones histolégicas de VSP dgnd que se

su capacidad para modular la actividad de lhidrataron para proceder con la recuperacion antigénica uti-
metaloproteinasa de la matriz, es posible que la CRT enilmlando Dako Target Retrieval (CA, USA) y luego se blo-
MEC pueda actuar para modular la estructura o la rotaciquearon en una solucién de peréxido de hidrégeno en
de la MEC (Golckt al; Wuet al, 2017). Ademas, la CRT metanol (1:10). Para la deteccidon de Calreticulina, se utilizd
podria actuar como un enlace molecular entre la MEC yua suero inmune policlonal anti-Calreticulina humana en
superficie celular para desencadenar eventos mientras esta dilucion 1: 1000, que luego se reveld haciendo uso de
atada a la MEC. La liberacion de CRT de las células lesion anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina y
nadas o moribundas durante las condiciones de estrésosterior incubacion con NBT/BCIP. Para controlar los pro-
hipoxia y su incorporacion a la MEC, podria modificar ainesos de inmunomarcaje especificos, se utilizaron
mas la estructura de la MEC y la funcion celular, tanto endaticuerpos anti-CD31 (1: 100) en paralelo. Finalmente, se
reparacion de la herida como en las diversas respuestasa@blavieron microfotografias utilizando la camara Moticam
lesion, incluida la fibrosis (Michel, 2003; Valentigt al, 2500 (Motic, USA).

2004; Kypreotet al, 2008).

Como la presencia de CRT en la MEC es un nue RESULTADOS
descubrimiento y no esta bien descrito, creemos que las fun-
ciones asociadas o estimuladas por el CRT en la MEC con-
tinuaran desarrollandose. Aunque se ha estudiado la presen-  Se observé a aumento mayor corte transversal de 0r-
cia de CRT en la matriz extracelular de los vasos sanggé&no tubular, el cual presentaba 3 tlnicas bien definidas, las
neos, no se ha investigado en vasos sanguineos human@des correspondian a intima, media y adventicia, respecti-
como la vena safena parva (VSP). Es por eso que este tralaanente. La tlnica intima se observo bien definida, con pre-
jo abordaré el analisis de la expresion de esta proteina esdacia de endotelio y una capa subendotelial fina con esca-
VSP. so tejido conectivo laxo. La tnica media se visualizé con
pequerfios fasciculos de musculo liso, una gran presencia de
fibras de tejido conectivo laxo a denso irregular, los cuales
MATERIAL Y METODO se disponian circunferencialmente alrededor del lumeny la
tunica intima. Finalmente, la tdnica adventicia se observo
bastante desarrollada y altamente vascularizada, presentan-
Analisis Anatdmico. Se extrajo tejido de VSP desde la fosalo vasa vasorumacompafiada de gran cantidad de gruesas
poplitea derecha de una muestra de un hombre de 45 ditwss colagenas conformando un tejido conectivo denso irre-
de edad. Para acceder a la fosa poplitea, se realiz6 unadiar (Fig. 1).
seccion en hoja de libro. Se trazaron dos lineas horizonta-
les, una linea horizontal de limite inferior se realiz6 a nivel Mediante inmunohistoquimica anti CRT humana, se
de la cabeza de la fibula, mientras que la linea horizontalpledo comprobar su presencia a nivel intracelular, preferen-
limite superior se realizé al nivel de la base de la patela. Ltasnente de manera perinuclear, lo que da cuenta de su ubi-
dos lineas horizontales estaban unidas por una linea vertzzdion candnica en células musculares y células endoteliales
en sus puntos medios. Se realizé una diseccion por plade,la VSP. Al explorar la matriz extracelular, a nivel de la
primero se disect la epidermis y la dermis juntas exponiesdventicia, fue posible observar inmunorreaccion compati-
do el tejido celular subcutaneo. Luego, este Ultimo se disealé con la presencia de CRT. A nivel de la matriz extracelular,
con la fascia superficial incluida para exponer la fascia pria ubicacién de CRT se centr6 junto a las fibras colagenas
funda. Es importante mencionar que la VSP se desplazgbay. 2).
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Inmunohistoquimica de vena safena parva, la que fue incubada
con anticuerpos anti-CD31 1:100 (400x).

\
[
0o,
.
)
)
Vot ey
. ;f

¢ - . NI et al; Mesaeliet al) la han ubicado en matriz extracelular

< LR & W dénde podria tener diferentes funciones. &iwal (2019)
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' DN PP ) »‘. n".__‘-‘ en el suero y liquido sinovial de pacientes con artritis
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AR < RN R S04 conICAM-1en las areas perivasculares del liquido sinovial y

Fi.g. 1. Corte transversal de vena safena parva tefiido cHR@ elevada correlacion de CRT y VCAM-1 asociada princi-
Hematoxilina-Eosina (400x). palmente a la capa de revestimiento sinovial. Ademas, identi-

m ficaron, en un modelo de células endoteliales de venas
umbilicales humanas, una elevada expresion de ICAM-1y un
aumento en los niveles de fosforilacion de Akt y la 6xido ni-
trico sintasa endotelial (eNOS) en presencia de CRT
extracelular. Estos hallazgos implican a CRT en procesos aso-
ciados a la mantencion de una adhesién celular adecuada tan-
to intercelular como con la matriz extracelular, promoviendo
ademas una adecuada funcién vascular a través de la correla-
cién con eNOS.

Otra de las funciones que podemos inferir de CRT esta
asociada a una potente funcién antiangiogénica de unos de
sus dominios N-terminal. En el estudio de Rékal (1998)
identificaron un dominio antiangiogénico de CRT (CAD180),
el cual esta constituido por el dominio N-terminal de los
Fig. 2. Expresion de Calreticulina en vena safena parvaminoacidos 1-180 de CRT, aislado de células de la linea B
Inmunohistoquimica de vena safena parva, la que fue incubadenortalizadas de virus de Epstein Barr, el cual seria un po-
con suero inmune de conejo anti-CRT humana 1:1000 (400x). tente inhibidor de la angiogénesis. La neovascularizacion ocu-
lar (NO) es una caracteristica frecuente en la retinopatia del
DISCUSION prematuro, la retinopatia diabética y la degeneracion macular
neovascular relacionada con la edad. La NO cursa con una
primera fase de pérdida de la microvasculatura retiniana por
En el presente estudio, identificamos la presencia ti¢poxia, induciendo un aumento excesivo de factores
CRT en la matriz extracelular de la adventicia de VSP humangiogénicos lo que lleva a una segunda fase de proliferacion
na. Esta proteina ha sido habitualmente documentada cotieovasos aberrantes lo que induce la pérdida de la vision. Por
una proteina chaperona ubicada dentro del reticuso parte en el estudio de &ual (2018) demostraron las pro-
endoplasmico, pero diferentes estudios (@&blal; Somogyi piedades antiangiogénicas de CAD180 usando un modelo de
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ratones con retinopatia inducida por oxigeno {jrisch, S. M. & Francis, H. Disruption of epithelial cell-matrix interactions in-

neovascularizacion coroidal inducida por laser. Al aplicaéolgufef_aggggz':' g?giﬁ;ﬁ:gﬁ%?%ﬁgﬁyn L B Greives M. R

CAD180 a los ratones por medio de un virus asociado a naylor, S. M.; Michalak, M. & Murphy-Ullrich, J. E. Calreticulin: non-
adenovirus serotipo 2 que expresara CAD180 a través de viaendoplasmic reticulum functions in physiology and dise#&EB J.,

: ov ihikig | 24(3)665-83, 2010.
intra-vitrea, demostraron que CAD180 InhlbIOIanotto'J_C_;Chauveau,A_;Mottier,D.;Ugo,V.;Berthou,C.;Lippert,E.&

significativamente neovascmarizadon retiniana ianCida POI" Delluc, A. JAK2V617F and calreticulin mutations in recurrent venous
oxigeno. La expresion de CRT en VSP podria explicarse ayu- thromboembolism: results from the EDITH prospective cohartn.

dando en la regulacién de procesos angiogénicos. A su vez, LiHematol., 96(3B83-6, 2017. N _ o
t al (2018) identificaron una prevalencia de una mutaciélﬂlpreou, K. P.; Kavvadas, P.; Karamessinis, P.; Peroulis, M.; Alberti, A.; Sideras,
etal p P.; Psarras, S.; Capetanaki, Y.; Politis, P. K. & Charonis, A. S. Altered

de CRT en pacientes con trombosis venosa esplacnica (TVE).expression of calreticulin during the development of fibrd@isteomics,
Una elevada proporcion de pacientes con TVE tienen el diag- 8(12)2407-19, 2008.

Lo . . . . M.; De Stefano, V.; Song, T.; Zhou, X.; Guo, Z.; Zhu, J. & Qi, X. Prevalence
nostico de neOplaSIa m|eloproI|ferat|va (NMP), la cual se Hé of CALR mutations in splanchnic vein thrombosis: A systematic review

asociado intimamente a una mutacion de la via JAK2V617F. and meta-analysighromb. Res., 1696-103, 2018.
También se ha identificado que los pacientes con NMP, dinZ.; He, L.; Wilson, K. & Roberts, D. Thrombospondin-1 inhibits TCR-

mutacion en JAK2V617F son probables candidatos a tener r{(‘e%'\‘/"‘;f‘w'mﬁgoccytev‘;g%"‘5“"533‘;(’“%”;"; ;6;é2i22?335|2r22iﬁ|in

una mutacion en CRT (lanotédal, 2017) convirtiendo asia induced endothelial ICAM-1 up-regulation associated with tristetraprolin
CRT en un nuevo blanco diagnéstico de la NMP. expression alteration through PI3K/Akt/eNOS/p38 MAPK signaling pathway
in rheumatoid arthritisMol. Immunol., 10710-20, 2019.
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SUMMARY: Calreticulin (CRT) protein, has been identified in - aAguilar, L.; Lemus, D. & Ferreira, AComparative in vivo antiangiogenic
the endoplasmic reticulum (ER) and lately in the extracellular matrix  effects of calreticulin from Trypanosoma cruzi and Homo sapiens sapiens.
(ECM) of predentine and arteries. It is responsible for different Biol. Res., 43(3287-9, 2010.
extracellular functions, such as cell adhesion, ECM regulation, and the, L.; Wang, J. H.; Barathi, V. A.; Prea, S. M.; He, Z.; Lee, J. H.; Bender, J.;
prevention of thrombosis. The aim was to identify the presence of CRT King, A. E.; Logan, G. J.; Alexander, I. et al AAV-mediated gene
in ECM of small saphenous vein. A sample of small saphenous vein delivery of the calreticulin anti-angiogenic domain inhibits ocular
from a male specimen was extracted and then processed by histologicalneovascularizatiorAngiogenesis, 21(195-109, 2018.
and immunohistochemical assays to identify its presence. The preseMaientijn, A. J.; Zoug, N. & Gilmore, A. PAnoikis. Biochem. Soc. Trans.,
of CRT in the ECM of the small saphenous vein was observed by 32(Pt. 3)421-5, 2004. o
immunohistochemical techniques. The presence of CRT in the sm¥{t Y-> Puperi, D. S.; Grande-Allen, K. J. & West, J. L. Ascorbic acid promotes
saphenous vein ECM, indicates that CRT have extracellular functions in extracellular matrix deposition while preserving valve interstitial cell

this area, however, more precise studies are necessary to determine it§Uiescence within 3D hydrogel scaffolds.Tissue Eng. Regen. Med.,
main functions. 11(7y1963-73, 2017.
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