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RESUMEN 

El cisticerco (fase larvaria) de Taenia solium es el agente causal de la cisticercosis humana y 

porcina. Se desarrolla a partir de la ingestión de huevos, los cuales se activan y eclosionan en 

el intestino liberando las oncosferas que migran a diferentes tejidos completando su 

desarrollo. En la cisticercosis, aún se desconocen las estrategias que utiliza el parásito para 

migrar a los diferentes tejidos del huésped. Sin embargo, en diferentes patógenos se han 

reportado proteínas receptoras de plasminógeno (Plg) involucradas en el proceso de 

invasión. Estudios previos en nuestro grupo mostraron que diferentes proteínas de T. solium 

tienen la capacidad de unir plasminógeno, entre ellas, la enolasa. El objetivo de este trabajo 

fue identificar en el cisticerco de T. solium otras proteínas que unen plasminógeno y evaluar 

si la enolasa recombinante de T. solium (rTsEnoA) mantiene la capacidad de unir y activar 

plasminógeno humano. También se identificaron y caracterizaron las diferentes isoformas 

de enolasa. Para la identificación de las proteínas con capacidad de unir Plg, se realizó ligand 

bloting en 2D-SDS-PAGE. Las proteínas correspondientes a los puntos reconocidos se 

identificaron por MS/MS. Siete proteínas mostraron su capacidad de unir Plg: fascicilina-1, 

fasciclina-2, enolasa, MAPK, anexina, actina y malato deshidrogenasa citosólica. Una vez 

identificadas, se profundizo en el estudio de la enolasa. Realizando una búsqueda en el 

genoma del parásito se identificaron cuatro isoformas. Para comprender mejor la filogenia 

de la enolasa en T. solium, se realizó un análisis de inferencia filogenética que incluyó 75 

secuencias de aminoácidos de enolasa de diferentes organismos. A excepción de Eno4, el 

origen de las isoformas de enolasa de platelmintos es independiente de sus contrapartes de 

vertebrados. Por lo que en este trabajo propusimos designar a las isoformas de T. solium 

como A, B, C y 4. Para determinar si la rTsEnoA unía Plg humano, se realizó un ligand bloting 

y los resultados se confirmaron mediante ELISA tanto en presencia como en ausencia de un 

inhibidor de la unión a PIg (ɛACA). Los resultados mostraron que el Plg unido a rTsEnoA se 

activó a plasmina en presencia del activador tisular de plasminógeno (tPA). En conclusión, la 

enolasa recombinante mostró una fuerte actividad de unión y activación del plasminógeno 

in vitro. La enolasa de T. solium podría desempeñar un papel en la invasión del parásito junto 

con otras proteínas de unión al plasminógeno. 
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ABSTRACT 

Taenia solium cysticerci (larval stage) are the causative agent of human and swine 

cysticercosis. They develop after ingesting T. solium eggs, which are activated and hatch in 

the host’s intestine, releasing oncospheres that migrate to different tissues, where they 

transform into cysticerci. While the strategies used by the parasite to migrate to the host 

tissues are still unknown, plasminogen (Plg)-receptor proteins have been reported as 

involved in invasion processes for various pathogens. Previous works by our group have 

demonstrated that several T. solium proteins, including enolase, are capable of binding Plg. 

This work is aimed to identify other Plg-binding proteins in T. solium cysticerci, and to 

evaluate whether recombinant T. solium enolase (rTsEnoA) can bind and activate human Plg. 

Additionally, different enolase isoforms were identified and characterized. To identify 

proteins with a capacity to bind Plg, a ligand blotting assay was performed on 2D-SDS-PAGE. 

The proteins corresponding to recognized spots were identified by MS/MS. Seven proteins 

showed Plg-binding capacity: fasciclin-1, fasciclin-2, enolase, MAPK, annexin, actin, and 

cytosolic malate dehydrogenase. Among the proteins identified, enolase was chosen for in-

depth study. Four enolase isoforms were identified by searching in the parasite genome. To 

better understand the phylogeny of T. solium enolase, a phylogenetic inference analysis was 

performed including 75 amino acid sequences of enolase from various organisms. Except for 

Eno4, the origin of the enolase isoforms in plathelminths is independent of their homologues 

in vertebrates. Therefore, herein we propose to designate T. solium enolase isoforms as A, 

B, C, and 4. To determine whether rTsEnoA bound human Plg, a ligand blotting assay was 

performed, confirming the results by ELISA both in the presence and in the absence of the 

plasminogen binding inhibitor (ɛACA). Our results indicate that rTsEnoA-bound Plg was 

activated into plasmin in the presence of the tissue plasminogen activator (tPA). In 

conclusion, recombinant enolase showed strong Plg binding and activating activity in vitro. 

T. solium enolase could be playing a role in parasite invasion, along with other Plg-binding 

proteins. 
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IDENTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE Taenia solium QUE UNEN PLASMINÓGENO Y SU 

POSIBLE RELEVANCIA EN LA INVASIÓN DEL PARÁSITO A LOS DIFERENTES  

TEJIDOS DEL HUÉSPED 

 

1. INTRODUCCIÓN  

 

1.1 Taenia solium 

 

Taenia solium es el agente causal de la cisticercosis humana y porcina. La cisticercosis, es 

causa considerable de morbilidad en los seres humanos y de pérdidas económicas en 

porcinos en países en desarrollo de Latinoamérica, África y Asia (Fleury et al., 2012). La 

enfermedad es casi inexistente en países desarrollados como Estados Unidos, Canadá, 

Europa, Australia, Japón, Nueva Zelanda y en la mayoría de los países musulmanes. En estas 

regiones los casos reportados de cisticercosis se consideran como resultado de la migración 

de personas provenientes de áreas endémicas (Del Brutto, 2012) (Figura 1). Los cisticercos 

se pueden localizar en diferentes tejidos u órganos del huésped. Cuando el cisticerco se 

localiza en el Sistema Nervioso Central del humano se le denomina Neurocisticercosis (NC) 

(Gonzales et al., 2016). 

 

En México, un estudio realizado en el Instituto Nacional de Neurología indicó que la 

incidencia de la NC se mantuvo relativamente constante entre 1994 y 2004 y mencionan que 

esta parasitosis continúa siendo un problema de salud pública (Sciutto et al., 2000; Fleury et 

al., 2011, 2012). Hay reportes que señalan que en México la NC ya no es un problema de 

salud pública (Flisser et al., 2010), aunque en zonas rurales aisladas aún se reporta alta 

prevalencia de cisticercosis porcina (Fleury et al., 2012). Por otro lado, un reporte publicado 

por la WHO (World Health Organization) en el 2015, menciona que la cisticercosis presenta 

alta prevalencia en los estados de Yucatán, Guanajuato, Guerrero, Morelos, Puebla. 
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1.1.1 Ciclo de vida  

 

Taenia solium en su ciclo de vida involucra a dos huéspedes, al cerdo como huésped 

intermediario que desarrolla el cisticerco (larva) y al humano como huésped definitivo que 

desarrolla la Tenia (gusano adulto). La Tenia se desarrolla en el intestino delgado del humano 

a partir de la ingestión de cisticercos por el consumo de carne de cerdo infectada y mal 

cocida. El gusano se adhiere a la pared intestinal a través de la doble corona de ganchos y 

cuatro ventosas. La Tenia está formada por proglótidos que se van desarrollando de manera 

continua por debajo del cuello. Los proglótidos más distales del cuello se consideran grávidos 

ya que pueden llegar a contener cientos de miles de huevos con capacidad infectiva, los 

cuales, son expulsados en la materia fecal. Los cerdos o de manera accidental los humanos 

(por malas prácticas de higiene) ingieren los huevos. Durante su paso por el tracto digestivo, 

los huevos son susceptibles a los jugos gástricos e intestinales que les disgregan los bloques 

embrioforales y la membrana oncosferal liberando y activando a los embriones (oncosfera). 

Figura 1. Distribución geográfica de Taenia solium, cisticercosis. Tomada de: World Health 

Organization, 2015 (http://www.who.int/taeniasis/Endemicity_Taenia_Solium_2015.jpg) 
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La oncosfera atraviesa la mucosa del intestino delgado y circula por el torrente sanguíneo 

hasta llegar a los diferentes tejidos del huésped, donde se transforman en cisticercos, dando 

como resultado la cisticercosis porcina o humana (o bien, la NC cuando se localizan en el 

sistema nervioso central) (Flisser, 2013) (Figura 2). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ciclo de vida de T. solium. El parásito alterna entre el ser humano como huésped definitivo y el 

cerdo como principal huésped intermediario. En su estado adulto (1), el platelminto habita el intestino 

humano. La Tenia produce miles de huevos, que se expulsan en la materia fecal. El cerdo se infecta al ingerir 

heces donde hay segmentos (proglótidos) (2) o huevos (3) del parásito adulto. Cada huevo tiene el potencial 

para convertirse en un cisticerco, forma larvaria del parásito, ocasionando la cisticercosis porcina (4). El 

ciclo se completa cuando el hombre consume carne de cerdo mal cocida infectada con cisticercos. Estos 

últimos se fijan en las paredes del intestino humano donde maduran hasta convertirse en gusanos adultos 

(1). La ingesta accidental de huevos, puede ocasionar en el humano, la cisticercosis humana (NC) (5) (Flisser 

y Ruy., 2006).  
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1.2 Plasminógeno  

 

El plasminógeno es una glicoproteína de 810 aminoácidos, de aproximadamente 90 kDa que 

se sintetiza en el hígado como una glicoproteína, también conocido como Glu-plasminógeno. 

Cuando se secreta al plasma, el péptido señal en el extremo N-terminal (19 residuos de 

aminoácidos) se pierde para convertirse en la forma madura (Castellino and Powell, 1981). 

El Plg se puede encontrar en dos formas: el Glu-plasminógeno que tiene un residuo de ácido 

glutámico en el extremo N-terminal y el Lys-plasminógeno que tiene un residuo Lys77 en el 

extremo N-terminal (Forsgren et al., 1987). Glu-plasminógeno se convierte en Lys-

plasminógeno una vez que la plasmina exógena elimina un péptido de 77 aminoácidos en el 

extremo amino-terminal (Horrevoets et al., 1995). Los activadores fibrinolíticos activan más 

eficientemente a la Lys-Plg que a la Glu-Plg (Zhang et al., 2003; Markus et al., 1978). Ambas 

formas de Plg están formadas por siete dominios estructurales, un péptido de activación en 

la región N-terminal conocido como dominio PAp (1-77 aa), cinco dominios kringle (KR1- 5) 

y un dominio de serina proteasa SP (562- 791 aa) (Figura 3) (Law et al., 2012). Los dominios 

kringle median la unión de Plg mediante sitios de unión a lisina, a sustratos y a receptores de 

superficie celular. El dominio PAp interactúa con KR4 y KR5, esta interacción es crítica para 

mantener una conformación cerrada de Plg.  

 

Sin embargo, el Plg también puede estar presente en su conformación abierta (pre-

activación), lo que sugiere que una reorganización conformacional expone el sitio de escisión 

para los activadores del plasminógeno (AP), cuya acción dará como resultado la formación 

de plasmina, la proteasa activa (Ponting et al., 1992; Law et al., 2012). La plasmina participa 

en la parte final de la cascada de coagulación, degradando los coágulos de fibrina 

(fibrinólisis). 
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1.2.1 Cascada de la coagulación y sistema fibrinolítico 

 

La cascada de coagulación es una secuencia compleja de reacciones proteolíticas que 

termina con la formación del coágulo de fibrina. La cascada de coagulación involucra factores 

celulares (plaquetas) y proteolíticos que se activan cuando se daña el endotelio de un vaso 

sanguíneo. El objetivo inmediato es detener el sangrado, facilitar y promover otros 

mecanismos para el control y la reparación de daños. La cascada de la coagulación procede 

en dos vías: la intrínseca, formada por los factores VIII, IX, XI, XII y la extrínseca, regulada por 

la tromboplastina tisular y el factor VII. Ambas vías se fusionan a través de los factores V y X, 

que requieren fosfolípidos de calcio y plaquetas, lo que resulta en la formación de redes de 

fibrina conocidas como coágulos (Johari and Loke, 2012). 

 

Figura 3. Estructura del plasminógeno humano. Los dominios son marcados en diferente color: PAp, azul; 

KR1, rosa; KR2, amarillo; KR3, naranja; KR4, verde; KR5, purpura; SP, cian. Los iones de cloruro (Cl) 1 y 2 

están en la interface KR4 / PAp and KR2 / SP, respectivamente, y se muestran como esferas. Otros dos iones 

de cloruro 3 y 4, unen al dominio KR2 y SP, respectivamente. La posición del loop de activación está marcado 

con una esfera roja. El LR de KR1 está marcado con asterisco (*). Figura tomada y modificada de Law et al., 

2012. 
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El sistema fibrinolítico participa en la etapa final de la cascada de la coagulación y su función 

principal es la eliminación de los coágulos depositados en los vasos sanguíneos, 

principalmente a través de la acción proteolítica. La reacción central del sistema fibrinolítico 

es la activación del Plg a plasmina (Plm) (Collen et al., 1993). La degradación de los coágulos 

depende de la unión de Plg / Plm a los residuos de lisina localizados en el extremo C-terminal 

y a algunos residuos internos de lisina de las redes de fibrina (y otros receptores); la unión 

de Plg requiere sitios de unión a lisina localizados en los dominios Kringle (Marti et al., 1997). 

 

La plasmina es una serina proteasa de amplio espectro que degrada la fibrina, las matrices 

extracelulares y el tejido conectivo a través de la participación de otras enzimas proteolíticas, 

incluidas la colagenasa (MMP-1, La metaloproteinasa-1 de la matriz) (Santala et al., 1999; 

Law et al., 2013; González-Miguel et al., 2016). Un gran número de patógenos, incluidos los 

parásitos, expresan receptores de plasminógeno, inmovilizándolo en su superficie, lo que da 

como resultado su activación. Se ha propuesto que la activación del Plg facilita la migración 

y la invasión de patógenos a diferentes tejidos en el huésped, así como, los mecanismos de 

evasión de la respuesta inmune, principalmente a través de la activación de la cascada del 

complemento (Pancholi and Chhatwal, 2003; Marcilla et al., 2007; Xolalpa et al., 2007; de la 

Torre-Escudero et al., 2010; Zhang et al., 2015; Siqueira et al., 2016). 

 

1.2.2 Activadores e inhibidores fisiológicos del plasminógeno/plasmina 

 

La activación de Plg a Plm está mediada por la acción proteolítica de dos tipos principales de 

activadores de plasminógeno (AP), el de tipo tisular (tPA) y el de tipo uroquinasa (uPA); 

ambos activan Plg cortando específicamente entre residuos Arg560-Val561, en el dominio 

SP (Rijken and Lijnen, 2009). Sin embargo, algunas bacterias secretan diferentes AP, como la 

estreptoquinasa (Streptococci, grupos A, C y G), estafiloquinasa (Staphylococcus aureus 

lisogénico), Pla (Yersinia pestis), PauA (secretada por Streptococcus uberis) y PadA 

(Streptococcus dysgalactiae) (COLLEN et al., 1993; Wang, 1998; Rosey et al., 1999; 

Lähteenmäki et al., 2001; Singh et al., 2014; Dentovskaya et al., 2016).  
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Por otro lado, la fibrinólisis es un proceso altamente regulado involucrado en la hemostasia, 

que requiere la participación de diferentes inhibidores; los más conocidos son la α2-

antiplasmina y la α2-macroglobulina (inhibidores de la plasmina), PAI-1, PAI-2 y PAI-3 

(inhibidores de los activadores del plasminógeno) (Novokhatny et al., 1984; Schneiderman 

and Loskutoff, 1991; Rijken, 1995; Rijken and Lijnen, 2009). Además, se ha reportado un 

análogo de lisina, el ácido ε-aminocaproico (εACA) que compite por los sitios de unión del 

plasminógeno, por lo tanto, no permite la unión y conversión del Plg a Plm por los activadores 

del plasminógeno e inhibe la actividad proteolítica de la Plm (Nahum, 1964). 

 

1.2.3 Participación de plasminógeno/plasmina en otros procesos celulares 

 

Además de su interacción con la fibrina, Plg / Plm puede actuar sobre otras proteínas tales 

como receptores de superficie celular, componentes de la coagulación (factores V, VIII y X), 

metaloproteasas, así como componentes estructurales de la matriz extracelular (MEC), que 

incluyen laminina, fibronectina, factores de complemento (C3 y C5), vitronectina, etc. (Kost 

et al., 1996; Pryzdial et al., 1999; Cesarman-Maus and Hajjar, 2005; Ogiwara et al., 2010; 

Barthel et al., 2012; Hsiao et al., 2013). Por lo tanto, Plg/Plm se ha asociado a varias funciones 

fisiológicas y patológicas: en la fibrinólisis y la hemostasia, degradación de la MEC, 

crecimiento tumoral, invasión, migración, remodelación tisular, curación de heridas, 

angiogénesis y evasión de la respuesta inmune (Hsiao et al., 2013; Miles and Parmer, 2013; 

Principe et al., 2017). También, en diferentes patógenos como bacterias, hongos, protozoos 

y helmintos se ha estudiado ampliamente el papel del plasminógeno en la invasión, 

establecimiento y evasión de la respuesta inmune en el huésped, como un mecanismo de 

patogenicidad. En la Figura 4  se ejemplifica las múltiples participaciones del Plg/Plm en 

bacterias interactuando con sus huéspedes (Sanderson-Smith et al., 2012).  
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1.3 Receptores de Plasminógeno 

 

Los receptores celulares de plasminógeno, son de distribución ubicua, presentan alta 

afinidad por su ligando, y están altamente expresados en la superficie celular de bacterias, 

hongos, protozoos, helmintos y células de mamífero. Además, estos receptores poseen en 

el extremo C-terminal, aminoácidos con carga positiva como lisina o arginina, o bien, un sitio 

interno de unión a plasminógeno, como el reportado para la enolasa (Bernal et al., 2004; 

Figura 4. Mecanismos de unión de plasminógeno/plasmina en la superficie de las células bacterianas y su 

papel en las interacciones entre las bacterias y sus huéspedes. El Plg/Plm puede estar unido directamente a 

la superficie celular bacteriana vía célula-membrana-receptores de anclaje, receptores no anclados 

asociados a la superficie celular o indirectamente a través de interacciones con fibrinógeno y receptores de 

fibrinógeno en la superficie celular. El Plg/Plm de la superficie celular bacteriana está involucrado en cuatro 

procesos en general; (1) degradación de MEC vía activación de metaloproteasas y plasmina; (2) fibrinólisis 

vía plasmina; (3) evasión inmune a través de plasmina-mediante la degradación de efectores inmunes, 

incluyendo componentes del complemento e inmunoglobulinas; (4) adhesión a células del huésped vía 

interacciones plasminógeno-ligando con receptores de superficie celular del huésped. MEC: matriz 

extracelular; IgG: inmunoglobulina G; RBC: glóbulo rojo; SAK: estafiloquinasa; SEN: α-enolasa streptococcal; 

Ska: estreptoquinasa; tPA: activador de plasminógeno de tipo tisular; uPA; activador de plasminógeno de 

tipo uroquinasa. Tomada de Sanderson-Smith et al., 2012. 
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Ghosh et al., 2011). Por lo general, las proteínas que se han reportado con esta función son 

llamadas moonlighting (Pancholi, 2001; Figuera et al., 2013). Diferentes reportes señalan que  

las proteínas moonlighting tienen la capacidad de aumentar la virulencia en diferentes 

patógenos, ya que varias de estas enzimas son clave en el metabolismo y son capaces de 

participar en procesos en los que no se habían reportado su participación; no catalíticos, 

asociados con la adhesión al huésped (Karkowska-Kuleta and Kozik, 2014; Jeffery, 2018). 

 

1.3.1 Receptores de plasminógeno en patógenos: bacterias y hongos 

 

En bacterias y hongos patógenos, el reclutamiento de proteasas del huésped a la superficie 

representa un mecanismo particularmente eficaz para aumentar su invasividad. Hasta el 

momento, en bacterias se han reportado más de 50 proteínas que unen Plg (Ayón-Núñez et 

al., 2018a), las cuales participan en procesos de invasión en el huésped (Sanderson-Smith et 

al., 2012). En hongos, el estudio de las proteínas que unen plasminógeno ha sido poco 

abordado; sin embargo, aproximadamente 30 proteínas han sido identificadas (Ayón-Núñez 

et al., 2018a).  

Enolasa es la proteína más estudiada en ambos grupos de patógenos, siendo una proteína 

altamente expresada y altamente antigénica. En bacterias, se han establecido diferentes 

modelos de cómo el plasminógeno participa en la invasión en su huésped. En estreptococos 

del grupo A, la enolasa ha sido identificada en la superficie en forma octamérica y se ha 

determinado un modelo de interacción Plg-enolasa (Figura 5A), donde, se observa que la 

interacción se lleva a cabo por las lisinas de la C-terminal (BS1) y un sito de unión interno 

(BS2) de la enolasa, los cuales se unen a los dominios kringle del plasminógeno KR1 y KR5, 

respectivamente (Figura 5B) (Cork et al., 2015). El Plg sufre un cambio conformacional que 

deja expuesto el sitio de corte de los PAs para que se forme la plasmina. 

Por otro lado, la enolasa en hongos solo se ha reportado que tiene la capacidad de unir 

plasminógeno, lo cual, ha permitido hipotetizar su papel en la patogenicidad.   
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1.3.2 Receptores de plasminógeno en parásitos: intracelulares y extracelulares  

 

Hasta el momento poco se ha reportado del papel de Plg en parásitos intracelulares. Sin 

embargo, existen reportes donde han identificado diferentes proteínas con capacidad de 

unir plasminógeno, entre ellas, la enolasa, lo que podría estar señalando su posible 

participación en la invasión y migración de ciertos parásitos (Tabla 1). 

 

 

  

 

Figura 5. Docking molecular y mecanismo de unión plasminógeno- enolasa en la superficie de Streptococcus 

(SEN). (A) El plasminógeno humano KR1 interactúa en la interface de SEN. Los dominios de plasminógeno 

se muestran en diferente color: PAp dominio azul; KR1 rojo; KR2 amarillo; KR3 naranja; KR4 verde; KR5 

púrpura; dominio serina proteasa (SP) cian. Los parches de tres residuos lineales en KR1 y KR5 implicados 

en la unión a lisina se muestran como esferas. Un dímero de SEN es de color verde y rosa, respectivamente, 

con el octámero restante coloreado en tonos de gris. BS1 y BS2 (sitios de unión a plasminógeno en SEM) 

se muestran como esferas azules y rojas, respectivamente. (B) Modelo propuesto para la unión del 

plasminógeno por SEN que implica interacciones entre BS1 y KR1, y BS2 y KR5. Sigue el esquema de colores 

(A). Figura modificada de Cork et al., 2015 
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Abreviaturas: LACK (Leishmania homólogo de receptores para la C-quinasa activada) y GAPDH 

(Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa). 

Tabla 1. Proteínas de unión a plasminógeno en parásitos intracelulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteínas Especie de parásito Características de union  Referencias 

Enolasa 
 
 
 
 
 
 
 
LACK 

Leishmania mexicana Muestra una unión 
heterogénea entre los 
morfo-fenotipos de 
promastigotes. 
 
Enolasa une a través de un 
motivo interno 
(249AYDAERKMY257). 
 
LACK une a través de un 
motivo interno similar al de 
la enolasa (260VYDLESKAV268) 

(Calcagno et al., 
2002) 
 
 
(Vanegas et al., 
2007)  
  
 
(Gómez-Arreaza et 
al., 2011) 
  

Enolasa Plasmodium yoelii Los ooquistes unen Plg. (Pal-Bhowmick et 
al., 2007) 

Enolasa Plasmodium 
falciparum 
Plasmodium berghei 

La enolasa de los ooquistes 
une Plg a través de un 
motivo interno (DKSLVK). 

(Ghosh et al., 
2011) 

No 
Identificada 

Trypanosoma cruzi El tripomastigote y el 
epimastigote unen Plg en su 
superficie.  

(Almeida et al., 
2004; Rojas et al., 
2008) 

No 
Identified 

Trypanosoma evansi   El Plg  tiene una mayor 
capacidad de unión frente a 
otros organismos de la 
misma familia.  

(Acosta et al., 
2016) 

GAPDH Trichomonas vaginalis GAPDH  nativa y la 
recombinante unen e 
inmovilizan Plg, fibronectina 
y el colágeno.  

(Lama et al., 2009) 
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Por otro lado, el estudio de las proteínas que unen Plg en parásitos extracelulares ha sido 

ampliamente abordado en los últimos años (Figuera et al., 2013). La mayoría de los parásitos 

estudiados tienen un estadio en su ciclo de vida que está en contacto con el sistema 

circulatorio en su proceso de infección, es decir, se encuentran en contacto con proteínas 

del sistema fibrinolítico del huésped. Los parásitos han desarrollado diferentes estrategias 

para evadir la respuesta inmunológica del huésped y una de ellas es tomar proteínas para su 

beneficio, como es el caso del reclutamiento del Plg a la superficie.  Dirofilaria immitis y 

Schistosoma bovis son los parásitos extracelulares más estudiados con proteínas que unen 

plasminógeno (Tabla 2). Los gusanos adultos de D. immitis pueden sobrevivir durante varios 

años en el sistema circulatorio de los huéspedes infectados, desarrollando eventos 

potencialmente mortales como los tromboembolismos, entre otros. Por lo que, los 

mecanismos parasitarios, como la activación del sistema fibrinolítico, son claves para la 

supervivencia tanto de los gusanos como del huésped. En un extracto de antígenos de 

excreción/secreción de gusano adulto de D. immitis se identificaron 10 proteínas que unen 

Plg (González-Miguel et al., 2012), así como, en un extracto de proteínas de superficie de 

gusanos adultos, se identificaron 11 proteínas, sugiriendo que éstas proteínas interactúan 

con el sistema fibrinolítico del huésped durante su invasión (González-Miguel et al., 2013).  

 

Schistosoma bovis es un parásito hemático de rumiantes que vive por años en los vasos 

mesentéricos del huésped, incluye también al humano. En un extracto total de proteínas de 

gusanos de S. bovis se identificaron 10 proteínas que unen Plg (Ramajo-Hernández et al., 

2007). Recientemente,  se reportó que la anexina y que la enolasa recombinante de este 

parásito, tienen la capacidad de unir y activar Plg, manteniendo la hemostasia alrededor de 

los gusanos dentro de los vasos sanguíneos de sus huéspedes  (de la Torre-Escudero et al., 

2010; Figueiredo et al., 2015).   
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Abreviaturas: GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa), FBA (Fructosa-bisfosfato aldolasa), 

PGM (Fosfoglicerato mutasa), MAPK (Proteína quinasa activada por mitógenos) y cMDH (Malato 

deshidrogenasa citosólica); ɛACA (ɛ- aminocaproico ácido). 

     Tabla 2. Proteínas de unión a plasminógeno en parásitos extracelulares. 

 

 

 

 

 

Proteínas Especie de parásito Referencias  

Enolasa 
 
GAPDH 

Onchocerca 
volvulus 
 

(Jolodar et al., 
2003)  
(Erttmann et al., 
2005) 

GAPDH 
Anexina B30 

Clonorchis sinensis (He et al., 2014; Hu 
et al., 2014) 

Enolasa Fasciola hepática (Bernal et al., 2004) 

HSP60, Actina-1/3, Actina, actina 4,  
Transglutaminasa, GAPDH, Ov87, 
LOAG 14743, Galectina and P22U 
 
Actina-5C, Actina-1, Enolasa,   Fba, 
GAPDH, Protein domain MSP, MSP 2,  
Beta-galactosidasa de unión a lectina, 
Galectina, and  Ciclofilina Ovcyp-2 

Dirofilaria immitis (González-Miguel 
et al., 2012)  
 
 
(González-Miguel 
et al., 2013)  
 

Enolasa, Actina, GAPDH, ATP: 
guanidina cinasa,  FBA,  PGM, 
Triosefosfato isomerasa, Adenilato 
cinasa 

Schistosoma bovis (Ramajo-
Hernández et al., 
2007) 
 

Enolasa Echinostoma 
caproni 

(Marcilla et al., 
2007)  

Enolasa Taenia multiceps (Li et al., 2015) 
 

Enolasa Taenia pisiformis (Zhang et al., 2015)  
 

Enolasa 
 
 
 
Fascicilina-1, Fasciclina-2,  MAPK, 
Anexina, Actina, y cMDH 

Taenia solium (Ayón-Núñez et al., 
2018b; Zhang et al., 
2018) 
(Ayón-Núñez et al., 
2018b) 
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1.4 Enolasa  

 

La enolasa, es una proteína housekeeping y constitutiva tanto de eucariontes como 

procariontes. Conocida como 2-Fosfo-D-glicerato hidrolasa o fosfopiruvato hidratasa, que 

cataliza la deshidratación del 2- fosfoglicerato para formar fosfoenolpiruvato, en la ruta 

glicolítica (Figura 6). Esta enzima también puede catalizar la reacción inversa, en la 

gluconeogénesis, según la concentración de sustratos en el medio (Fletcher et al., 1976; Tovy 

et al., 2010).  

 

La glicólisis se lleva a cabo en el citoplasma de la célula y convierte la glucosa en fructosa-

1,6-bisfosfato, la cual es convertida en intermediarios de 3 carbonos, utilizados para la 

generación de adenosín trifosfato (ATP), la producción de piruvato y nicotinamida adenina 

dinucleótido reducido (NADH) para el ciclo de ácido cítrico (Figura 6). La enzima enolasa, 

participa en el penúltimo paso de la glicólisis catalizando la deshidratación reversible del 2-

fosfo-D-glicerato al fosfoenolpiruvato (Fletcher et al., 1976; Brewer et al., 2003; Chai et al., 

2004). 

 

Glucosa

Glucosa 6-fosfato

Fructosa 6-fosfato

Fructosa 1,6-bifosfato

Dihidroxiacetona
fofato

Gliceraldehido 3-
fofato

Hexoquinasa

Fosfofrutoquinasa

Fosfofrutoisomerasa

Aldolasa

1,3 Bisfosfoglicerato

3- Fosfoglicerato

2- Fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato

Fosfoglicerato quinasa

Enolasa

Gliceraldehido 3-
fosfodeshidrogenasa

Fosfoglicerato mutasa

Piruvato

Piruvato quinasa
Triosa fosfato isomerasa

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Figura 6. Enolasa en la vía de la Glicólisis.  Enolasa participa en la vía de la glicólisis realizando la catálisis de 

la reacción 9, donde el 2- fosfoglicerato se convierte a fosfoenolpiruvato. 
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La actividad catalítica de enolasa es dependiente de la presencia de cationes divalentes en el 

sitio activo de la enzima, preferiblemente magnesio Mg2+. Aunque otros cationes, como Zn2+, 

Mn2+, Fe(II)2+, Cd2+, Co2+ y Ni2+ pueden activar a la enzima (en forma decreciente según el 

orden presentado) para catalizar la reacción e inclusive poseen mayor afinidad por la enzima 

que el magnesio (Pancholi, 2001). 

 

1.4.1 Estructura de enolasa 

 

La mayoría de las enolasas caracterizadas hasta el momento tienen un peso molecular de 

aproximadamente de entre 40 y 50 kDa por subunidad. Normalmente se agregan en 

dímeros, de peso molecular de entre 80 a 100 kDa, aunque han sido reportadas enolasas 

octaméricas, compuestas de tetrámeros de dímeros en Streptococcus pneumoniae, 

Streptococcus suis, y Streptococcus pyogenes (Ehinger et al., 2004; Kornblatt et al., 2011; Lu 

et al., 2012). 

 

En vertebrados, la enolasa está codificada por cuatro genes: ENO1, ENO2, ENO3 y ENO4, lo 

que da como resultado diferentes isoenzimas mediante combinaciones de las subunidades 

α, β y γ (Pearce et al., 1976; Schmechel et al., 1978; Ueta et al., 2004). En humanos, se han 

reportado cuatro isoenzimas de enolasa tejido específicas: enolasa no neuronal (αα o ENO1), 

enolasa específica neural (γγ o ENO2), enolasa específica muscular (ββ o Eno3) y enolasa 

esperma específica (ENO4) (Edwards and Grootegoed, 1983; Nakamura et al., 2013). En 

invertebrados, las enolasas han sido poco estudiadas (Tracy and Hedges, 2000), pero se han 

identificado en parásitos helmintos como Onchocerca volvulus (Jolodar et al., 2003), Fasciola 

hepatica (Bernal et al., 2004), Echinostoma caproni (Marcilla et al., 2007), S. bovis (de la 

Torre-Escudero et al., 2010), y recientemente en Taenia multiceps (Li et al., 2015), Taenia 

pisiformis (Zhang et al., 2015) y T. solium (Ayón-Núñez et al., 2018b; Zhang et al., 2018).  

 

 

 

Figura 1. Distribución geográfica de Taenia solium, cisticercosis. Tomada de: World Health 

Organization, 2015 (http://www.who.int/taeniasis/Endemicity_Taenia_Solium_2015.jpg) 
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1.4.2 Enolasa: proteína de unión a plasminógeno 

 

Como se mencionó anteriormente, en diferentes patógenos se ha propuesto que el Plg/Plm 

del huésped es capaz de unirse a diferentes proteínas de la superficie del patógeno, degradar 

coágulos de fibrina y componentes de la matriz extracelular, permitiendo que el patógeno 

pueda invadir y establecerse en los diferentes tejidos del huésped (Pancholi and Chhatwal, 

2003; Sanderson-Smith et al., 2012; Figuera et al., 2013; González-Miguel et al., 2013). Una 

de las proteínas de unión a plasminógeno más estudiada es la enolasa.  

 

Debido a su participación en diferentes procesos biológicos y dependiendo de su localización 

en la célula, la enolasa ha sido clasificada como una proteína moonlighting, (Pancholi, 2001; 

de la Torre-Escudero et al., 2010; Figueiredo et al., 2015). Recientemente, en Taenia 

pisiformis y Taenia multiceps se reportó que la enolasa une plasminógeno humano (Li et al., 

2015; Zhang et al., 2015). En T. solium, la enolasa fue identificada como una de las proteínas 

que se expresan de manera importante en el  cisticerco de T. solium (Tsai et al., 2013). 

También fue una de las proteínas reportadas en el proteoma de las oncosferas activadas 

(Santivañez et al., 2010). Además, esta proteína ha sido identificada como una proteína de 

excreción-secreción (Victor et al., 2012), características relevantes de proteínas con 

capacidad de unir plasminógeno. 
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2. ANTECEDENTES 

 

En un estudio realizado anteriormente en el laboratorio, identificamos y evaluamos la 

capacidad de enolasa de cisticercos de T. solium de unir plasminógeno humano (Ayón-Núñez 

D.A., 2014, Tesis de Maestría). En este estudio se observó que además de la enolasa, existen 

diferentes proteínas de T. solium con capacidad de unir plasminógeno que no habían sido 

identificadas (Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Ensayo de unión al plasminógeno en un extracto total de proteínas de cisticercos de T. solium por 

2D SDS-PAGE. Las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF. Las membranas se incubaron con 

plasminógeno humano en ausencia (A) o presencia (B) del ácido ɛ-aminocaproico, inhibidor de 

plasminógeno. (PM) marcadores de peso molecular. 
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3. JUSTIFICACIÓN  

 

En T. solium se han realizado numerosos estudios enfocados en el control, el diagnóstico, su 

biología y la relación con su huésped (Garcia et al., 2003; Esquivel-Velázquez et al., 2011; 

Flisser, 2013; Bobes et al., 2014; Navarrete-Perea et al., 2016; Rajshekhar, 2016). Los posibles 

mecanismos que utiliza el parásito para su invasión y establecimiento en diferentes tejidos 

del huésped, desde músculo-esquelético hasta del sistema nervioso central, son escasos.  Por 

lo que, estudiar las proteínas de T. solium con capacidad de unir plasminógeno y activar 

plasmina, podría sugerir un mecanismo que coadyuve en la invasión y establecimiento del 

parásito en los diferentes tejidos del huésped.  
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4. PREGUNTA 

 

¿Qué proteínas del cisticerco de Taenia solium tienen la capacidad de unir plasminógeno y 

cuál sería su papel en la invasión del parásito a los diferentes tejidos del huésped? 

 

5. HIPÓTESIS 

 

Taenia solium expresa proteínas que tienen la capacidad de unir plasminógeno y que 

participan en la invasión de los tejidos del huésped. 

 

6. OBJETIVOS 

 

6.1 Objetivo general 

 

Identificar qué proteínas de cisticerco de Taenia solium tienen la capacidad de unir 

plasminógeno y dilucidar su posible participación en la invasión del parásito a los diferentes 

tejidos del huésped. 

 

6.2 Objetivos específicos 

 

1. Identificar y caracterizar las diferentes proteínas que unen plasminógeno humano en 

cisticerco de T. solium. 

2. Seleccionar y expresar algunas de las proteínas que unen plasminógeno con base en 

las reportadas en el proteoma de las oncosferas activadas. 

3. Evaluar si la enolasa recombinante tiene la capacidad de unir y activar plasminógeno 

humano. 

4. Identificar qué isoformas de enolasa expresan los cisticercos aislados de músculo 

esquelético y de cerebro de cerdos infectados naturalmente  
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Obtención de cisticercos de Taenia solium  

 

Los cisticercos de T. solium se obtuvieron de músculo esquelético y cerebro de cerdos 

infectados naturalmente (proporcionados por la Doctora Nelly Villalobos, del departamento 

de Parasitología de la Facultad de Medicina, Veterinaria y Zootecnia, UNAM). Los cisticercos 

se lavaron cuatro veces con PBS 1X (pH 7.4), algunos se mantuvieron en congelación a - 70 

°C y otros se fijaron en parafolmaldehido al 10%.  

 

7.2 Obtención de extracto soluble de proteínas 

 

Se preparó un extracto soluble de proteínas totales de cisticercos de T. solium utilizando un 

buffer de lisis (7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 10 mM tris, 12.5 mM EDTA) con inhibidores 

de proteasas (12 mM EDTA, 1 mM PMSF, 0.1 mM leupeptina, 0.3 μM pepstatina A). 

Brevemente, los cisticercos se colocaron en un tubo de 1.5 ml y se les agregó buffer de lisis 

1:3 (volumen/peso). Posteriormente, se maceraron de manera mecánica. El macerado se 

incubó en hielo durante 10 min y después se centrifugó a 14 000 x g por 15 min. El 

sobrenadante se recuperó (extracto soluble de proteínas) descartando el pellet. Por último, 

las proteínas del extracto se cuantificaron con el kit colorimétrico 2-D Quant (GE Healthcare 

Life Sciences, Amersham-UK), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

7.3 Separación de proteínas solubles por electroforesis en doble dimensión (2D-SDS-PAGE) 

 

Para separar las proteínas de T. solium que unen plasminógeno humano se realizaron geles 

2D-SDS-PAGE con el fin de realizar un ensayo de ligand blotting. Para la primera dimensión, 

150 μg de extracto de proteínas de cisticerco se resuspendieron en buffer de rehidratación 

(7 M urea, 2 M tiourea, 4 % CHAPS, 0.86 M DTT, 2 % de anfolinas y 0.1 % de azul de 

bromofenol) a un volumen final de 125 μl. Posteriormente, una tira IPG no lineal de 7 cm con 
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gradiente inmovilizado de pH 3-10 (BioRad, CA-USA, Cat. 163-2002) se rehidrató con el 

extracto durante 16 hrs. Las tiras fueron cubiertas con 1 ml de aceite mineral DryStrip Cover 

Fluid (GE Healthcare Life Sciences, Amersham-UK Cat. 17133501) para evitar la evaporación 

de la muestra. El isoelectroenfoque se realizó por electroforesis horizontal en un sistema 

Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories Cat. No. 165-4000) con las siguientes condiciones: 

temperatura 20 °C; máximo 50 μA/tira; paso 1, 250 V por 20 min; paso 2, 4 000 V por 2 h; y 

paso 3, 4 000 V por seis horas hasta que alcanzaron los 10 000 V. Una vez terminado el IEF, 

las tiras se retiraron del equipo y se eliminó el exceso de aceite. Para realizar la segunda 

dimensión, las tiras se incubaron en 10 ml de solución de equilibrio (1 % DTT, 6 M urea, 50 

mM Tris-Cl pH 8.8, 30 % glicerol, 2 % SDS y 0.1 % de azul de bromofenol) por 15 min, 

transcurrido el tiempo se incubaron en 10 ml de solución de equilibrio (2.5 % iodoacetamida, 

6 M urea, 50 mM Tris-Cl pH 8.8, 30 % glicerol, 2 % SDS y 0.1 % azul de bromofenol) por 15 

min. Las tiras se colocaron en geles de poliacrilamida desnaturalizantes con SDS al 12%. Las 

proteínas se separaron por peso molecular a una diferencia potencial constante de 200 volts. 

Por último, las proteínas se transfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad CA-USA, Cat. 

1620177). 

 

7.4 Ligand blotting de plasminógeno humano 

 

Para realizar este ensayo, se utilizaron las membranas de PVDF transferidas. El Plg humano 

(Roche Germany, Cat. 10874477001) se preparó en una solución de BSA al 3% w/v en buffer 

PBS con 0.05% del detergente Tween20 (Sigma-Aldrich St. Louis-USA, Cat. 1706531) (PBS-T). 

Cada membrana se incubó con Plg 1:500 μg/ml durante 1 h a temperatura ambiente en 

presencia o ausencia de 500 mM ɛACA (Sigma-Aldrich St. Louis-USA, Cat. A2504). Después, 

se realizaron tres lavados a la membrana con PBS-T para eliminar el Plg unido 

inespecíficamente. Se incubó nuevamente durante 1 hr a temperatura ambiente con un 

anticuerpo policlonal comercial producido en cabra contra Plg humano (anti-Plg) (Acris 

antibodies Germany, Cat. R1598) diluido 1:1000 en la solución de BSA PBS-T. Se lavó 

nuevamente con PBS-T y se incubó posteriormente con el anticuerpo secundario Anti-IgG de 
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cabra policlonal (Sigma-Aldrich St. Louis-USA, Cat. A5420) diluido 1:3500. Posteriormente, la 

membrana se incubó con una solución de revelado que contenía 1 μl/ml de peróxido de 

hidrógeno al 30% en PBS-T y 0.4 mg/ml de 3-3 diaminobencidina (Sigma-Aldrich St. Louis-

USA, Cat. D8001). Tres ensayos se realizaron en presencia y ausencia de ɛACA (ε-ácido 

aminocaproico/análogo de lisina) que es un inhibidor competitivo de plasminógeno. 

 

7.5 Identificación de proteínas que unen Plg por espectrometría de masas MS/MS (MALDI 

TOF/TOF) 

 

Los puntos identificados en el ligand blotting, fueron cortados manualmente de los geles. 

Posteriormente, fueron desteñidos con ACN: NH4HCO3 50mM (50:50 v/v). La digestión 

proteica se llevó a cabo durante 18 horas a 37 °C con tripsina grado masas (Promega USA, 

Cat. V528A). Los péptidos obtenidos de la digestión se extrajeron (ACN: H2O: ácido fórmico 

50:45:5 v/v), y se disminuyó el volumen de la muestra en un concentrador (Eppendorf 

Hamburg-Germany, 5301). La muestra se desaló utilizando una columna C18 (EMD Millipore, 

ZipTipC18). Posteriormente, las muestras se colocaron por sextuplicado en la placa utilizando 

como matriz α-ciano-4-hidroxicinamínico. Por último, las muestras se analizaron en un 

MALDI TOF/TOF 4800.  

Para la identificación de las proteínas, con los espectros de MS/MS obtenidos se realizó una 

búsqueda con el algoritmo de búsqueda Paragon del software ProteinPilot 

(http://www.uniprot.org), con un porcentaje de confianza del 66%.  

 

7.6 Análisis bioinformático de las isoformas de enolasa de T. solium 

 

Con el fin de identificar las isoformas de enolasa, se realizó una búsqueda extensiva en el 

genoma de T. solium, utilizando la base de datos GeneDB 

(http://www.genedb.org/homepage).  

 

http://www.genedb.org/homepage
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Para dar continuidad a la identificación de las isoformas, se realizaron alineamientos de las 

secuencias de enolasa de organismos relacionados a T. solium, obtenidas de las bases de 

datos disponibles en GenBank y GeneDB. Los alineamientos se realizaron utilizando 

herramientas bioinformáticas (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). 

Además, se realizó un estudio filogenético con 77 secuencias de aminoácidos de enolasas de 

46 organismos diferentes. Las secuencias se descargaron de las bases de datos GenBank y 

GeneDB (http://www.genedb.org/homepage).  Las secuencias de enolasa de T. crassiceps se 

obtuvieron de una base de datos no publicada. Utilizando el software Clustal W  se alinearon 

las secuencias (Thompson et al., 1997).  

Para el estudio filogenético, donde se incluyeron las secuencias seleccionadas, se realizó un 

análisis de máxima verosimilitud (ML) utilizando el software RAxML v.7.0.4. (Stamatakis, 

2006). Se seleccionó el modelo de sustitución GTRGAMMAI para los análisis de ML, con 

10.000 réplicas de bootstrap. 

 

7.7 Expresión de las isoformas de enolasa de cisticerco. RT-PCR 

 

Para iniciar la caracterización de las enolasas de T. solium, primero se estudió la expresión 

de las isoformas identificadas por RT-PCR. Para ello, RNA total de cisticerco de T. solium se 

purificó con Trizol-cloroformo (Invitrogen TM), siguiendo las indicaciones del comerciante. 

Oligonucleótidos específicos se diseñaron basados en las secuencias de nucleótidos de 

TsEno1 (previamente diseñados en Ayón-Núñez et al., 2018), TsEno2, TsEno3, y TsEno4 

(Tabla 3). Los oligonucleótidos se diseñaron con 15 bases complementarias del vector 

PET23a incluyendo las enzimas de restricción, con el fin de utilizarlos posteriormente para la 

clonación, utilizando el kit In-Fusion® HD Cloning. Se realizó la retrotranscripción del RNA, 

una vez obtenido el cDNA, se amplificaron los genes de enolasa por PCR con la HotStar® Taq 

Plus Master Mix Kit (Qiagen, Venlo, Netherlands) bajo las siguientes condiciones: Activación 

inicial a 95 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos de desnaturalización a 94 °C por 60 s, 

alineamiento por 15 s a 64 °C para Eno1, 58 °C para Eno2 y Eno4, 60 °C para Eno3, y extensión 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
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final a 72 °C por 60 s. Los amplicones fueron resueltos en geles de agarosa al 1% para su 

visualización. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos para la amplificación (PCR) de las isoformas de enolasa. 

TsEno1 Fw: 5’AATGGGTCGC/GGATCC/ATGTCCATCCAAAAGATTCATGC 
Rev: 5’TGCTCGAGT/GCGGCCGC/CAAAGGATTGCGGAAGTGCTC 

TsEno2 Fw: 5’AATGGGTCGC/GGATCC/ATGGCGATGCTAAGAATTGTG 

Rev: 5’TGCTCGAGT/GCGGCCGC/TTTGATAGGGTTTAATATGTGC 

TsEno3 Fw: 5’AATGGGTCGC/GGATCC/ATGAAATCTATCATTGCACGCC 

Rev: 5’TGCTCGAGT/GCGGCCGC/AGGATGGCGGAAATTTTCGC 

TsEno4 Fw: 5’AATGGGTCGC/GGATCC/ATGAAACAACAGTTCGATAATG 

Rev: 5’TGCTCGAGT/GCGGCCGC/CTCACATTTCACCCAGAGG 

 

 

7.8 Clonación, expresión y purificación de las enolasas de T. solium 

  

Se procedió con la clonación de cada enolasa amplificada: TsEno1, TsEno3 y TsEno4. Para 

ello, se utilizó el kit “In-Fusion® HD Cloning Kit” (Clontech® Laboatories, Inc. CA-USA, Cat. 

639649) siguiendo las indicaciones del fabricante. Brevemente, los genes de interés se 

amplificaron con los oligonucleótidos previamente diseñados, utilizando la polimerasa  

CloneAmpTM DNA del kit a 98°C 10 seg, 55 °C 15 seg y 72°C 10 seg, 35 ciclos, a la temperatura 

requerida para cada par de oligonucleótidos . La clonación se realizó utilizando el Protocolo-

II especificado en el Kit (Clontech® Laboatories, Inc). Después, las células competentes 

“Stellar TM Competent Cells” E. coli HST08 se transformaron con 1 μl de la reacción de 

clonación antes realizada siguiendo el protocolo PT5055-2 (Clontech® Laboatories, Inc). 

Posteriormente se sembraron en placas con medio LB (Luria-Bertani) más ampicilina y se 

incubaron a 37 °C toda la noche. Transcurrido el tiempo de incubación, se seleccionaron 

cuatro colonias al azar y se purificó el plásmido (PET23a-TsEno). Los plásmidos se analizaron 

en geles de agarosa al 1% y se enviaron a secuenciar con oligonucleótidos específicos para 

el vector PET23a.  
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Las células competentes E. coli XL-Blue se transformaron con el PET23a-TsEno. Se indujo la 

expresión en presencia de 1mM de IPTG a diferentes tiempos (0, 2, 4, 6 y 24 h) a 37 °C. Por 

último, las enolasas recombinantes de T. solium (rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4) se purificaron 

por cromatografía liquida en el equipo ÄKTAprime™ plus (GE Healthcare Bio-Sciences, 

Uppsala-Suecia) por columna de afinidad a níquel (GE Healthcare Life Sciences, Amersham-

UK Cat. 17524701). 

 

7.9 Ensayo de unión a plasminógeno humano en microplaca  

 

Microplacas de poliestireno (Corning Costar, Sigma-Aldrich) se recubrieron con 1 µg de 

rTsEnoA, rTsEnoC, rTsEno4 o 3 µg de CE por pozo mediante incubación durante toda la noche 

a 4 °C, utilizando un buffer de bicarbonato / carbonato 0,05 M, pH 9,6. Luego, las placas se 

lavaron tres veces con PBS-T y se bloquearon con PBS-T- 1% de gelatina (PBS-T-Gel) durante 

1 hora a 37 ° C. Después se realizó otro lavado, luego se incubaron con 4 µg de Plg humano 

durante 1 h. Pasado el tiempo de un nuevo se realizaron lavados y se incubó durante 1 h con 

antisuero anti-Plg policlonal de cabra (Acris Antibodies) 1: 1000. Posteriormente de hacer 

lavados, los pozos se incubaron durante 1 h con anticuerpo policlonal IgG anti-cabra 

conjugado con peroxidasa (Sigma) 1: 1500. La actividad de la peroxidasa se reveló con 3,3 ', 

5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA); La reacción se 

detuvo agregando 100 µl de ácido clorhídrico 1N y se midió en un espectrómetro a una D.O. 

de 450 nm. El ensayo se realizó en presencia y ausencia de 40 mM de ɛACA. El ensayo se 

realizó por triplicado. 

 

7.10 Ensayo de activación de plasminógeno con rTsEnoA en solución  

 

Para evaluar si el plasminógeno humano se activa en presencia de la rTsEnoA, se midió la 

actividad de la 4-nitroanilina de la plasmina generada en solución usando el activador de 

plasminógeno tipo tisular (tPA). En placas de microtitulación (Thermo Scientific, Cliniplate 

Labsystem, Cat. 28298-602) se incubaron 10 μg de rTsEnoA en 100 µl de 4 μg de 
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plasminógeno por 1 h a 37°C. Posteriormente, a cada pozo se le adicionó 1.5 µg/mL de tPA 

(Calbiochem, Cat. 612200) y 0.4 mM de chromozym PL (Roche Germany, Cat. 10378461001) 

ajustado a un volumen final de 200 µl con 50 mM de Tris buffer pH 7.4. La reacción se midió 

a una densidad óptica (D.O.) de 405 nm a temperatura ambiente durante 24 h. El ensayo se 

realizó en presencia y ausencia de ɛACA, con los diferentes controles, en ausencia de 

rTsEnoA, plasminógeno, tPA y chromozym PL. 

 

7.11 Medición de la actividad enzimática de rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4 

 

Este estudio se realizó con el fin de determinar si las enolasas recombinantes de T. solium 

(rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4) tenían la actividad enzimática característica y/o había 

diferencia entre ellas. 

La actividad se evaluó por reacción directa, dando lugar a la formación del fosfoenolpiruvato 

acoplado con piruvato cinasa y lactato deshidrogenasa. Donde se cuantifica la oxidación de 

NADH y la producción de NAD. Para evaluar la actividad enzimática, se realizaron cinco 

cultivos independientes de bacterias de 500 mL, utilizando las condiciones ya establecidas 

(Saavedra et al., 2005). Después, la proteína se purificó de manera independiente de cada 

cultivo y se guardó a -70 °C en glicerol al 50%. La reacción se realizó en presencia de buffer 

pH 7.0 (50mM de imidazol; Mes, Tris, 10mM de acetato, pH 7 a 37°C), 5 mM MgCl2, 10 mM 

NADH, 10 µl pK-LDH, 0.1 mM ADP, proteína recombinante (rTsEnoA, rTsEnoC o rTsEno4) y la 

reacción inicia cuando se agrega 1 mM 2PG. Por último, la actividad enzimática de las 

enolasas se midió en un espectrofotómetro.  

 

7.12 Producción de anticuerpos anti-rTsEnoA, anti-rTsEnoC y anti-rTsEno4 

 

Para la producción de anticuerpos policlonales en contra de rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4 de 

T. solium, se inmunizaron conejos (New Zealand, de 2-3 meses y de 2-3 kg) con cada proteína 

recombinante. Se realizaron tres inoculaciones, la primera con adyuvante completo de Freud 

y dos con adyuvante incompleto de Freud (Figura 8). Preparación del inóculo: previamente, 
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las proteínas recombinantes se dializaron en PBS 1X y se cuantificaron. 100 µg/mL de las 

proteínas recombinantes se homogenizaron en una dilución 1:1 con el adyuvante 

manteniendo la mezcla a 4°C. Antes de inmunizar a los conejos se le extrajeron 3 mL de 

sangre, con el propósito de obtener el suero preinmune (se almacenó a -70 °C). El primer 

inóculo con el adyuvante completo de Freud se realizó por vía intradérmica en la nuca con 

una jeringa de 5 mL. Las siguientes dos inoculaciones se realizaron de la misma manera pero 

con adyuvante incompleto de Freud. Por último, obtuvimos una muestra de sangre de los 

conejos para evaluar los títulos de anticuerpos por ELISA. Finalmente, los conejos fueron 

sangrados a blanco, se separó el suero y se almacenó a -70 °C.   Todos los procedimientos de 

inmunización fueron realizados por médicos veterinarios de la Unidad de Modelos 

Biológicos, del IIB.  

 

 

 

 

 

7.13 Inmunolocalización de enolasa en cisticerco de Taenia solium 

 

Con la finalidad de conocer la localización de enolasa en el cisticerco de T. solium, los 

cisticercos previamente fijados en parafolmaldehido se incluyeron en bloques de parafina. 

Se realizaron cortes de 3 micras de grosor. Los cortes de tejido se desparafinaron 

incubándolos a 50 °C por 30 min., y se deshidrataron en graduaciones decrecientes de 

alcoholes. Posteriormente, los cortes de tejido se bloquearon con 1 % de albumina sérica 

bovina (BSA) en PBS 1% con 0.05 % de Tween20 por 10 min e inmediatamente se incubaron 

con anticuerpo anti-enolasa policlonal hecho en cabra 1:50 (Santa Cruz, CA-USA, Cat. Sc-

Figura 8. Esquema de inmunización. Los conejos fueron inmunizados con 100 µg de rTsEnoA, rTsEnoC o 

rTsEno4 con adyuvante completo e incompleto de Freud. 
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7455) o anti-α-enolasa monoclonal 1:50 por 1 h y/o anti-rTsEnoA policlonal producido en 

conejo 1:10 por toda la noche.  

 

Transcurrido el tiempo de incubación, los cortes se lavaron tres veces con PBS-Tween y se 

incubaron con el anticuerpo secundario anti-IgG peroxidado (correspondiente para cada 

anticuerpo primario) 1:1000 a temperatura ambiente por 30 min. Finalmente, los cortes de 

tejido fueron revelados usando 3 mg/mL de 3,3-diaminobenzidina (Sigma-Aldrich St. Louis-

USA, Cat. D8001) en PBS-Tween y 30% de peróxido de hidrogeno diluido 1:1000 y 

contrateñidos usando hematoxilina. Todos los cortes de tejido se fijaron con resina sintética, 

para ser visualizados en el microscopio. Como control, en paralelo, cortes de tejido se 

incubaron en ausencia del anticuerpo primario.  
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8. RESULTADOS 

 

8.1 Identificación de las proteínas de T. solium que unen plasminógeno humano   

La identificación de las proteínas de cisticerco de T. solium que unen plasminógeno humano 

(Figura 9A) se realizó por MS/MS (MALDI TOF/TOF). Se identificaron siete proteínas: 

Fasciclina-1, Fasciclina-2, enolasa, proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK), anexina, 

actina y la malato deshidrogenasa citosólica (Tabla 4). No se lograron identificar 5 puntos del 

2D-SDS-PAGE (17, 18, 19, 20 y 21, Figura 9A) debido a la baja concentración de proteína 

obtenida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Identificación de las proteínas que unen plasminógeno por MS/MS (MALDI TOF/TOF). A) Ensayo de unión 

a plasminógeno (ligand blotting). B) 2D-SDS-PAGE de extracto de proteínas de cisticerco de T. solium, revelados 

con azul de Coomassie.  Los números representan los puntos que se enviaron a identificar.  
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Tabla 4. Proteínas de Taenia solium que unen plasminógeno humano.  

 

 

 

Como parte de uno de los objetivos de este trabajo, se seleccionó la enolasa para ahondar 

en su evaluación, porque ya habíamos observados en estudios previos, que la proteína del 

cisticerco de T. solium une plasminógeno (Ayón-Núñez D.A., 2014, Tesis de Maestría). 

Además, fue una de las proteínas identificadas en el proteoma de las oncosferas activadas, 

lo que sugiere que participa en el proceso de migración del parásito a los diferentes tejidos 

del huésped. Por otro lado, ya se ha demostrado que la enolasa está involucrada en la 

migración de diferentes patógenos. Además, se seleccionaron dos proteínas más: la 

fasciclina 2, la cual, se clonó y expresó (Figura suplementaria 1) y la malato deshidrogenasa 



 
 

31 
 

citosólica (previamente clonada en el laboratorio). Sin embargo, debido a que es complicada 

su expresión y purificación, se decidió enfocar el estudio en la proteína enolasa.  

 

8.2 Caracterización de las isoformas de enolasa de Taenia solium  

En vertebrados se han identificado cuatro genes de enolasa (Eno1, Eno2, Eno3 y Eno4) que 

dan lugar a diferentes isoformas (alfa-enolasa, beta-enolasa, gama-enolasa y Eno4). Sin 

embargo, en invertebrados no han sido caracterizadas las isoformas de enolasa. Realizando 

una búsqueda en el genoma de T. solium y gusanos relacionados (T. crassiceps, E. 

multilocularis, E. granulosus), encontramos cuatro isoformas de enolasa: Eno1, Eno2 y Eno3, 

con un porcentaje de identidad entre ellas mayor al 65%; y Eno4 más pequeña (26 % de 

identidad) y que solo conserva los sitios de unión a sustrato, característica que la define como 

enolasa. Para T. solium, Eno1 es la proteína que hemos estado evaluando en este estudio y 

está conformada por 433 aa. Por su parte, Eno2 contiene 438 aa, Eno3 450 aa y Eno4 250 aa 

(Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Alineamiento de las isoformas de enolasa identificadas en el genoma de T. solium. El recuadro en 

negro, indica el motivo putativo que une a plasminógeno; en rosa el motivo que caracteriza la proteína; el 

recuadro azul muestra los motivos de unión a Mg2+ y en el recuadro verde los motivos de unión a sustrato. 

Las secuencias, de color rojo indican los aminoácidos idénticos, y de color azul los aminoácidos que difieren 

entre las secuencias. Ident (%): porcentaje de identidad de las secuencias de aminoácidos con respecto a 

Eno1. 

Ident (%) 

100 
74 
67 
26 
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Con el fin de conocer sí las isoformas de enolasa identificadas en el genoma de T. solium son 

homólogas a las isoformas descritas en vertebrados, se realizó un análisis filogenético con 

enolasas de diferentes organismos. Se incluyeron 77 secuencias de aminoácidos de enolasas 

de 46 organismos diferentes, secuencias de bacterias, hongos, arqueobacterias, vertebrados 

(α, β, γ y Eno4), así como 19 secuencias de aminoácidos de 7 especies de gusanos (Figura 

11).  

Los resultados del análisis filogenético demostraron que las secuencias de aminoácidos de 

las isoformas de Tenias, con la excepción de Eno4 no son ortólogos de las isoformas de 

vertebrados. Por lo tanto, el origen de las variantes de secuencias de aminoácidos en 

vertebrados e invertebrados no son monofiléticos. Las isoformas alfa, beta y gama de 

vertebrados, no corresponden a Eno1, Eno2 y Eno3 de invertebrados. Además, claramente 

se observa que la Eno4 pareció ser la más ancestral. Teniendo en cuenta estos resultados, se 

decidió nombrar a las proteínas de este grupo de parásitos como: EnoA, EnoB, EnoC, 

conservando la Eno4 con el mismo nombre para vertebrados (Figura 11). Para el caso de T. 

solium, se le agregó Ts al inicio de la abreviatura: TsEnoA, TsEnoB, TsEnoC y TsEno4. 
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Figura 11. Árbol filogenético de enolasa incluyendo las enolasas de Taenia solium. Se usó una distancia 

corregida gamma (α = 1,05) con el método de neighbor-joining. 
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8.3 Evaluación de la capacidad de la enolasa recombinante de T. solium (rTsEnoA) de unir y 

activar plasminógeno humano  

Para evaluar la capacidad de unión y activación del plasminógeno humano de la enolasa 

recombinante de T. solium A (rTsEnoA), primero se indujo con 1mM de IPTG, encontrándose 

la máxima expresión a las 6 h de tratamiento, como previamente se describe (Ayón-Núñez 

D.A., 2014, Tesis de Maestría). Posteriormente, la rTsEnoA se purificó por afinidad a 

columnas de Niquel obteniéndose 10 ml con una concentración de 690 µg/ml (Figura 12A).  

Se observó que la proteína purificada correspondía a la rTsEnoA por Western blot con 

anticuerpos anti-histidina y anti-enolasa comerciales (Figura 12B, línea 2 y 3 

respectivamente). En la figura, se observan tres bandas, una de 47 kDa (peso molecular 

esperado), otra de 40 kDa y otra más de 100 kDa, aproximadamente.  

En seguida se evaluó si la rTsEnoA une plasminógeno humano mediante ligand blotting en 

presencia y ausencia de ƐACA (Figura 12C). El ligand blotting mostró que la rTsEnoA une 

plasminógeno humano (Figura 12C, línea 2) y que la unión es inhibida en presencia de ƐACA 

(Figura 12C, línea 3).  

La unión del plasminógeno a la enolasa recombinante de T. solium se confirmó mediante 

ELISA (Figura 13- barra lila). Sin embargo, la inhibición en presencia de ƐACA fue de 25% con 

respecto a la unión de plasminógeno (Figura 13- barra lila claro). El ELISA se realizó con 

extracto soluble de proteínas de cisticerco de T. solium como control positivo y con gelatina 

como control negativo en presencia y ausencia de ƐACA.   
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Figura 12. Enolasa recombinante de Taenia solium. A) rTsEnoA purificada. Línea 1, BL21 inducidas al tiempo 

cero. Línea 2, inducción a las 6 horas. Línea 3, rTsEnoA purificada. B) Western Blot anti-histidina 1:4000 y 

anti-enolasa 1:700.  Línea 1, rTsEnoA purificada teñida con Coomassie. Linea 2, western blot anti-histidina 

1:4000. Linea 3, Western blot anti-enolasa 1:700. C) Ensayo de unión a plasminógeno con rTsEnoA. Línea 1, 

rTsEnoA purificada teñida con Coomassie. Línea 2, Ligand blotting. Línea 3, Ligand blotting en presencia de 

ƐACA. PM, marcador de peso molecular en kDa. Flechas azules señalando la rTsEnoA. 

Figura 13. Ensayo de unión a plasminógeno con enolasa recombinante de Taenia solium. Ctrl: Control 

negativo, Gelatina en presencia de plasminógeno. Ctrl-E, gelatina en presencia de plasminógeno y EACA. 

rTsEnoA, es la enolasa recombinante de T. solium en presencia de plasminógeno. rTsEnoA-E, en presencia 

de plasminógeno más EACA. ET, extracto de proteínas totales de T. solium en presencia de plasminógeno. 

ET-E, en presencia de plasminógeno más EACA. Las barras representan la media y la desviación estándar. 

***P<0.001 y **P<0.05 comparado con el control (GraphPad Prism 7).   
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Considerando los resultados, se procedió a realizar la  activación de plasminógeno en 

presencia de la rTsEnoA, a fin de observar el efecto que muestra la rTsEnoA sobre la 

activación del plaminógeno. La primera posibilidad es que la enolasa active a su ligando. Para 

analizar esa posibilidad se incubó plasminógeno en presencia de la rTsEnoA y se comparó el 

efecto observado durante 24 h con el provocado por el activador de plasminógeno de tipo 

tisular (tPA) (Figura 14). Donde se mostró que hay una activación basal del plasminógeno en 

ausencia de el tPA (línea azul), al igual, que sin Chromozym PL (línea roja) y sin Plg (línea 

verde), lo cual, no muestra que la rTsEnoA active al plasminógeno por si sola. Sin embargo 

en presencia del tPA, el plasminógeno muestra una activación maxima a las seis horas (línea 

morada- Flecha). En presencia de ƐACA (línea morada tenue) se observa que la inhibición se 

lleba a cabo durante la maxima activación de Plg. Tambien, en la figura podemos observar 

que el control sin rTsEnoA (línea amarilla) muestra la activación basal del plasminógeno, el 

cuál, decae hasta las 15 hrs.  
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Figura 14. Cinética de activación de plasminógeno con tPA en presencia de rTsEnoA. La actividad de la 

plasmina se determinó midiendo la producción de 4-nitroanilina. El ensayo se realizó en solución en placa 

en presencia del tPA. La flecha indica la máxima activación del plasminógeno en presencia de rTsEnoA. La 

flecha indica la máxima activación del plasminógeno.  
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En la Figura 15, se graficó la activación del plasminógeno a la seis horas con sus respectivos 

controles, donde, de manera más clara se observó que la rTsEnoA potencía la activación de 

plasminógeno ya que el control sin rTsEnoA mostró densidades opticas más bajas con 

respecto a las obtenidas en presencia de rTsEnoA, siendo estadisticamente significativo. 

Además, de una ligera inhibición de la activación en presencia de ƐACA. 

 

 

  

8.4 Evaluación de la expresión de las isoformas de enolasa en cisticerco de T. solium 

Como se mencionó, se identificaron cuatro isoformas de enolasa en el genoma de T. solium. 

Por lo tanto, se diseñaron oligonucleótidos específicos para cada isoforma y se amplificaron 

los cDNAs específicos a partir de RNA total de cisticerco de T. solium, como control se utilizó 

el cDNA de la TsEnoA amplificado anteriormente (Figura 16). Los cisticercos expresaron tres 

de las cuatro isoformas identificadas, la TsEnoA, TsEnoC y TsEno4. Para TsEnoA se observó 

una banda más intensa (mayor expresión) y para TsEno4 menos intensa (menor expresión). 

Sin embargo, TsEnoB no se amplificó. Teniendo en cuenta lo anterior, procedimos a clonar y 

expresar TsEnoC y TsEno4, a fin de poder evaluar sus posibles funciones en el cisticerco. 

Figura 15. Ensayo de activación de plasminógeno con tPA en presencia de rTsEnoA a las 6 h. La actividad de 

la plasmina se determinó midiendo la producción de 4-nitroanilina. El ensayo se realizó en ausencia y 

presencia de 100 mM de ƐACA. Las letras (a, b, c) en la parte superior de cada barra indican diferencias 

significativas P <0.05 (Kruskal Wallis -Test, ANOVA no paramétrico), n= 3. 
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8.5 Clonación y expresión de TsEnoC y TsEno4 

Las isoformas de enolasa de T. solium  TsEno3 (TsEnoC) y TsEno4, se clonaron en el plásmido 

pET23a (Figura 17). El tratamiento con las enzimas de restricción BamH1 y Not1 liberó los 

cDNAs clonados en los tamaños esperados (TsEnoC 1293 pb y TsEno4 753 pb), en cuatro 

clonas bacterianas distintas (excepto la clona del carril 6). La clonación se confirmó por 

secuenciación.  

 

 

Figura 16. Amplificación de las isoformas de 

enolasa en cisticerco de T. solium. Gel de 

agarosa al 1% de RT-PCR de las isoformas de 

enolasa. PB: pares de bases. 

Figura 17. Clonación de TsEno3 y TsEno4. Línea 1- pET23a purificado. Línea 2- pET23a linearizado. Línea 3- 

6 clonación y liberación del inserto de TsEno3. Línea 7- 10 clonación y liberación del inserto de TsEno4. El 

inserto liberado se señala con la flecha azul. 
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Las proteínas recombinantes se obtuvieron de cultivos de E. coli estimuladas con 1 mM de 

IPTG a diferentes tiempos (Figura 18), obteniéndose una producción máxima a las 6 y 4 horas 

para rTsEnoC y rTsEno4, respectivamente.  La fracción soluble y la fracción insoluble se 

procesaron para ambas proteínas, observando que la rTsEnoC se encuentra expresada en la 

fracción soluble (Figura 18A) mientras que la rTsEno4 en la fracción insoluble (Figura 18B).    

 

 

 

 

 

Por último, se realizó la purificación de las proteínas recombinantes por cromatografía 

liquida de afinidad, en columna de níquel (Figura 19). La identidad de las proteínas rTsEnoC 

y rTsEno4 se confirmó por Western blot con anticuerpos anti-histidina (Figura 20). 

 

Figura 18. Expresión de rTsEnoC y rTsEno4. A) SDS-PAGE de rTsEnoC. B) SDS-PAGE de rTsEno4. La inducción 

se realizó con 1 mM de IPTG tomando una alícuota a las 0, 2, 4, 6, 24 horas. El extracto soluble y el extracto 

insoluble se señalan con corchetes. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie. Las flechas indican las 

proteínas en el peso esperado.   
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8.6 Evaluación de la capacidad de rTsEnoC y rTsEno4 de unir plasminógeno humano  

Con el propósito de estudiar si rTsEnoC y rTsEno4 unen plasminógeno, se realizó un ligand 

blotting en ausencia y presencia de ƐACA. En la Figura 21, se muestra que rTsEnoC une 

plasminógeno y rTsEno4 no.  

Figura 19. Purificación de rTsEnoC y rTsEno4. A) rTsEnoC. Extracto soluble a las 6 horas de inducción con 1 mM 

de IPTG. B) rTsEno4. Extracto insoluble a las 4 horas de inducción con 1 mM de IPTG. Las flechas largas indican 

la banda de la proteína esperada y las flechas cortas indican la fracción con la proteínas más pura.   

Figura 20. Western blot de rTsEnoC y rTsEno4 en presencia de anticuerpo anti-Histidina. A) Western blot de 

rTsEnoC. B) Western blot de rTsEno4. Línea 1: Marcador de peso molecular y Línea 2: Proteína recombinante 

teñidos con azul de Coomassie. Línea 3: Western blot anti-Histidina 1:1000. Las flechas indican a la proteína 

en el peso esperado. 
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Los resultados anteriores se confirmaron por ELISA. En la Figura 22 se observa que rTsEnoA 

y rTsEnoC unen plasminógeno en cantidades similares. Por su parte, rTsEno4 no une 

plasminógeno. 

 

 

 

 

Figura 21. Ligand blotting de plasminógeno en presencia de rTsEnoC y rTsEno4. El ensayo se realizó en 

presencia (3) y ausencia (2) de ƐACA y con sus respectivos controles sin plasminógeno (4) y control del 

anticuerpo secundario (5). Las flechas negras indican el peso molecular de las proteínas. (1) KDa (peso 

molecular). 

Figura 22. ELISA de unión a plasminógeno en presencia de rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4. El ensayo se realizó 

en presencia (barras azul claro) y ausencia de EACA (barras azul oscuro). Usando gelatina como control 

negativo (GEL). Las barras representan la desviación estándar. ***P<0.001 y **P<0.08 comparado con el 

control. 
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8.7 Actividad enzimática de rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4 

 

Para investigar qué actividad presentan las proteínas recombinantes se midió la oxidación de 

NADH y la producción de NAD durante la formación del fosfoenolpiruvato acoplando las 

reacciones de la piruvato cinasa y la lactato deshidrogenasa. La actividad enzimática 

específica de rTsEnoA es de 36 ± 5 U/mg y su Km de 27 ± 7 µM (Figura 23A) y la de rTsEnoC 

fue de 50 ± 12 U/mg y su Km 57 ± 28 µM (Figura 23B). La rTsEnoC mostró alta variabilidad 

de su Vmax y Km, lo cual, podría indicar que es más inestable que la rTsEnoA. Por otro lado, 

rTsEno4 no mostró actividad enzimática en ninguna de las muestras analizadas.  

 

 

 

 

8.8 Evaluación de los anticuerpos anti-rTsEnoA, anti-rTsEnoC y anti-rTsEno4 

Como se muestra en la Figura 24 se obtuvo un título bajo de anticuerpos anti-rTsEnoA, anti-

rTsEnoC y anti-rTsEno4. Se observó que el antisuero para cada proteína recombinante 

reconoce a la enolasa en una dilución 1:20. Por Western blot observamos el reconocimiento 

específico del anticuerpo utilizando proteína recombinante de cada isoforma (Figura 25A). 

Además, para corroborar la especificidad de los sueros realizamos un Western blot cruzando 

los antisueros, es decir, la rTsEnoA la incubamos con el suero anti-rTsEnoC y anti-rTsEno4 y 

Figura 23. Actividad enzimática de rTsEnoA, rTsEnoC.  A) rTsEnoA. B) rTsEnoC. La actividad enzimática se 

midió en cinco experimentos individuales Para el análisis estadístico se tomaron tres muestras 

representativas. Las gráficas representan un ejemplo de las muestras evaluadas.  
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así para cada proteína (Figura 25B). Lo que demostró la especificidad de los antisueros para 

cada proteína, ya que no se observó reacción cruzada. 
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Figura 24. Titulación de anticuerpos anti- rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4 hechos en conejo. Los pozos se 

sensibilizaron con 1 µg de rTsEnoA, rTsEnoC o rTsEno4. Posteriormente se incubaron con diferentes 

diluciones de los anticuerpos anti- rTsEnoA, rTsEnoC o rTsEno4 (sueros hiper-inmunes), respectivamente. 

Por último,  se incubó con anticuerpo anti- IgG de conejo 1:1500 y se reveló con TMB. Como control se 

utilizó una muestra de suero pre-inmune. El ensayo se realizó por triplicado, en la gráfica se muestra el 

promedio de los tres experimentos. 
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8.9 Inmunolocalización de enolasa en cisticerco de Taenia solium 

 

Para conocer la localización de la isoforma EnoA de T. solium, utilizamos el anticuerpo 

producido en conejo en contra de la proteína rTsEnoA. En la Figura 26B se observa el 

reconocimiento específico del anticuerpo, donde se muestra que la TsEnoA se encuentra 

ampliamente distribuida en el cisticerco, en tegumento y el tegumento del canal espiral. 

También, utilizando un anticuerpo comercial anti-alfa enolasa (isoforma de vertebrados), 

observamos un reconocimiento específico de igual manera que el anticuerpo anti- rTsEnoA 

(Figura 26D). 

Figura 25. Western blot con anticuerpos anti- rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4 hechos en conejo. A) Western blot 

con anticuerpos anti-enolasas. 1- Marcador de peso molecular. 2- Western blot de rTsEnoA en presencia 

de suero anti-rTsEnoA. 3- Control del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo. 4- Western blot de rTsEnoC 

en presencia de suero anti-rTsEnoC. 5- Control del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo. 6- Western 

blot de rTsEno4 en presencia de suero anti-rTsEno4. 7- Control del anticuerpo secundario anti-IgG de 

conejo. B) Western blot de las enolasas recombinantes en combinación de sueros. 1- Marcador de peso 

molecular. 2- Western blot de rTsEnoA en presencia de suero anti-rTsEnoC. 3- Western blot de rTsEnoA en 

presencia de suero anti-rTsEno4. 4- Western blot de rTsEnoC en presencia de suero anti-rTsEnoA. 5- 

Western blot de rTsEnoC en presencia de suero anti-rTsEno4. 6- Western blot de rTsEno4 en presencia de 

suero anti-rTsEnoA. 7- Western blot de rTsEnoA en presencia de suero anti-rTsEnoC. 
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Figura 26. Inmunolocalización de TsEnoA en cisticerco. A y C) Control de anticuerpo secundario. B) 

Inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo anti- rTsEnoA. D) Inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo 

anti- alfa enolasa (α-enolasa). Imágenes con barras de 100μm y 50μm. T: tegumento, TCP: tegumento de 

canal espiral.  
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9. DISCUSIÓN 

En infecciones por bacterias, por hongos o por parásitos es importante conocer las vías de 

migración y establecimiento del patógeno en los tejidos y órganos blanco de su huésped, lo 

que podría ser fundamental para establecer métodos de diagnóstico, tratamiento y 

erradicación del patógeno. En el caso particular de la cisticercosis humana y porcina, causada 

por Taenia solium, ésta información es crucial para idear estrategias para su control y 

tratamientos. Hay que considerar en ésta parasitosis que la localización del parásito en las 

distintas regiones del sistema nervioso central del huésped determina la patogenia y las 

intervenciones necesarias para destruirlo. 

Poco se conoce acerca de los mecanismos utilizados por Taenia solium en sus etapas iniciales 

de infección para migrar y establecerse en los diferentes tejidos del huésped. 

Recientemente, se ha reportado en un grupo de patógenos el papel del 

plasminógeno/plasmina, el cual, se une a la superficie de los patógenos y les permite migrar 

y establecerse en los tejidos del huésped (Ghosh et al., 2011; González-Miguel et al., 2016). 

El plasminógeno/plasmina degrada las redes de fibrina y componentes de la matriz 

extracelular, barreras con las que están en contacto los patógenos, lo que permitiría la 

migración de los mismos (Bergmann and Hammerschmidt, 2007; Sanderson-Smith et al., 

2012; Figuera et al., 2013; Ayón-Núñez et al., 2018a). 

En este proyecto de investigación, identificamos por ligand blotting en 2D que los cisticercos 

de T. solium expresan varias proteínas con capacidad de unir Plg (Figura 9A). Este fenómeno 

se ha observado en otros organismos como bacterias y parásitos (Xolalpa et al., 2007; 

González-Miguel et al., 2012, 2013). Por MS/MS en 2D/SDS-PAGE identificamos siete 

proteínas que unen PIg: fasciclina 1 y fasciclina 2, MAPK (proteína quinasa activada por 

mitógenos), malato deshidrogenasa citosólica, anexina, actina y enolasa (Tabla 4).  

Las fasciclinas son proteínas poco estudiadas, son glicoproteínas asociadas a membranas, 

pertenecientes a la superfamilia de moléculas de adhesión celular (CAM), se identificaron 

por primera vez  en un subconjunto de axones fasciculantes en el sistema nervioso central 

en Drosophila melanogaster (Hortsch and Goodman, 1990; Wang et al., 1993; García-Alonso 
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et al., 1995). En T. solium, se identificaron también por 2D/SDS-PAGE un conjunto de puntos 

entre 65 y 83 kDa nombrados fasciclina-like (TsMFas1), encontrando que se expresaba 

constitutivamente en estadios de metacestodo y adulto, con localización preferencial en el 

escólex. La TsMFas1 mostró que puede ser útil para el diagnóstico diferencial de la NC 

crónica, especialmente donde prevalecen tanto la NC como otras granulomatosis cerebrales 

infecciosas (Bae et al., 2014). Sin embargo, hasta el momento no hay ningún reporte que 

evalúe su papel como proteína de unión a Plg, siendo este trabajo el primero donde se 

demuestra esta propiedad. Lo mismo sucede con la proteína MAPK, que  se conoce que 

participan en la transducción de señales rio abajo de los receptores con actividad de cinasas 

de tirosina (ZHANG and LIU, 2002; Shilo, 2014).  

Hasta la fecha, la malato deshidrogenasa citosólica como proteína de unión a Plg ha sido 

reportada solamente en Mycobacteruim tuberculosis, (Xolalpa et al., 2007); sin embargo, no 

se ha profundizado en su estudio. Nuestro hallazgo en T. solium es el primer reporte en 

parásitos helmintos y sugiere que la malato de estos parásitos une el plasminógeno, lo que 

contribuiría a la migración y establecimiento en el huésped. Un trabajo previo en cisticercos 

de T. solium, donde caracterizaron a esta enzima, reportó que la enolasa podría estar 

jugando un rol importante en la relación huésped-parásito, ayudando al parásito a superar 

el estrés oxidativo desarrollado por la respuesta inmune del huésped, lo que le permitiría 

sobrevivir durante largos períodos de tiempo, como lo que se observa en individuos 

asintomáticos (Nava et al., 2011).  

Por último, anexina, actina y enolasa son las proteínas que han sido ampliamente estudiadas 

con la función de unir Plg en diferentes patógenos, incluyendo células cancerígenas. Anexina 

y actina son proteínas que han sido identificadas en  la de membrana  de estos organismos, 

por lo que interactúan con una gran variedad de proteínas, participando activamente en la 

relación huésped-parásito (Zhang et al., 2007; Roberto Dominguez and Kenneth C. Holmes, 

2011). En T. solium, la anexina ha sido reportada como una proteína candidata para 

inmunodiagnóstico (Diaz-Masmela et al., 2013) y la actina como una proteína importante del 

citoesqueleto (Campos et al., 1990; Ambrosio et al., 2003). Con los hallazgos de este trabajo 



 
 

48 
 

de investigación demostramos que además de las propiedades mencionadas también tienen 

la capacidad de unir Plg.  

Como se mencionó anteriormente, la enolasa ha sido la proteína más estudiada en relación 

a su capacidad de unir plasminógeno y de su activación a plasmina en un número amplio de 

patógenos. Se ha demostrado que las enolasas de organismos eucariotas son proteínas 

multifuncionales (Pancholi, 2001). También, existen reportes que varios gusanos planos 

expresan la enolasa en el tegumento (Jolodar et al., 2003; de la Torre-Escudero et al., 2010; 

Figueiredo et al., 2015; Zhang et al., 2015). Es importante tener en cuenta, que la enolasa ha 

sido reportada como una proteína de excreción/secreción (E/S) en varios gusanos planos, 

incluyendo T. solium (Bernal et al., 2004; Hewitson et al., 2009; Victor et al., 2012; Virginio 

et al., 2012). En cualquier caso, ya sea como productos E/S o como proteína de superficie, la 

enolasa se ha asociado a la unión y activación de Plg durante la invasión de parásitos a los 

tejidos del huésped (Ghosh and Jacobs-Lorena, 2011; González-Miguel et al., 2012, 2015a). 

La enolasa, al igual que otras proteínas metabólicas (GAPDH, FBP, PGK, FBA, etc.) o 

estructurales (anexina y actina) ha sido incluida en un grupo de proteínas llamadas 

moonlighting que además de su función principal, dependiendo de su localización, llevan a 

cabo otras funciones como son: la degradación de MEC y/o modulación de la respuesta 

inmune (inhibiendo el complemento y/o activando la cascada de coagulación) importantes 

en la relación huésped-parásito (Karkowska-Kuleta and Kozik, 2014), entre otras. En este 

estudio se describen nuevas proteínas (fasciclina 1 y 2, la MAPK y la malato deshidrogenasa 

citosólica) con otra función, la de unir plasminógeno que podrían formar parte de este grupo 

de proteínas importantes en la relación huésped-parásito. Hasta el momento los reportes 

relacionados a estas proteínas moonlighting, indican que contribuyen con la virulencia de 

bacterias, hongos, protozoos y helmintos (Karkowska-Kuleta and Kozik, 2014; Wang et al., 

2014).      

En este estudio, confirmamos que la enolasa de T. solium muestra una amplia distribución 

en los tejidos del cisticerco (Figura 2 suplementaria) (Ayón-Núñez et al., 2018b). Se observó 

en el tegumento y en los citones subtegumentales donde se encuentran productos E/S. 
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También se identificó en el escolex invaginado; la enolasa se expresa claramente en el 

tegumento del canal espiral y otros compartimentos celulares. Esta distribución tisular 

extendida es compatible tanto con una enzima con un papel metabólico como con una 

proteína involucrada en la interacción huésped-parásito.  

En estudios recientes en T. multiceps y T. pisiformis , también se ha reportado que la enolasa 

tiene la capacidad de unir plasminógeno (Li et al., 2015; Zhang et al., 2015). Por lo que se ha 

propuesto que podría estar desempeñando un papel importante en la relación huésped-

parásito a través de su capacidad de activación de Plg.  

Teniendo en cuenta nuestros resultados, profundizamos en la caracterización de la enolasa 

de T. solium. Como se mencionó anteriormente, se identificaron cuatro isoformas, mismas 

que no habían sido reportadas y caracterizadas en este grupo de parásitos. En vertebrados 

se han sido descrito cuatro genes de enolasa: Eno1, Eno2, Eno3 y Eno4 (Pearce et al., 1976; 

Schmechel et al., 1978; Ueta et al., 2004). Sin embargo, pocos estudios se han realizado 

acerca de la filogenia de esta proteína (Tracy and Hedges, 2000; Harper and Keeling, 2004; 

Piast et al., 2005). Además, para la realización de estos estudios se incluyeron pocos ejemplos 

de enolasas de invertebrados. Hasta donde sabemos, no existe evidencia disponible sobre la 

relación entre las isoformas de enolasa de vertebrados e invertebrados.  

Realizando una búsqueda en el genoma de T. solium y de organismos invertebrados 

relacionados, identificamos también cuatro genes de enolasa: Eno1, Eno2, Eno3 y Eno4. El 

análisis filogenético se realizó con 75 secuencias de aminoácidos de enolasa de organismos 

pertenecientes a seis reinos, incluyendo las cuatro secuencias de T. solium. Analizando la 

topología del árbol concluimos que el origen de las isoformas de enolasa en vertebrados, a 

excepción de Eno4, es independiente de las isoformas de enolasa en invertebrados (Figura 

11). Por lo que proponemos una nueva designación (EnoA, EnoB, EnoC y Eno4) para enfatizar 

que las isoformas de enolasa de invertebrados no son ortólogos de sus contrapartes de 

vertebrados. 

Tres de las isoformas de enolasa de T. solium (TsEnoA, TsEnoB y TsEnoC) tienen entre 433-

450 residuos de aminoácidos, mientras que TsEno4 es aproximadamente un 40% más 
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pequeña (250). En vertebrados las enolasas reportadas no muestran diferencia significativa 

en la composición de aminoácidos (Pearce et al., 1976; Schmechel and Marangos, 1978; Ueta 

et al., 2004; Nakamura et al., 2013). Además de las lisinas identificadas para la unión de 

plasminógeno, en la enolasa ha sido identificado un motivo interno (248FYDKERKVY256), que 

ha sido reportado que interviene en la unión (Bergmann et al., 2003; Bernal et al., 2004; 

Ehinger et al., 2004; Vanegas et al., 2007; Ghosh et al., 2011). Este motivo (251FYQDGKYNL259) 

fue identificado en tres de las isoformas reportadas en este trabajo TsEnoA, TsEnoB y TsEnoC, 

pero no se identificó en TsEno4 (Figura 10). Estudios posteriores se tendrían que realizar para 

confirmar que el motivo identificado está participando en la unión a plasminógeno.  

Con respecto al nivel de expresión de las isoformas, los ensayos de RT-PCR, mostraron que 

TsEnoA, TsEnoC y TsEno4 se expresan claramente, mientras que no se detectó TsEnoB, 

posiblemente porque se podría estar expresando en otra etapa del ciclo de vida del parásito, 

como la oncosfera o el gusano adulto (Figura 16).   

En vertebrados, las isoformas de enolasa son tejido específicas: ENO1- enolasa no neuronal, 

ENO2- enolasa neuronal específica, ENO3- enolasa específica del músculo y ENO4- enolasa 

especifica de espermatozoides (Pearce et al., 1976; Schmechel and Marangos, 1978; Ueta et 

al., 2004; Nakamura et al., 2013). Sería interesante estudiar la expresión de las enolasas de 

T. solium en cortes de los diferentes estadios de vida del parásito para conocer su 

localización. 

Como se observa en la Figura 16,  TsEnoA resultó ser la enolasa con mayor expresión, lo que 

se puede relacionar con los resultados de secuenciación de cDNA en el genoma de T. solium 

(Tsai et al., 2013), donde  de 75 000 ETS de cisticercos y gusano adulto;  674 se identificaron 

para TsEnoA, mientras que solo se encontró un transcrito para Eno4 (datos no mostrados). 

Por otro lado, la alta expresión de TsEnoA podría deberse también a su participación en la 

glicólisis, un proceso metabólico clave para T. solium, ya que es bien conocido que este 

parásito es un alto consumidor de glucosa (Willms et al., 2005). 

Como observamos en la Figura 22, las enolasas recombinantes rTsEnoA y rTsEnoC, tienen la 

capacidad de unir Plg, lo que concuerda con los resultados obtenidos de los ligand blotting 
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realizados con el extracto crudo de cisticercos. Sin embargo, rTsEno4 no mostró está 

propiedad, lo que era de esperarse si nos basamos en el análisis de la secuencia de 

aminoácidos, donde claramente se observa que esta enolasa carece del motivo interno de 

unión a Plg. Hasta el momento, en otros organismos relacionados solamente se ha 

determinado la unión de Plg en una enolasa (posiblemente refriéndose a la Eno1), (Figuera 

et al., 2013; Ayón-Núñez et al., 2018a). 

Por otro lado, en este trabajo demostramos que rTsEnoA aumenta más de dos veces la 

activación de Plg en presencia de tPA, lo que sugiere que la enolasa potencía la acción de 

este activador fisiológico del plasminógeno (Gráfica 3). Sin embargo, cuando se añadió a la 

mezcla de reacción el inhibidor competitivo εACA, se observó una ligera disminución en la 

activación, lo que sugiere que la unión de Plg y la activación por rTsEnoA no involucra los 

residuos de lisina y sí al motivo interno de la proteína. Claramente, εACA no es un inhibidor 

adecuado para rTsEnoA, resultados similares se obtuvieron por otro grupo de trabajo con la 

enolasa de T. solium (Zhang et al., 2018).  

Con el fin de continuar indagando en la caracterización de las enolasas de T. solium, se evaluó 

la actividad enzimática de cada isoforma. Los resultados muestran una actividad de 36 ± 5 

U/mg, Km de 27 ± 7 µM para rTsEnoA; y de 50 ± 12 U/mg y Km 57 ± 28 µM para rTsEnoC. De 

acuerdo con los resultados de las Kms se determinó que la rTsEnoC es más inestable que la 

rTsEnoA, debido a que muestra variaciones en la medición de la Vmax y Km (con desviaciones 

estándar altas). Este resultado nos podría estar indicando que la TsEnoA podría tener un 

papel primordial en la glicolisis y ante la deficiencia o silenciamiento de esta enzima, podría 

estar actuando la TsEnoC. Las actividades enzimáticas obtenidas fueron similares a las de 

otras especies de helmintos como por ejemplo: Clonorchis sinensis (36.5 ± 0.3 U/mg), S. 

japonicum (35.8 ± 2.0 U/mg), T. multiceps (46.91 U/mg) y T. pisiformis (30.71 ± 2.2 U/mg) 

(Yang et al., 2010; Wang et al., 2011; Li et al., 2015; Zhang et al., 2015).   

Por otro lado, la rTsEno4 no mostró actividad enzimática, por lo que podríamos decir que es 

una enolasa-like ya que se agrupa en la familia de estas proteínas, como se observó en el 

estudio filogenético, pero no lleva a cabo la función principal. Analizando la secuencia de 
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aminoácidos de la TsEno4 podemos observar que no muestra el sitio catalítico de la enzima, 

motivo por el cual no es una enzima que este participando en la glicolisis. En organismos 

relacionados con T. solium como C. sinensis, Schistosoma haematobium, Echinops telfairi se 

ha reportado la Eno4 como Eno4-like, o bien, no se ha identificado como por ejemplo, en T. 

asiática, Echinostoma caproni, Schistosoma margrebowiei, etc. Aunque considerando que 

solo se determinó por el análisis de la secuencia de aminoácidos y no se ha profundizado en 

su estudio (datos obtenidos de la base de datos de NCBI) este resultado no es concluyente. 

En contraste, en humanos la Eno4 es específica de espermatozoides, tiene los motivos que 

caracterizan a la proteína y es funcional, participando en la glicolisis (Nakamura et al., 2013). 

Posiblemente, TsEno4 esté realizando otro tipo de función en T. solium, función en la que se 

tendría que indagar en un futuro. 

Por último, como parte de en este trabajo, se produjeron anticuerpos policlonales 

específicos para las proteínas recombinantes de cada isoforma (rTsEnoA, rTsEnoC y rTsEno4). 

Por Western blot se demostró la especificidad de los anticuerpos para cada isoforma (Figura 

25). Sin embargo, utilizando un extracto total de tejido de cerebro y músculo esquelético de 

cerdo, se observó reacción cruzada entre el anticuerpo anti-rTsEnoA y anti-rTsEnoC (datos 

no mostrados), lo cual, era de esperarse por que las proteínas tiene un alto grado de 

identidad. Sin embargo, no hubo reconocimiento cuando se utilizó el anticuerpo anti-

rTsEno4 seguramente debido a que esta proteína tiene un bajo porcentaje de identidad con 

las enolasas de mamíferos.  Utilizando el anticuerpo específico para rTsEnoA comprobamos 

que la proteína se expresa ampliamente en el cisticerco, en el tegumento y el tegumento del 

canal espiral (Figura 26B). Asimismo, cuando utilizamos un anticuerpo comercial anti α- 

enolasa de vertebrados pudimos observar un reconocimiento similar (Figura 26D), lo que nos 

indica que hay reconocimiento del anticuerpo en las mismas zonas del cisticerco, aunque 

filogenéticamente no se agrupen. Sin embargo, para determinar diferencias en la localización 

de las isoformas falta concluir con las inmunohistoquímicas con los anticuerpos anti- rTsEnoC 

y anti-rTsEno4. 

En resumen, en este trabajo, se reportan por primera vez las proteínas de T. solium con 

capacidad de unir plasminógeno, dentro de las cuales, se identificaron las diferentes 
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isoformas de enolasa, en las que se ha profundizado su estudio. Es bien conocido que en 

otros organismos la enolasa participa en múltiples funciones dependiendo de su localización, 

cuando se expresa en la superficie se ha reportado que participa degradando los coágulos 

de fibrina y componentes de la  matriz extracelular (MEC) facilitando la migración e invasión 

de los organismos a los diferentes tejidos del huésped (Bergmann and Hammerschmidt, 

2007; Figuera et al., 2013; Ayón-Núñez et al., 2018a).  

La información sobre el mecanismo por el cual los parásitos promueven la degradación de la 

MEC es limitada (McKerrow et al., 1983; Lenzi et al., 1991; Lu and Lai, 2013; Thibeaux et al., 

2014). Se ha sugerido que la interacción de plasminógeno-plasmina con proteínas de 

microorganismos, incluidas las bacterias, desempeñan un papel clave en la degradación de 

la MEC, actuando sobre varias proteínas como, la fibronectina, laminina y trombospondina, 

entre otras (Bergmann et al., 2005; Bhattacharya et al., 2012; Singh et al., 2012; Grossi et al., 

2016). También en parásitos, se ha propuesto que la degradación de los coágulos de fibrina 

y la MEC puede facilitar la migración a los tejidos del huésped durante las primeras etapas 

de la infección, así como su establecimiento en su localización final (González-Miguel et al., 

2015; Singh et al., 2015). 

 Tomando en cuenta lo anterior, podemos especular que la degradación de la MEC podría 

permitir que el cisticerco crezca y sobreviva en el tejido del huésped. La interacción enolasa-

plasminógeno podría ser uno de los mecanismos que estaría utilizando T. solium, entre otros, 

como la utilización de las proteasas (White et al., 2006; Singh et al., 2015; Zhang et al., 2016). 

En este estudio, se demostró la unión y activación de Plg en presencia de enolasa de 

cisticerco de T. solium. Tomando en cuenta el reporte de (Santivañez et al., 2010), donde 

identificaron a la enolasa en el proteoma de oncosferas activadas, podríamos especular que 

en conjunto con otras proteínas también identificadas en nuestro trabajo con capacidad de 

unir plasminógeno, como la actina y la anexina, facilitarían la migración de las oncosferas a 

los diferentes tejidos del huésped. La oncosfera tiene que pasar varias barreras físicas para 

llegar a su destino final, degradar componentes de la MEC y del torrente sanguíneo como 

son las redes de fibrina (coágulos). Por lo que sería interesante evaluar la unión enolasa-

plasminógeno en las oncosferas activadas de T. solium, lo que permitiría demostrar que este 
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mecanismo es un factor importante en la migración y establecimiento del parásito a los 

tejidos del huésped en etapas tempranas. También sería interesante estudiar si las isoformas 

de T. solium identificadas, podrían estar jugando un papel más protagónico en este proceso. 

Este trabajo abre la pauta para el estudio de los receptores de plasminógeno en la relación 

huésped-parásito en infecciones causadas por T. solium.  
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10. CONCLUSIONES  

 

Taenia solium expresa proteínas que tienen la capacidad de unir plasminógeno. En este 

estudio identificamos siete: fascicilina-1, fasciclina-2, enolasa, MAPK, anexina, actina y 

malato deshidrogenasa citosólica. De las cuales, abordamos el estudio de la enolasa. 

 

Se identificaron cuatro isoformas de enolasa (EnoA, EnoB, EnoC y Eno4) en Taenia solium. 

 

La enolasa (rTsEnoA) potencía la activación del plasminógeno (a plasmina), sugiriendo su 

posible participación en la degradación de coágulos de fibrina y componentes de la matriz 

extracelular, barreras físicas con las que está en contacto el huevo-cisticerco de T. solium, 

durante el proceso de invasión en el huésped. 
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11. PERSPECTIVAS  

 Realizar inmunohistoquímica utilizando los anticuerpos anti-rTsEnoC y anti-rTsEno4 

para observar su localización en el cisticerco de T. solium.  

 Evaluar el papel de la enolasa(s) de T. solium en la migración y degradación a través 

de ensayos indirectos. 

 Continuar con la caracterización de las isoformas de enolasa de T. solium. 

 Estudiar que función tiene Eno4 en T. solium.  
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Figura suplementaria 1. Clonación y expresión de Fasciclina-2 de Taenia solium. A. Amplificación 

de Fasciclina-2 con primers específicos para la proteína. 1) Amplificado del gen de fasciclina 2 

(Flecha azul). B. Clonación de Fasciclina-2 en PET23a. 1) PET23a purificado. 2) PET23a linearizado 

con las enzimas Hind III y Xho I. 3 y 5) Clonas con el inserto (fasciclina-2). 4 y 6) Liberación del 

inserto (flecha azul). C. Expresión en bacterias E. coli en la fracción soluble. D. Expresión en 

bacterias E. coli en la fracción insoluble.  La inducción se realizó con 1 mM de IPTG tomando una 

alícuota a las 0, 2, 4, 6, 24 horas. La flecha señala la proteína. 
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13. FIGURAS SUPLEMENTARIAS  
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Figura suplementaria 2. Inmunolocalización de enolasa en cisticerco de T. solium. (A, B) Control 

secundario, las secciones se incubaron solo con un anticuerpo policlonal anti- IgG de cabra 

acoplado a la peroxidasa. (C, D) Los cortes se incubaron con anticuerpo policlonal anti-enolasa 

hecho en cabra. Imagen A y C barras: 100μm. Imagen B y D barras: 50μm. T: tegumento, SPC: 

canal espiral. STC: citones subtegumentales. 
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