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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo y son
causadas por coagulos en el sistema circulatorio. Los farmacos tromboliticos activan el
plasminégeno hacia plasmina que degrada las redes de fibrina, un componente que
estabiliza los coagulos. Estos farmacos también pueden activar el plasmindgeno
circulante produciendo plasmina que puede degradar otras proteinas ocasionando
hemorragias. Por este motivo, existe un interés en la busqueda de farmacos que degraden
la fibrina directamente. Las enzimas FhT y su forma recombinante (rFhT) degradan la
fibrina in vitro. En esta tesis, se establecieron las condiciones para inducir trombosis en
la cola con kappa-carragenano y se utilizd este modelo para evaluar la actividad
trombolitica de FhT y rFhT.

Las condiciones para inducir trombosis como la aclimatacion de los ratones por 3 semanas
a 24 °C, la disolucion del k-carragenano a 85 °C y la administracion de la solucion de k-
carragenano a 50 °C a una dosis de 20 mg/kg resultaron en un porcentaje de trombosis en
la cola de 90 + 4 %. Los ratones inducidos a trombosis con 20 mg/kg de k-carragenano y
tratados con 20 mg/kg de rFhT tuvieron un porcentaje de trombosis en la cola
significativamente menor (58.2 £ 13.1 %) en comparacion con los ratones inducidos a
trombosis y tratados con solucion salina (92.8 + 11.2 %). No se encontrd diferencias
significativas en el porcentaje de trombosis en los ratones inducidos a trombosis y
tratados con 20 mg/kg de FhT comparado con los ratones inducidos a trombosis y tratados

con solucién salina.

PALABRAS CLAVE:

Trombosis, Trombdlisis, Fibrina, Catepsina, kappa-Carragenano



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in the world and are caused by
clots in the circulatory system. Thrombolytic drugs activate plasminogen toward plasmin
that degrades fibrin networks, a component that stabilizes clots. These drugs can also
activate circulating plasminogen, producing plasmin, which can degrade other proteins,
causing bleeding. For this reason, there is interest in the search for drugs that directly
degrade fibrin. FhT enzymes and their recombinant form (rFhT) degrade fibrin in vitro.
In this thesis, conditions were established to induce tail thrombosis with kappa-
carrageenan and this model was used to evaluate the thrombolytic activity of FhT and
rFhT.

The conditions to induce thrombosis such as acclimatization of the mice for 3 weeks at
24 °C, dissolution of k-carrageenan at 85 °C and administration of the k-carrageenan
solution at 50 °C at a dose of 20 mg/ kg resulted in a tail thrombosis percentage of 90
4 %. Mice induced to thrombosis with k-carrageenan 20 mg/kg and treated with 20 mg/kg
rFhT had a significantly lower percentage of tail thrombosis (58.2 = 13.1 %) compared
to mice induced to thrombosis and treated with saline solution (92.8 £ 11.2 %). No
significant differences were found in the percentage of thrombosis in the mice induced to
thrombosis and treated with FhT 20 mg/kg compared to mice induced to thrombosis and

treated with saline solution.

KEYWORDS:

Thrombosis, Thrombolysis, Fibrin, Cathepsin, kappa-carrageenan



l. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades cardiovasculares y trombosis

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) representan la principal causa de muerte a
nivel mundial, seguin la Organizacién Mundial de la Salud, en el afio 2019, 17.9 millones
de personas murieron por ECVs, lo que representa el 32% de la mortalidad en el mundo
[1]. Ademés, un informe de la Organizacion Panamericana de la Salud sefiala que en el
afio 2019, en el Per( fallecieron por ECVs 77.7 personas por cada 100,000 habitantes [2].

La presencia de coagulos en el torrente sanguineo puede producir ECVs ya que impiden
el flujo normal de la sangre hacia los tejidos [3]. EI tromboembolismo venoso es causado
por trombos en las venas profundas, estos pueden viajar por el torrente sanguineo y
ocasionar trombosis pulmonar [4]. El infarto de miocardio se produce por la obstruccion
de la irrigacion sanguinea hacia el corazon y el accidente cerebrovascular es ocasionado

por la presencia de trombos en la circulacion cerebral [5].

1.2 Coagulacion y fibrindlisis

Los coagulos se forman cuando hay una lesion en un vaso sanguineo [6]. Las plaquetas
se adhieren al sitio de la lesion y se activan, liberando sustancias quimicas que atraen a
mas plaquetas al sitio de la lesion, dando lugar a la formacion del tapdn plaquetario que
detiene el sangrado [7]. La lesion de la pared vascular tambien desencadena la liberacion
de factores de coagulacion que actian en una cascada de reacciones enzimaticas que
convierten la protrombina en trombina, esta enzima corta los fibrinopéptidos del
fibrindgeno y lo convierte en fibrina, esta proteina fibrilar se polimeriza y entrecruza
formando redes tridimensionales que se adhieren al tapdn plaquetario y le confieren

mayor rigidez (figura 1) [8].

Cuando el tejido vascular dafiado se ha regenerado, los coagulos de fibrina deben
degradarse, a este proceso se le denomina fibrindlisis [8]. En este proceso, los activadores
de plasminégeno tPA (activador de plasmindgeno tisular) y uPA (activador de
plasmindgeno tipo uroquinasa) convierten el plasmindgeno que esta unido al coagulo en
plasmina, la plasmina es una serina proteasa que corta las redes de fibrina del coagulo
hacia productos de degradacion de plasmina, desestabilizando el coagulo (figura 1) [9].
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Figura 1. Proceso de formacion de las redes de fibrina en la coagulacion y la fibrindlisis.
La formacion de las redes de fibrina inicia con la liberacion de los factores de coagulacion
por las células endoteliales del sitio de la lesion de un vaso sanguineo, estos actian en
una cascada de reacciones enzimaticas que convierte el zimogeno protrombina en
trombina, esta es una serina proteasa que corta los fibrinopéptidos de la estructura del
fibrindgeno y lo convierte en fibrina, la fibrina se polimeriza y forma redes que brindan
rigidez al tapdén plaquetario. En la fibrindlisis, la fibrina se degrada por accion de la
plasmina, que se forma a partir del plasmindgeno por la accién de los activadores de
plasmindgeno (tPA y uPA). Adaptado de Singh & Risman [8,9].

1.3 Los activadores de plasmindgeno y el riesgo de hemorragias

Los activadores de plasminogeno tPA y uPA se utilizan para tratar enfermedades
cardiovasculares, pero su principal efecto secundario es la generacién de hemorragias
[10]. Los activadores de plasminégeno ademas de activar el plasminégeno unido al
coagulo de fibrina también activan el plasmindgeno circulante, produciendo plasmina en
la sangre, la cual puede cortar otras proteinas como el fibrindgeno o proteinas de la matriz
extracelular como la fibronectina y la laminina (figura 2) [11]. La falta de especificidad
del tPA y uPA al plasmindgeno unido al coagulo puede producir hemorragias, es por ello

gue se requiere un nuevo enfoque de tratamiento con enzimas [12].
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Figura 2. Activacion de plasmindgeno unido al coagulo y plasmindgeno circulante. Los
activadores de plasminogeno como tPA y uPA activan el plasminogeno que esta unido al
coagulo de fibrina y también activan el plasmindgeno circulante produciendo plasmina la

cual puede degradar proteinas como el fibrindgeno [12].

1.4 Enzimas fibrinoliticas

Los activadores de plasmindgeno son un tipo de enzimas fibrinoliticas con accién
indirecta en la degradacion de la fibrina, ya que su accion esta dirigida a la activacion del
plasmindgeno [11]. Las enzimas fibrinoliticas directas actian degradando las redes de
fibrina sin la necesidad de intermediario, cumpliendo una funcion similar a la plasmina,
se estudia el potencial de este tipo de enzimas porque su administracion tendria menor
riesgo de producir hemorragias ya que su accion es directa hacia la fibrina de los coagulos
(figura 3) [13]. En las ultimas décadas, se han identificado enzimas fibrinoliticas de
fuentes naturales como del veneno de serpiente, lombrices, murciélagos vy

microorganismo [14, 15, 16, 17].



Fibrinolytic enzymes

Figura 3. Tipos de enzimas fibrinoliticas. Las enzimas fibrinoliticas pueden tener un
mecanismo de accion directo en la degradacion de la fibrina, estas enzimas son similares
a la plasmina; también pueden tener un mecanismo de accion indirecto, activando el

plasmindgeno para la produccién de plasmina que acta degradando la fibrina [13].

1.5 FhTy rFhT

La Unidad de Biotecnologia Molecular (UBM) de la UPCH caracteriz6 bioquimicamente
la proteina FhT, una cisteina proteasa tipo catepsina L de ~25 kDa purificada del producto
excretado/ secretado (E/S) de un agente bioldgico [18]. Las cisteinas proteasas presentan
dos estados, un estado zimdgeno que tiene un prodominio que se ubica alrededor del sitio
activo de la proteina e inhibe su actividad enzimética y un estado activo, el cual no
presenta el prodominio. El prodominio es cortado por la autocatalisis de la enzima y a un
pH acido [19]. En la UBM se clono la forma zimdgena de la proteina FhT (rPro-FhT) en
Pichia pastoris, la activacion in vitro se realiza con DTT 10 mM a pH 5 [20]. La enzima

FhT recombinante (rFhT) presenta pardmetros cinéticos similares a la enzima nativa [20].

La enzima nativa FhT y su forma recombinante (FhT) degrada la fibrina en ensayos in
vitro; ademas, mediante microscopia electronica se evidencio la degradacién de las redes

de fibrina de los coagulos de sangre total por la enzima FhT [20, 21].



1.6 Modelo de induccién de trombosis con kappa-carragenano

El kappa-carragenano (k-carragenano) es un polisacérido sulfatado natural, se extrae de
la pared celular de las macro algas marinas rojas y es utilizado en la industria alimentaria
y farmacéutica [22]. Su administracion en ratones y ratas produce una coloracién morada
en la cola, orejas y patas, lo cual indica la generacion de trombos en estas zonas [23]. El
k-carragenano induce la formacién de trombos en los vasos mediante la inflamacién
intravascular, dafia las células endoteliales provocando la liberacién de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa y la interleucina 1 [24]. Por este
motivo, este compuesto es utilizado para el estudio in vivo de agentes anticoagulantes y
tromboliticos, y la actividad de los potenciales agentes de interés se suele medir en la cola
en funcion de la longitud oscura de la cola después de la administracion del k-carragenano

y del compuesto de interes [25, 26].

El modelo de trombosis en la cola inducido con k-carragenano es menos invasivo en
comparacion a otros modelos utilizados para el estudio de agentes tromboliticos, otros
modelos requieren métodos quirdrgicos para exponer los vasos y para inducir trombosis
en los vasos, asi como personal entrenado [27]. Una limitacion del modelo con k-
carragenano es la falta de informacion sobre las condiciones dptimas para la generacion
de trombos en la cola de los ratones; ademas, este modelo presenta una baja frecuencia
de formacion de trombos y la longitud de la trombosis en la cola no es similar entre los
ratones, por este motivo, se utiliza diferentes condiciones para inducir trombos con k-

carragenano, como la ligacion de la cola o el mantenimiento de la cola en agua fria [28].



Il.  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las enfermedades cardiovasculares tienen una alta tasa de mortalidad en el Per( y el
mundo [1, 2]. La presencia de coagulos en el sistema circulatorio puede causar
enfermedades cardiovasculares [3]. Para tratar los coagulos se utilizan agentes
tromboliticos como los activadores de plasminégeno que activan el plasmindgeno unido
al coagulo y el plasmindgeno circulante produciendo plasmina que puede degradar otras
proteinas como el fibrindgeno, laminina y fibronectina ocasionando hemorragias [11].
Por este motivo, se requiere una nueva estrategia de tratamiento con enzimas fibrinoliticas
de accion directa. Las enzimas FhT y rFhT tienen una accion proteolitica sobre la fibrina
en ensayos in vitro [20, 21]. Todavia no se ha evaluado si las enzimas FhT y rFhT tienen

un efecto trombolitico in vivo.

En esta tesis se utilizo el modelo de trombosis en la cola de ratones para evaluar la
actividad trombolitica de FhT y rFhT.



I1l. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las enzimas FhT y rFhT tienen un efecto trombolitico en los coagulos de la cola de los

ratones?

IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
e Determinar la actividad trombolitica de las enzimas FhT y rFhT sobre los

coagulos inducidos en las colas de ratones.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Producir las proteinas FhT y rFhT.
o Establecer las condiciones éptimas para la induccion de trombosis en la cola de
ratones mediante la inoculacion de kappa-carragenano.
e Evaluar la acciéon trombolitica de las proteinas FhT y rFhT en el modelo de

trombosis en la cola.



V. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Etanol absoluto (MERCK), membrana de dialisis MWCO012400 (SIGMA), matriz
Shepadex CM-50 (SIGMA), cloruro de sodio (MERCK), citrato de sodio (SIGMA),
azocaseina (SIGMA), ditiotreitol (SIGMA), &cido tricloro acético (MERCK), extracto de
levadura (HIMEDIA), peptona (HIMEDIA), dextrosa (SIGMA), fosfato de potasio
(THERMO SCIENTIFIC), base de nitrégeno de levadura (HIMEDIA), biotina (SIGMA),
glicerol (SIGMA), metanol (SIGMA), Zeocina (INVITROGEN), filtros 0.22
(MEMBRANA SOLUTIONS), resina Ni-NTA (INVITROGEN), Amicon ultra-15 3 kDa
(SIGMA), glutation (SIGMA), kappa-carragenano (SIGMA), NaCl 0.9% (BRAUN),
NaCl 9% (BRAUN), Uroquinasa (SIGMA), ZnSO, (SIGMA) y Protein Assay Dye
Reagent concentrate (BIO-RAD)

ANIMALES DE LABORATORIO

Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 12 semanas mantenidos con un ciclo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales fueron alimentados con comida
balanceada y agua a voluntad. La temperatura del ambiente en que se mantuvieron los
ratones se controlo en los experimentos y se menciona en la seccion de las condiciones

Optimas para inducir trombosis.



DISENO DE LA INVESTIGACION

El desarrollo de esta tesis se realizo en tres fases (Tabla 1).

Tabla 1. Fases del desarrollo de la tesis

Fase 1 | Produccion de FhT y rFhT 1. Purificacion de FhT
2. Expresion, purificacion y activacion de rFhT
3. Cuantificacion de FhT y rPro-FhT
Fase 2 | Optimizacion de las 1. Temperatura de disolucion del kappa-
condiciones para la carragenano
induccidén de trombosis en la 2. Dosis del kappa-carragenano
cola de ratones con kappa- 3. Temperatura de aclimatacion de los ratones
carragenano 4. Temperatura de administracion del kappa-
carragenano
Fase 3 | Evaluacion de la actividad 1. Prueba de trombdlisis con las enzimas FhT y
trombolitica de las enzimas rEhT
FhT y rFhT en el modelo de
trombosis en cola de ratones
VARIABLES INDEPENDIENTES
Tabla 2. Variables independientes del estudio
Variables Definicion Tipo de Escala de Opciones
Independientes variable | medicion
Temperatura de | Es la temperatura a la | Cualitativa | Nominal e 37°C
disolucion del | que se disolvio la e 85°C
kappa- solucion  stock  de

carragenano carragenano 4 mg/ml

en solucion salina
Dosis del Es la dosis de kappa- | Cualitativa | Nominal e 20 mg/kg
kappa- carragenano que se e 50 mg/kg
carragenano inyectd a los ratones.
Temperatura de | Es la temperatura en la | Cualitativa | Nominal e Temperatura
aclimatacion gue se mantuvieron a ambiente
los ratones por tres e 24°C
semanas antes de la
administracion del
kappa-carragenano
Temperatura de | Es la temperatura en la | Cualitativa | Nominal e 37°C
administracion | que se administrd el e 50°C
del kappa- kappa-carragenano  a

carragenano los ratones via
intraperitoneal.

Tratamientos | Es el tratamiento que se | Cualitativa | Nominal e NaCl0.9%
administré via e Uroquinasa
intravenosa 30 minutos 40 mg/kg
despueés de la e FhT 20
administracion mg/kg
intraperitoneal del e [FhT 20
kappa-carragenano. mg/kg




VARIABLE DEPENDIENTE

Tabla 3. Variable dependiente en este estudio.

Tipo de
Variable-Definicién variable-
Escala de
medicion
Porcentaje de trombosis:
Se considera como trombosis, la coloracion morada de la cola [23]. De acuerdo Cuantitati
uantitativa-

a ello, el porcentaje de trombosis es la proporcién de la longitud en centimetros
de la coloracién morada en la cola 48 horas después de la administracion del | de intervalo
kappa-carragenano entre la longitud en centimetros de la cola por cien. La
medicidn se realizo a las 48 horas, de acuerdo a otras publicaciones [26].

Longitud de la coloracion morada de la cola (cm) *100

0 fa—
70 de trombosis Longitud de la cola (cm)

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Se determind el tamafio de la muestraen STATA V17. Se calculo el tamafio de la muestra
a partir de resultados reportados en la literatura, el porcentaje de trombosis en el grupo de
ratones inducidos a trombosis con k-carragenano Yy tratados con solucién salina (control
negativo) fue 98 + 1%, en el grupo de ratones inducidos a trombosis y tratados con el
control positivo, uroquinasa 40 mg/kg, fue 46 £ 7% [29], para el grupo con uroquinasa el
“n” es igual a 6. No hay referencias de catepsinas L usadas en el modelo de trombosis
con k-carragenano pero se considerd un porcentaje de trombosis de FhT y rFhT de 70 %

con una desviacion estandar del 10 %, para estos grupos el “n” es igual a 8.
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PURIFICACION DE FhT

Se purifico la proteina FhT siguiendo el protocolo establecido por Cérdova, et al [30]. Se
colect6 320 ml del producto E/S de un agente bioldgico y se realizé 8 purificaciones a
partir de 40 ml de E/S. Se precipité las proteinas de 40 ml de E/S con etanol al 98% y se
dializ6 en una membrana de 12,400 Dalton contra buffer citrato 10 mM a pH 5 con ZnSO,
0.1mM. FhT fue purificada a partir de la muestra dializada mediante cromatografia de
intercambio i6nico con matriz Sephadex CM-50. Se midi6 la absorbancia de las
fracciones a 280 nm y se evalud actividad enzimatica de aquellas que presentaban una
absorbancia mayor a 0.1. La actividad enzimatica se realiz6 en un volumen final de 700
ul, se mezclé 50 pl de cada fraccion de la purificacién con azocaseina 2.5 mg/ml,
ditiotreitol (DTT) 10 mM vy buffer citrato 60 mM a pH 5. La reaccion se incubo a 37 °C
por cuatro horas y se detuvo con 300 ul de acido tricloroacético al 80 % incubandose a 4
°C por diez minutos, después se centrifugd a 6,500 rpm por cinco minutos y se midio la
absorbancia del sobrenadante a 440 nm. Las fracciones con actividad fueron guardadas y
dializadas contra agua en una membrana de 12,400 Dalton. La solucion dializada se
liofilizo6 y se guardd a -20°C hasta su uso. Finalmente, se corrié un SDS-PAGE de la

proteina FhT para verificar la pureza.

EXPRESION Y PURIFICACION DE rPro-FhT

La expresion y purificacion de la forma zimégena de FhT (rPro-FhT) se realizd de
acuerdo al protocolo establecido por Buiza [20]. Brevemente, se sembrd la cepa
recombinante en agar YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%) con
zeocina 100 pg/ml y se incubd a 30 °C por 3 dias, se pico una colonia y se incubé en 50
ml de medio BGMY (fosfato de potasio 100 mM a pH 6, base de nitrégeno de levadura
1.34 %, extracto de levadura 1 %, peptona 2 %, biotina 0.00004 %, glicerol 1 %) a
250 rpm por 24 horas a 30 °C. Se centrifug6 el cultivo a 6,000 rpm y las levaduras se
diluyeron en medio BMMY (fosfato de potasio 100 mM a pH 6, base de nitrégeno de
levadura 1.34 %, extracto de levadura 1 %, peptona 2 %, biotina 0.00004 %, metanol 0.5
%) hasta llegar a una densidad dptica de 1 (600 nm), el cultivo se incub6 por 72 horas y
se afadié metanol a una concentracion final de 0.5 %. La expresion se realizé con metanol
porque el gen de rPro-FhT esta regulado por el promotor AOX1, un promotor inducible

por metanol. Finalmente, el cultivo se centrifugé a 7,950 rpm y se filtr6 el sobrenadante
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con filtros de 0.22 um estériles. Se equilibré el sobrenadante a pH 7.4 y rPro-FhT fue
purificado a partir del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad utilizando una
resina de Ni-NTA. La purificacion se realiz6 a partir del sobrenadante porque la proteina
tiene un péptido senal “alfa factor” que media la secrecion de la proteina al medio
extracelular y la purificacion se realiz6 con una resina de niquel agarosa porque la
proteina tienen una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo terminal. Se midié
la absorbancia de las fracciones a 280 nm, aquellas con una absorbancia mayor a 0.1 se
dializaron contra agua en una membrana de dialisis de 12,400 Dalton. Finalmente, las
muestras se concentraron utilizando los concentradores Amicon Ultral5 de 3 kDa. La

proteina rPro-FhT se expreso en 10 cultivos de aproximadamente 100 ml.

CUANTIFICACION DE FhT y rFhT

Se resuspendid 15 mg de la proteina FhT liofilizada en 800 pl de cloruro de sodio al 0.9
%. Se obtuvo 1 ml de la proteina rPro-FhT concentrada. Se cuantifico las enzimas
construyendo una curva estandar con BSA (albumina de suero bovino) en agua miliQ (0-
25 pg/ml) (Tabla 4). En una placa de 96 pozos, se mezclaron 150 ul de las diferentes
concentraciones de BSA, 150 ul de rPro-FhT y FhT con 150 pl Protein Assay Dye
Reagent 1X; la placa se incubd por 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y se

ley6 a 595 nm en un lector de placas [20].

Tabla 4. Construccion de la curva estandar con BSA [20].

diluyente (agua | Concentracion de
# de tubos BSA rr?liIiQ) (ll? BSA (ug/ml)

1 5 ul de BSA 1mg/ml 395 25

2 8 ul de BSA 1mg/ml 792 20

3 3 ul de BSA 1mg/ml 397 15

4 350 pl del Tubo 2 350 10

5 350 pl del Tubo 4 350 5

6 350 pl del Tubo 5 350 25

7 350 pl del Tubo 6 350 1.25
Blanco 0 350 0
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ACTIVACION DE rPro-FhT

Para la activacion in vitro de catepsinas se utilizan agentes reductores como ditiotreitol
(DTT) y mercaptoetanol; los agentes reductores ayudan a romper los puentes disulfuro,
asegurando que la cisteina del sitio activo se encuentre de forma reducida [31]. En esta

tesis se utiliz6 glutation como agente reductor ya que este es un compuesto fisioldgico.

Se determiné la concentracion de glutation necesaria para activar 800 pg de rPro-FhT a
rFhT, se activd esta cantidad ya que es el total de enzima administrada a ratones de 40
gramos. Se mezcl6 por separado GSH 0.5 mM y GSH 1mM con 800 pg de rPro-FhT y
buffer citrato 0.17 mM a pH 5 en un volumen total de 50 ul, las muestras se incubaron
por 12 horas a 37 °C. Se realiz6 un SDS-PAGE corriendo 25 g de la proteina a las 0
horas y 12 horas de activacion con el fin de verificar la activacion completa de la enzima.
La proteina rPro-FhT zimoOgena tiene un peso molecular de ~38 kDa, luego de la

activacion la proteina rFhT tiene un peso de ~25 kDa [20].

ACTIVIDAD ENZIMATIVA

Se comparo la actividad enzimatica de las proteinas FhT y rFhT activada. La medicion
de la actividad enzimatica se realiz6 como se describio anteriormente, pero no se utilizd
ditiotreitol en la reaccion porque ambas enzimas estan en su forma activa y para comparar

la actividad de las enzimas se utiliz6 25 ug de FhT y 25 ug de rFhT.
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OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE INDUCCION DE TROMBOSIS
Debido a que en la literatura no hay un Unico protocolo completo para la induccion de

trombosis en la cola, se evaluaron diferentes condiciones para inducir trombosis.

Efecto de la temperatura de disolucion del kappa-carragenano

Se prepar6 dos soluciones stock de k-carragenano a 4 mg/ml en NaCl 0.9 % [32], una
solucion se disolvié por diez minutos a 37 °C y la otra a 85 °C. Se probaron estas
temperaturas ya que a ~25 °C se observo que habian particulas suspendidas. No hay
referencias sobre la temperatura en la que se disuelve este compuesto en los protocolos
de induccion de trombosis, pero en articulos no relacionados al tema disuelven el k-
carragenano a 80 °C [33, 34]. Despues, se preparé las soluciones de inyeccion de k-
carragenano correspondientes a la dosis de 20 mg/kg diluyendo las soluciones stock en
solucion salina, como los ratones BALB/c de 15 semanas pesaban en promedio 40 gramos
y el volumen de inyeccion fue 800 pul, la concentracion del k-carragenano para inyectar
era de 1 mg/ml, la solucion se mantuvo a 37 °C hasta su administracion. Se inyecto esta
solucion via intraperitoneal, ya que en otros estudios usaron esta via de administracion
para inducir trombosis en la cola [35, 36]. Después los ratones se mantuvieron a 20 °C
por 48 horas para la medicion del porcentaje de trombosis en la cola, esta temperatura se
utilizd en otros estudios, pero no mencionan como influye esta temperatura en la
induccion de trombosis en la cola [29, 35]. La medicidn de la trombosis se realizo a las
48 horas, de acuerdo a otras publicaciones porque en este tiempo el coagulo se visualiza

mediante histologia y en un tiempo mayor la cola se necrosa [26].

Efecto de la dosis de kappa-carragenano

Se preparo6 una solucién de k-carragenano a 4 mg/ml disuelto en solucion salinaa 85 °C
por diez minutos, después se prepararon dos soluciones de k-carragenano ajustadas a las
dosis de 20 mg/kg y 50 mg/kg. Se probaron estas dosis porque fueron utilizadas para
inducir trombosis en la cola [29, 37]. Las soluciones se mantuvieron a 37 °C hasta la
inyeccion. Se administraron las soluciones de k-carragenano via intraperitoneal a dos
grupos de ratones. Luego de la inyeccidn, los ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas

para la medicion del porcentaje de trombosis en la cola.
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Efecto de la aclimatacion de los ratones a 24 °C y a temperatura ambiente

Un grupo de ratones BALB/c hembras de 12 semanas fueron aclimatados durante tres
semanas a ~24 °C y otro grupo a temperatura ambiente, la cual varia en la noche (de 18
°C a2l °C) yeldia(de 19 °C a 26 °C). La temperatura de aclimatacion de 24 °C ya ha
sido utilizada en otros estudios [29, 32]. Se prepar6 una solucién de k-carragenano a 4
mg/ml en solucién salina disuelta a 85 °C por diez minutos. Después, se preparo la
solucion de inyeccién de k-carragenano ajustada a la dosis de 20 mg/kg, la solucion se
mantuvo a 37 °C hasta su administracion via intraperitoneal, luego de la inyeccién los
ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas para la medicion del porcentaje de trombosis

en la cola.

Efecto de la temperatura de administracion del kappa-carragenano

Ratones BALB/c hembras de 12 semanas fueron aclimatados durante tres semanas a
~24 °C. Se prepar6 una solucion stock de k-carragenano a 4 mg/ml disuelto en solucion
salina a 85 °C por diez minutos. Después, se prepararon dos soluciones de inyeccién de
k-carragenano ajustadas a la dosis de 20 mg/kg, una solucion se mantuvo a 37 °C y la otra
a 50 °C hasta su administracion via intraperitoneal. La literatura no indica a qué
temperatura se administra este compuesto para inducir trombosis en la cola de ratones, en
esta tesis se probaron las temperaturas de 37 °C y 50 °C de forma arbitraria, ya que se
pensé que a 50 °C habria una mejor absorcion del k-carragenano. Luego de la inyeccion
los ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas para la medicion del porcentaje de

trombosis en la cola.

CONFIRMACION DE LA TROMBOSIS EN LA COLA MEDIANTE HISTOLOGIA

Dos ratones fueron aclimatados durante tres semanas a 24 °C, uno recibié NaCl al 0.9 %
via intraperitoneal y otro una solucion de k-carragenano a una dosis de 20 mg/kg via
intraperitoneal, esta solucion fue preparada a partir de una solucion stock de 4 mg/ml de
k-carragenano disuelta en NaCl al 0.9 % a 85 °C por diez minutos, la solucién se
administro a 50 °C. Después de la administracion, los ratones se mantuvieron a 20 °C por
48 horas. Los ratones fueron sacrificados con 100 mg/kg de pentobarbital sédico via

intraperitoneal [38]. Se amputaron las colas de los ratones y se fijaron en formalina al 10
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% por 24 horas; después los tejidos fueron sumergidas en parafina y seccionados (5 pum)
a la mitad de la cola. La parafina se elimind con agua caliente y cada corte se colocé en
un portaobjeto, las secciones de los tejidos fueron secadas al aire y colocadas en un horno
e incubadas a 65 ° C por 16 horas. Después, los tejidos fueron tefiidos con eosina-
hematoxilina [39]. La trombosis se confirm6 mediante la visualizacion de coagulos en las

venas de las colas [36].

PRUEBA DE LA ACTIVIDAD TROMBOLITICA DE FhT y rFhT

Ratones BALB/c hembras de 12 semanas fueron aclimatados durante tres semanas a
~24 °C. Se preparo una solucion stock de k-carragenano a 4 mg/ml disuelto en solucion
salina a 85 °C por diez minutos, después se prepard una solucion de inyeccion de
k-carragenano ajustada a la dosis de 20 mg/kg, la solucion se mantuvo a 50 °C hasta su
administracion via intraperitoneal. Treinta minutos después de la inyeccion del kappa-

carragenano, se administré en la vena lateral de la cola 60 pl de los tratamientos:

e NaCl 0.9% (n=4) este grupo de ratones es el grupo control negativo.

e Enzima uroquinasa (n=4), se administré uroquinasa (UK) a una dosis de 40
mg/kg, esta enzima es utilizada como control positivo porque es un activador de
plasmindgeno [29]. La concentracion del stock de uroquinasa en NaCl 0.9 % era
28 mg/ml, como los ratones de 15 semanas pesaban en promedio 40 gramos, la
solucién de inyeccidn tenia una concentracion uroquinasa fue 26.6 mg/ml.

e Enzima FhT (n=4): se administré FhT a una dosis 20 mg/kg en la vena lateral de
la cola. El stock de FhT tenia una concentracion de 17.4 mg/ml en NaCl 0.9 %,
como los ratones pesaban en promedio 40 gramos, la solucién de FhT se diluyd
con solucion salina 0.9 % a una concentracion de 13.3 mg/ml.

e EnzimarFhT(n=6): se administré una dosis de 20 mg/kg de rFhT en la vena lateral
de la cola. Como se activd 800 pg de rFhT en 50 pl de buffer de activacion a pH
5, se subid el pH de la solucién hasta 7.4 con 4 ul de buffer carbonato 100 mM a
pH 9.6 y 6 pl de NaCl 9%. La concentracion de todos los componentes de la
solucion de inyeccién de rFhT fueron glutation 0.83 mM, citrato de sodio
0.14 mM, NaCl 0.9 %, carbonato/bicarbonato 6.6 mM y rFhT 13.3 mg/ml. Se

queria utilizar la misma dosis que el control positivo, pero no se probd
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concentraciones mayores de rFhT ya que la proteina se precipitaba a

concentraciones mayores de 20 mg/ml.

Luego de la inyeccion, los ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas para la medicion

del porcentaje de trombosis en la cola.

PRUEBAS ESTADISTICAS
Como en las pruebas de optimizacién de la trombosis se compararon el porcentaje
trombosis en la cola entre dos grupos, se utilizd la prueba U de Mann-Whitney para

verificar si hay diferencias en el porcentaje de trombosis entre estos dos grupos.

En el ensayo de actividad tormbolitica, se realizo la prueba de Kruskal-Wallis para
verificar si existe una diferencia significativa entre estos grupos, como los resultados de
prueba fueron estadisticamente significativos, se realizd la prueba de Dunn para
determinar exactamente qué grupos eran diferentes. Para realizar las pruebas se empled
el programa estadistico STATA V.17 y se considerd6 como significativo el valor de
p< 0.05.

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente proyecto de tesis fue aprobado y renovado por el Comité Institucional de Etica
para el uso de Animales: CONSTANCIA 047 - 11 - 21 y CONSTANCIA-CIEA-R-034-
08-23.
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V1. RESULTADOS

PURIFICACION DE LA PROTEINA FhT

El punto isoeléctrico de la proteina FhT es 5.5 [18]. FhT se purific6 mediante
cromatografia de intercambio i6nico a pH 5 en una resina cargada negativamente
(Sephadex CM-50). La proteina FhT eluye en las primeras fracciones porque a pH 5 la
proteina esta cargada ligeramente positiva. En la figura 4 se muestra el cromatograma de
la purificacion, FhT se encuentra entre la fraccion 6 a 25, estas fracciones tenian actividad
enzimatica sobre azocaseina. Las fracciones con actividad enzimética se dializaron contra
agua y se liofilizaron. Se resolvié mediante SDS-PAGE al 12 % 20 pg de FhT, se obtuvo

una unica banda con un peso molecular aproximado de 25 kDa (figura 5).

=
[

- o— Cromatograma de la purificacién (280 nm)

=
=
i

o Actividad enzimatica (450 nm)

Absorbanca
—
(]

=

=]
i
i

0 10 20 30 40 50 60 70 20 a0
Fracciones

Figura 4. Cromatograma de la purificacion de FhT a partir del producto E/S dializado.
En el eje X se encuentran las fracciones obtenidas de la purificacion y en el eje Y los
valores de absorbancia a 280 nm y 450 nm. La medicion a 280 nm (puntos azules) sirvio
para verificar la presencia de proteina en las fracciones (los valores de absorbancia a 280
nm ya han sido restados con la absorbancia del blanco que tiene buffer citrato 10 mM pH
a5y ZnSO, 0.1mM) y la medicion a 450 nm (puntos naranjas) sirvio para verificar la
actividad enzimatica de la enzima nativa (los valores de la absorbancia de la actividad ya
han sido restados con la absorbancia del blanco que tiene DTT 10 mM, azocaseina 2.5

mg/ml y buffer citrato 60 mM a pH 5).
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Figura 5. Gel de electroforesis al 12 % de la proteina FhT purificada. SDS-PAGE de FhT
purificado. 1 (marcador de peso molecular) y 2 (20 ug de FhT).

PRODUCCION Y ACTIVACION DE rFhT

La proteina rPro-FhT fue expresada, purificada y activada como se describid
anteriormente. Se activd 800 pug de rPro-FhT con diferentes concentraciones de glutation
(0.5 mM y 1 mM) en buffer citrato 0.17 mM a pH 5 y se corrioé un SDS-PAGE de 25 pg
de la proteina antes y después de la activacion. En la figura 6 se observa que la incubacion
con GSH 0.5 mM por 12 horas no activo completamente la proteina rPro-FhT a rFhT ya
que todavia se observa la banda del zimdgeno inactivo de 38 kDa. La activacion con GSH
1 mM por 10 horas activdé completamente la proteina rPro-FhT a rFhT, observandose la
banda de 25 ~kDa (rFhT activado) y de ~12.5 kDa (péptido cordado del zimdgeno).
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Figura 6. Activacion de la enzima rPro-FhT con glutation 0.5 mM y 1 mM. Se activd
800 pg de rPro-FhT con glutation 0.5 mM (A) y 1 mM (B), se corrié un SDS-PAGE de
25 ug de la proteina antes y después de la activacion con glutation. La activacion completa
de rPro-FhT se puede ver en el gel B, donde ya no aparece la banda de 38 kDa.
1 (marcador de peso molecular), 2 (25 pg de la proteina a las cero horas de activacion) y

3 (25 pg de la proteina después de la activacion).

CUANTIFICACION DE LAS ENZIMAS

Se cuantifico la cantidad total de FhT obtenido después de las 8 purificaciones y la
cantidad de rPro-FhT obtenida a partir de un litro de cultivo. En la curva estandar con
BSA, se obtuvo un R”2 (coeficiente de determinacion) igual a 0.9918 (figura 7). A partir
de la ecuacion de la recta, se extrapolé las concentraciones de FhT y rPro-FhT. La
concentracion de la proteina nativa que se obtuvo fue 17.4 mg/ml, teniendo una cantidad
total de FhT de 13.9 mg en 0.8 ml. La concentracion de la enzima recombinante fue 27.7
mg/ml, se obtuvo 22.2 mg en 1 ml (tabla 5). El rendimiento de FhT fue 1.7 mg por
purificacion y de rPro-FhT fue 2.22 mg en 100 ml de cultivo.
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Figura 7. Curva estandar de BSA. En el eje X se encuentran las concentraciones de BSA
yeneleje Y laabsorbancia a 595 nm.

Tabla 5. Concentracion de FhT y rPro-FhT. Las concentraciones de las proteinas se
determinaron usando la ecuacion de recta obtenida de la curva estandar con BSA. Se
cuantifico por duplicado y los valores de absorbancia representan el promedio de las dos
mediciones. Como las enzimas concentradas se diluyeron en agua, la curva estandar de
BSA se construyé diluyendo BSA en agua. * Las absorbancias ya fueron restadas con la

absorbancia del blanco.

Absorbancia* Con_cen'_[raci()n de| Concentracion Concentracion | Cantidad
la dilucion pg/ml | del stock pg/ml | del stock mg/ml mg
FhT 0.504 16.3 17426.4 17.4 13.9
rPro-FhT 0.460 14.8 27693.3 27.7 22.2

ACTIVIDAD ENZIMATICA SOBRE AZOCASEINA
Se midio la actividad de 25 pg de FhT y 25 ug rFhT activado (Tabla 6). Ambas enzimas

presentaron una actividad especifica similar sobre la azocaseina.

Tabla 6. Actividad enzimatica de las enzimas FhT y rFhT. *Los valores de actividad son

el promedio de dos ensayos Yy el valor de absorbancia ya fue restado con el valor de blanco.

Enzima Actividad especifica*
(Absorbancia/(min x mg))x100
25 pg FhT nativa 13.2
25 g rFhT activado 12.6
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OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES PARA INDUCIR TROMBOSIS

Efecto de la temperatura de disolucion del k-carragenano 4 mg/ml en NaCl 0.9 %

Se midio el porcentaje de trombosis en las colas a las 48 horas cuando los ratones
recibieron el k-carragenano preparado a partir de una solucién stock de k-carragenano a
4 mg/ml disuelta en solucion salina a 85 °C y a 37 °C (figura 8). Los ratones a los que les
administro6 el k-carragenano disuelto a 37 °C tuvieron un porcentaje de trombosis en la
cola de 26.5 £ 5.3 %, mientras que el grupo administrado con solucion disuelta a 85 °C
tuvo un porcentaje de trombosis en la cola de 42.9 + 4.8 % a los 48 horas (tabla 7). Se
encontro diferencias significas en el porcentaje de trombosis en la cola entre estos dos

grupos, p=0.0495 (figura 9).

Figura 8. Fotografias a las 48 horas de las colas de los ratones inyectados con
k-carragenano disuelto a diferentes temperaturas. Se preparé dos soluciones stock de
k-carragenano 4 mg/ml disueltas en solucién salina a 37 °C y 85 °C, las soluciones se
administraron a 37 °C a una dosis de 20 mg/kg en dos grupos de ratones. Ratones con k-
carragenano disuelto a 37 °C (1) y a 85 °C (2).
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Tabla 7. Efecto de la temperatura de disolucion del stock de k-carragenano a 4 mg/ml en
solucion salina. Porcentaje de trombosis en la cola de ratones inyectados con 20 mg/kg
de k-carragenano preparado a partir de una solucion stock de 4 mg/ml disuelta a 37 °C y
85 °C, las mediciones del porcentaje de trombosis se realizaron 48 horas después de

administrar el k-carragenano.

Longitud | Longitud Promediodel | SD del
de la de % de orcentaje de orcentaje de
cola trombosis | Trombosis F:rombosjis o r’irombos{s o
(cm) (cm) 0 0
Disolucién de k- 9 2.2 24.4
carragenano 4 mg/ml en
solucion salina a 37 °C 9.3 2.1 22.6 26.5 5.3
(n=3) 8.9 2.9 326
Disolucién de k- 9.2 4.2 457
carragenano 4 mg/ml en
solucién salina a 85 °C 9.1 3.4 374 42.9 4.8
(n=3) 9 41 45.6
*
50
e
w 40
2 i
3
E 30-
e
P —
° 20
=}
X 10—
0 1
37°C 85 °C
Temperatura de disolucion
del k-carragenano

Figura 9. Efecto de la temperatura de disolucién de 4 mg/ml de k-carragenano en solucién
salina sobre el porcentaje de trombosis en la cola. Se prepar6 dos soluciones stock de k-
carragenano 4 mg/ml disueltas en solucion salina a 37 °C y 85 °C, las soluciones se

administraron a 37 °C a una dosis de 20 mg/kg en dos grupos de ratones. * p=0.0495
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Efecto de la dosis de kappa-carragenano en el porcentaje de trombosis en las colas

Se midid el porcentaje de trombosis en las colas a las 48 horas de administrar kappa-
carragenano 20 mg/kg a un grupo de ratones y 50 mg/kg a otro grupo (figura 10). El
porcentaje de trombosis en las colas del grupo de ratones inyectados con la dosis de 20
mg/kg fue 59.8 + 14%, mientras que en el grupo de ratones inyectados con la dosis de 50
mg/kg fue 68.6 + 13% (tabla 8). No se encontro diferencias significativas entre estos dos

grupos, p=0.5127 (figura 11).

Figura 10. Fotografias a las 48 horas de las colas de ratones administrados con diferentes
dosis de k-carragenano. Se prepard una solucion stock de k-carragenano 4 mg/ml disuelto
en solucion salina a 85 °C por diez minutos, a partir de esta solucién se prepararon dos
soluciones de inyeccion ajustadas a la dosis de 20 mg/kg y 50 mg/kg, las soluciones se
mantuvieron a 37 °C hasta su administracion. Se administré las soluciones a dos grupos

de ratones, k-carragenano 20 mg/kg (1) y 50 mg/kg (2).
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Tabla 8. Efecto de la dosis de k-carragenano administrado. Porcentaje de trombosis en la
cola de ratones tratados con k-carragenano 20 mg/kg y 50 mg/kg, las mediciones del
porcentaje de trombosis se realizaron 48 horas después de administrar el k-carragenano.

Longitud | Longitud de % de Promedio del SD del
de la cola | trombosis Troronbosis porcentaje de | porcentaje de
(cm) (cm) trombosis % | trombosis %
Dosis de 20 mg/kg de | O 73 37
kappa-carragenano 10 6 60.0 59.8 14.0
(n=3) '
9.2 4.2 45,7
Dosis de 50 mg/kg de 10 57 57.0
kappa-carragenano 9.6 6.3 65.6 68.6 13.3
(n=3)
9.5 7.9 83.2
ns
100+  ——
n 804
£
= 60—
o
=
s 30
°
X 20
0._

I
20 mg/kg 50 mg/kg
Dosis de k-carragenano

Figura 11. Efecto de la dosis de k-carragenano en el porcentaje de trombosis. Se prepard
una solucién stock de k-carragenano 4 mg/ml disuelto en solucion salina a 85 °C por diez
minutos, a partir de esta solucion se prepararon dos soluciones de inyeccion ajustadas a
la dosis de 20 mg/kg y 50 mg/kg, las soluciones se mantuvieron a 37 °C hasta su
administracion. Se administro las soluciones a dos grupos de ratones, ns (no significativo,
p=0.5127)
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Efecto de la temperatura de aclimatacion sobre el porcentaje de trombosis

Se compard el porcentaje de trombosis en la cola a las 48 horas, cuando los ratones fueron
aclimatados por tres semanas a 24 °C y cuando estuvieron aclimatados a temperatura
ambiente (figura 12). El porcentaje de trombosis en las colas de los ratones que fueron
aclimatados a 24 °C fue 83.4 £ 7.5 %, mientras que en las colas de los ratones aclimatados
a temperatura ambiente fue 62.8 + 12.4% (tabla 9). Se encontré diferencias significativas

entre estos grupos de ratones, p=0.0433 (figura 13).

Figura 12. Fotografias a las 48 horas de las colas de ratones aclimatados a diferentes
temperaturas. Se prepard una solucion stock de k-carragenano de 4 mg/ml disuelta en
solucion salina a 85 °C, a partir de esta solucion se prepar6é una solucion de inyeccién
ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solucién se administré a 37 °C en
dos grupos de ratones, un grupo habia sido mantenido por 3 semanas a temperatura

ambiente (A) y otro grupo a 24 °C (B).
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Tabla 9. Efecto de la aclimatacion de los ratones a diferentes temperaturas. Porcentaje de

trombosis en la cola de ratones aclimatados por tres semanas a 24 °C y a temperatura

ambiente. Las mediciones se realizaron 48 horas después de administrar el k-carragenano

20 mg/kg.
. Longitud . SD del
e | V| e | Ponee ]| oo
(cm) trombosis | Trombosis trombosis % de trombosis
(cm) %
Ratones aclimatados por 9.1 7.1 78.0
tres semanas a 9.2 4.6 50.0 62.8 12.4
temperatura ambiente 9.1 6.1 67.0
(n=4) 9.1 5.1 56.0
. 9.3 8.5 91.4
Ratones aclimatados por 97 8 825
tres semanas a 24 °C ' : 83.4 7.5
(n=4) 9.4 8.1 86.2
9.1 6.7 73.6
L ¥ ]
I |
100+
of
W -
= .
=
o
=
2
[
@
T
==
Ambiente ~24°C

Temperatura de aclimatacion

por tres semanas

Figura 13. Efecto de la temperatura de aclimatacidn sobre el porcentaje de trombosis en

la cola. Se prepard una solucion stock de k-carragenano de 4 mg/ml disuelta en solucién

salina a 85 °C, a partir de esta solucion se prepar6 una solucion de inyeccion ajustada a

la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solucién se administré a 37 °C en dos grupos

de ratones, un grupo habia sido mantenido por 3 semanas a temperatura ambiente y otro
grupo a 24 °C. * p=0.0433
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Efecto de la temperatura de inyeccion del k-carragenano

Se comparo el porcentaje de trombosis a las 48 horas después de la administracion del
k-carragenano 20 mg/kg inyectado a una temperatura de 37 °C y 50 °C (figura 14). El
porcentaje de trombosis en la cola de los ratones que recibieron el k-carragenano a 37 °C
fue 74.4 £ 7.7 % y en el grupo que recibio la solucion a 50 °C fue 90.9 + 4% (tabla 10).
Se encontré diferencias significativas entre estos dos grupos de ratones, p= 0.0090
(figura 15).

LAl

Figura 14. Fotografias a las 48 horas de las colas de ratones tratados con k-carragenano

administrado a diferentes temperaturas. Se prepard una solucion stock de 4 mg/ml de
k-carragenano disuelta en solucién salina a 85 °C, a partir de esta solucion se prepar6 una
solucion de inyeccion ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solucién se
administro a 37 °C (1) y a 50 °C (2) en dos grupos de ratones que habian sido aclimatados

por tres semanas a 24 °C.
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Tabla 10. Efecto de la temperatura de administracion del k-carragenano. Porcentaje de
trombosis en la cola cuando la solucion k-carragenano 20 mg/kg se administr6 a 37 °C y
a 50 °C, las mediciones se realizaron 48 horas después de la administracion del

k-carragenano.

Longitud | Longitud de Promedio del SD del
. % de : :
delacola | trombosis Trombosis porcentaje de | porcentaje de
(cm) (cm) trombosis % | trombosis %
Temperatura de la 9.2 5.9 64.1
solucién de kappa 9.3 6.5 69.9
carragenano 9.5 8 84.2 74.4 7.7
administrada 37 °C 9.7 7.5 77.3
(n=5) 9.4 7.2 76.6
Temperatura de la 94 9.1 96.8
solucién de kappa 9.8 9 91.8
carragenano 10 9.1 91.0 90.9 4.0
administrada 50 °C 10.5 9 85.7
(n=5) 10.2 9.1 89.2
1 ¥ ]
1 1
100 ;
& 804
[71]
[}
£ 60-
e
- 1
o 40
©
F 20
0- T
37 °C 50 °C
Temperatura de administracion
del k-carragenano

Figura 15. Efecto de la temperatura de administracion del k-carragenano 20 mg/kg en el
porcentaje de trombosis de la cola. Se preparé una solucién stock de 4 mg/ml de
k-carragenano disuelta en solucién salina a 85 °C, a partir de esta solucion se prepar6 una
solucion de inyeccion ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solucion se
administré a 37 °C y a 50 °C en dos grupos de ratones que habian sido aclimatados por

tres semanas a 24 °C. *p=0.0090
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CONFIRMACION DE LA TROMBOSIS POR HISTOLOGIA DE LA COLA

Se realizaron cortes de la cola de un raton tratado con solucion salina via intraperitoneal
y un ratén tratado con k-carragenano preparado a partir de una solucién stock de 4 mg/ml
de k-carragenano disuelta en NaCl al 0.9 % a 85 °C por diez minutos; ambas soluciones
se administraron a 50 °C. Después de la administracion, los ratones se mantuvieron a 20
°C por 48 horas, se cortd la cola en este tiempo. Los cortes de las colas tefiidas con eosina
y hematoxilina muestran que la cola del raton tratado con k-carragenano presenta trombos
en los vasos, mientras que los cortes de la cola del raton tratado con solucion salina no

presentan coagulos (figura 16).

A B

Figura 16. Confirmacién de la trombosis en las colas mediante histologia de cortes de
las colas tefiidas con Eosina y Hematoxilina. Cortes a la mitad de la cola de un raton
tratado con NaCl 0.9 % (A) y un ratén tratado con k-carragenano 20 mg/kg (B). Las

flechas indican la localizacion de los trombos en los vasos sanguineos.
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PRUEBA DE TROMBOLISIS CON LAS ENZIMAS FhT y rEhT

Se compard el porcentaje de trombosis en la cola de ratones que fueron inyectados con
k-carragenano 20 mg/kg y 30 minutos después tratados con solucién salina 0.9 %,
uroquinasa 40 mg/kg, rFhT 20 mg/kg, FhT 20 mg/kg. El porcentaje de trombosis en el
grupo control negativo (solucion salina) fue 92.8 + 11.2 %, en el control positivo
(uroquinasa) 51.6 £ 18.6, en el grupo tratado con rFhT 58.2 £ 13.1 % vy en el grupo con
FhT 59.4 + 28.2 (Tabla 11). En la figura 15 se muestra la grafica del porcentaje de
trombosis obtenido en cada grupo de tratamiento, la prueba de Dunn encontré diferencias
significativas en el porcentaje de trombosis entre el grupo control negativo y el grupo
control positivo (p=0.0294) y entre el grupo control negativo y el grupo tratado con rFhT
(p=0.0382). No se encontro diferencias significativas entre el grupo control negativo y el

grupo tratado con la enzima nativa (p=0.1202).
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Figura 17. Fotografias de las colas de ratones a las 48 horas de la induccion de la
trombosis y de la administracion de los tratamientos. Se prepar6é una solucion stock de
4 mg/ml de k-carragenano disuelta en solucion salina a 85 °C, a partir de esta solucion se
prepard una solucién de inyeccidn ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la
solucion se administré a 50 °C en ratones que fueron aclimatados por tres semanas a 24
°C. Treinta minutos después de la administracion i.p de k-carragenano, se inyectaron los
tratamientos en la vena de la cola, NaCl 0.9 % (1), Uroquinasa 40 mg/kg (2), rEhT 20
mg/kg (3) y FhT 20 mg/kg (4).
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Tabla 11. Porcentaje de trombosis después del tratamiento con las enzimas fibrinoliticas.

Treinta minutos después de la administracion del k-carragenano, los ratones fueron

tratados con solucion salina 0.9 %, Uroquinasa 40 mg/kg, rEhT 20 mg/kg y FhT 20 mg/kg.

Longitud | Longitud de [ Porcentaje | Promedio del SD del
de la cola | trombosis |de trombosis | Porcentaje de | Porcentaje de
(cm) (cm) (%) trombosis (%) | trombosis (%)

10.3 10 97.1
Solucién salina 10.4 10.2 98.1

(n=4) 105 8 76.2 929 11.2
10.3 10.3 100.0
Uroquinasa 104 3 28.8
10.2 7.5 73.5

4O(r?lg4l)kg 105 5 176 51.6 18.6
10.6 6 56.6
9.5 3.5 36.8
ERT 10.2 55 53.9
10.7 6.5 60.7

20(r2r:1%/)kg 10.6 74 20.0 58.2 13.1
10.4 7.6 73.0
10.1 5.5 54.5
ERT 10.5 3.5 33.3
10.4 9.5 91.3

20(r2r:1%/)kg 10.7 3 18 59.4 28.2
10.5 4 38.1
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Figura 18. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de trombosis. Se preparé una
solucion stock de 4 mg/ml de k-carragenano disuelta en solucion salina a 85 °C, a partir
de esta solucion se preparo una solucion de inyeccion ajustada a la dosis de 20 mg/kg de
k-carragenano, la solucién se administré a 50 °C en ratones que fueron aclimatados por
tres semanas a 24 °C. Treinta minutos después de la administracion i.p de k-carragenano,
se inyectaron los tratamientos en la vena de la cola, NaCl 0.9 %, uroquinasa 40 mg/kg,
rFhT 20 mg/kg y FhT 20 mg/kg.*p= 0.0294, **p= 0.0382, ***p= 0.1202
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VII. DISCUSION

El objetivo de la presente tesis fue evaluar la actividad trombolitica de FhT y rFhT en un
modelo de trombosis inducido por k-carragenano en la cola de los ratones Balb/c. Se
establecieron las condiciones experimentales Optimas del modelo. El primer punto
considerado fue la temperatura de disolucion del agente inductor de la trombosis. Los
resultados mostraron una mayor longitud de la trombosis cuando el k-carragenano a 4
mg/ml se disolvié a 85 °C. Se compard el efecto de dosis de k-carragenano (20 mg/kg y
50 mg/kg) en el porcentaje de trombosis en la cola, no se encontré diferencias
significativas entre los ratones que recibieron estas dosis. Se evalué el efecto de la
aclimatacion sobre el porcentaje de trombosis, los ratones que fueron aclimatados durante
tres semanas a mas de 24 °C mostraron un mayor porcentaje de trombosis en la cola con
respecto a los que fueron aclimatados a temperatura ambiente. El k-carragenano se
administro via intraperitoneal a los ratones a diferentes temperaturas (37 °C y 50 °C), se
obtuvo un mayor porcentaje de trombosis con menor desviacién estandar cuando se
administro a 50 °C, sugiriendo que esta temperatura favorece una mejor absorcion del
agente. En conjunto, se logro establecer las condiciones Gptimas para la formacion de
trombosis en la cola de ratones. Se confirmd la generacion de trombos en el modelo
optimizado mediante histologia de la cola, los ratones inyectados con k-carragenano 20
mg/kg via intraperitoneal tenian coagulos en las vasos de las colas, mientras que los

ratones inyectados con solucion salina tenian las venas sin coagulos.

Un estudio utilizé k-carragenano 15 mg/kg para inducir trombosis en la cola de ratones,
obtuvieron una longitud de trombosis de 5.6 cm, la inyeccion del agente fue via
subcutanea y no mencionan qué otras condiciones utilizaron [40]. En otro articulo, se
administro en las patas traseras de los ratones 40 ul de una solucién de k-carragenano 1%,
utilizaron 0.4 mg de k-carragenano por raton, mientras que en esta tesis se utilizd 0.8 mg
por raton de 40 gramos, obtuvieron una longitud de trombosis de 4 cm [41]. En dos
estudios administraron via intraperitoneal k-carragenano 50 m/kg y 100 mg/kg,
obtuvieron porcentajes de trombosis del 70 % y 80 % respectivamente [42, 43]. En una
investigacion, se administrd k-carragenano 20 mg/kg a ratones aclimatados por 3 semanas
a 24 °C y mantenidos a 20 °C después de la administracién del k-carragenano, el

porcentaje de trombosis que obtuvieron a las 48 horas fue 92 % [29]. Este resultado es
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concordante con los resultados obtenidos en esta tesis, sugiriendo que la temperatura
aclimatacion es un factor que afecta el grado de trombosis en la cola de los ratones
inducido por k-carragenano y que el cambio de temperatura podria gatillar una mejor
induccién de la trombosis. La temperatura ambiental fria puede llevar a una mayor
coagulacién mediante el aumento de la presién arterial, vasoconstriccidn periférica, un

mayor recuento de plaquetas y el aumento de la viscosidad de la sangre [44].

Las enzimas FhT y rFhT presentan pardmetros cinéticos similares [16]. Sin embargo, solo
rFhT mostrd diferencias significativas en el porcentaje de trombosis. La actividad
especifica de las enzimas inyectadas a las ratones fue similar, pero no sabemos como se
comportan las enzimas in vivo, ya que una se purifica a partir del producto E/S de un
agente bioldgico, y la otra se obtiene mediante fermentacion en P. pastoris, la estabilidad

de estas proteinas puede variar.

Un estudio utiliz6 el modelo de trombosis en cola de rata para evaluar la actividad
trombolitica de una cisteina proteasa extraida del latex del higo, denominada ficina, el
grupo inducido a trombosis e inyectado con 10 U/kg de ficina tuvo una longitud de
trombosis de 9 cm, mientras que el control inducido a trombosis e inyectado con el
vehiculo tuvo 12 cm [45]. El estudio anterior es el Unico que evalud la actividad
trombolitica en el modelo de trombosis con k-carragenano de una enzima que pertenece
a la familia de las cisteina proteasas, la mayoria de estudios se realizaron en serina
proteasas. El grupo de Hassan encontro dos serinas proteasas HtrA que degradan coagulos
de fibrina in vitro e in vivo, con una dosis de 40 mg/kg de HtrAl obtuvieron un 17 % de

porcentaje de trombosis, el control un 98.5 % de trombosis, y con uroquinasa 47 % [29].

Se implemento el modelo de k-carragenano de forma eficiente. Los ratones no murieron
después de la administracion de las enzimas FhT y rFhT a la dosis de 20 mg/kg cada una.
Las limitaciones de este estudio son el bajo nimero de animales, la falta de informacion
sobre el tiempo de vida media de las enzimas FhT y rFhT y que el modelo de trombosis
generado requiere un método que permita corroborar de forma objetiva el efecto
trombolitico de esta enzima como la medicion del flujo sanguineo en las colas después
de aplicar los tratamientos, la medicidn de los productos de degradacion de fibrina y la

histologia de la cola.
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VIII.

IX.

CONCLUSIONES

Se obtuvo 13.2 mg de FhT a partir de 320 ml del producto E/S de un agente
bioldgico.

Se obtuvo 22.2 mg de rPro-FhT a partir de un litro de cultivo.

Los ratones tuvieron un porcentaje de trombosis en la cola de 90 £ 4 % con las
condiciones de aclimatacion a 24 °C por tres semanas, la disolucion de 4 mg/ml
de k-carragenano a 85 °C y administracion via intraperitoneal a 50 °C a una dosis
de 20 mg/kg de k-carragenano.

Los ratones inducidos a trombosis con k-carragenano y tratados con rFhT
20 mg/kg tuvieron un porcentaje de trombosis en la cola significativamente menor
(58.2 + 13.1 %) en comparacion con los ratones inducidos a trombosis y tratados
con solucion salina (92.8 £ 11.2 %), p=0.0382.

Los ratones inducidos a trombosis con k-carragenano y tratados con FhT 20 mg/kg
no tuvieron diferencias significativas en el porcentaje de trombosis (59.4 + 28.2
%) en comparacion con los ratones inducidos a trombosis y tratados con solucién
salina (92.8 £ 11.2 %), p=0.1202.

SUGERENCIAS

Se sugiere repetir la prueba en un mayor nimero de animales para corroborar el
efecto trombolitico de la proteina rFhT.

Se sugiere realizar ensayos que permitan corroborar el efecto trombolitico de las
proteinas fibrinoliticas después del tratamiento con las enzimas, como la medicion
del flujo sanguineo en la cola, la medicion de los productos de degradacién de

fibrina mediante ELISA o histologia de las colas.
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XI.  ANEXOS

Anexo 1: Constancia de renovacion de la aprobacion del comité de ética institucional
UPCH

UNIVERSIDAD PERUANA

CAYETANO HEREDIA

El Peesidente del Comité Institucional de Erica pam o uso de Animales (CIEA) de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia hace constar que ¢l comité de érica aprobo la RENOVACION del
provecto de investigacion schalado a continuacion.

Titulo del proyecta *Modeclo de trombosis en la cola de ratén inducido por k-
carragenano para cl estudio del agente fibrinolitico FhT in
vivo”

Caondigo de inscripcion 1203799

Investigador(a) principal(cs) : Pereda Salguero, Mabel Patricia

Cualquier enmienda, desviaciones v/u otras eventualidades deberi ser reportada a este Comite de
acuerdo a los plazos y normas establecidas. El investigador reportari cada 6 meses ¢l progreso del
estudio v alcanzara un informe al téemino de éste.

La presente RENOVACION tiene vigencia desde el 23 de agosto del 2023 hasta ¢l 22 de agosto
del 2024,

Ast musmo el Comité toma conocimiento dd Informe Periodico de Avances del estudio de
referencia. Documento recibido en fecha 15 de agosto del 2023,

Los tramites para su renovacion deberin insciarse por lo menos 30 dias previos a su vencimiento.

Lima, 23 de agosto del 2023,

l)r. .\Lmud Gasco lanuchucu
Presidente
Comité Insutucional de Enca para o uso de Animales
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