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RESUMEN 

 

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo y son 

causadas por coágulos en el sistema circulatorio. Los fármacos trombolíticos activan el 

plasminógeno hacia plasmina que degrada las redes de fibrina, un componente que 

estabiliza los coágulos. Estos fármacos también pueden activar el plasminógeno 

circulante produciendo plasmina que puede degradar otras proteínas ocasionando 

hemorragias. Por este motivo, existe un interés en la búsqueda de fármacos 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 utilizó este modelo para evaluar la actividad 

trombolítica de FhT y rFhT. 

Las condiciones para inducir trombosis como la aclimatación de los ratones por 3 semanas 

a 24 °C, la disolución del k-carragenano a 85 °C y la administración de la solución 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 comparación con los ratones inducidos a 

trombosis y tratados con solución salina (92.8 ± 11.2 %). No se encontró 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 solución salina.  
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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 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Enfermedades cardiovasculares y trombosis 

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) representan la principal causa de muerte a 

nivel mundial, según la Organización Mundial de la Salud, en el año 2019, 17.9 millones 

de personas murieron por ECVs, lo que representa el 32% de la mortalidad en el mundo 

[1]. Además, un informe de la Organización Panamericana de la Salud señala que en el 

año 2019, en el Perú fallecieron por ECVs 77.7 personas por cada 100,000 habitantes [2].  

La presencia de coágulos en el torrente sanguíneo puede producir ECVs ya que impiden 

el flujo normal de la sangre hacia los tejidos [3]. El tromboembolismo venoso es causado 

por trombos en las venas profundas, estos pueden viajar por el torrente sanguíneo y 

ocasionar trombosis pulmonar [4]. El infarto de miocardio se produce por la obstrucción 

de la irrigación sanguínea hacia el corazón y el accidente cerebrovascular es ocasionado 

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

 

1.2 Coagulación y fibrinólisis 

Los coágulos se forman cuando hay una lesión en un vaso sanguíneo [6]. Las plaquetas 

se adhieren al sitio de la lesión y se activan, liberando sustancias químicas que atraen a 

más plaquetas al sitio de la lesión, dando lugar a la formación del tapón plaquetario que 

detiene el sangrado [7]. La lesión de la pared vascular también desencadena la liberación 

de factores de coagulación que actúan en una cascada de reacciones enzimáticas que 

convierten la protrombina en trombina, esta enzima corta los fibrinopéptidos del 

fibrinógeno y lo convierte en fibrina, esta proteína fibrilar se polimeriza y entrecruza 

formando redes tridimensionales que se adhieren al tapón plaquetario y le confieren 

mayor rigidez (figura 1) [8].  

Cuando el tejido vascular dañado se ha regenerado, los coágulos de fibrina deben 

degradarse, a este proceso se le denomina fibrinólisis [8]. En este proceso, los activadores 

de plasminógeno tPA (activador de plasminógeno tisular) y uPA (activador de 

plasminógeno tipo uroquinasa) convierten el plasminógeno que está unido al coágulo en 

plasmina, la plasmina es una serina proteasa que corta las redes de fibrina del coágulo 

hacia productos de degradación de plasmina, desestabilizando el coágulo (figura 1) [9]. 
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Figura 1. Proceso de formación de las redes de fibrina en la coagulación y la fibrinólisis. 

La formación de las redes de fibrina inicia con la liberación de los factores de coagulación 

por las células endoteliales del sitio de la lesión de un vaso sanguíneo, estos actúan en 

una cascada de reacciones enzimáticas que convierte el zimógeno protrombina en 

trombina, esta es una serina proteasa que corta los fibrinopéptidos de la estructura del 

fibrinógeno y lo convierte en fibrina, la fibrina se polimeriza y forma redes que brindan 

rigidez al tapón plaquetario. En la fibrinólisis, la fibrina se degrada por acción de la 

plasmina, que se forma a partir del plasminógeno por la acción de los activadores de 

plasminógeno (tPA y uPA). Adaptado de Singh & Risman [8,9]. 

 

1.3 Los activadores de plasminógeno y el riesgo de hemorragias  

Los activadores de plasminógeno tPA y uPA se utilizan para tratar enfermedades 

cardiovasculares, pero su principal efecto secundario es la generación de hemorragias 

[10]. Los activadores de plasminógeno además de activar el plasminógeno unido al 

coágulo de fibrina también activan el plasminógeno circulante, produciendo plasmina en 

la sangre, la cual puede cortar otras proteínas como el fibrinógeno o proteínas de la matriz 

extracelular como la fibronectina y la laminina (figura 2) [11]. La falta de especificidad 

del tPA y uPA al plasminógeno unido al coágulo puede producir hemorragias, es por ello 

que se requiere un nuevo enfoque de tratamiento con enzimas [12].  
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Figura 2. Activación de plasminógeno unido al coágulo y plasminógeno circulante. Los 

activadores de plasminógeno como tPA y uPA activan el plasminógeno que está unido al 

coágulo de fibrina y también activan el plasminógeno circulante produciendo plasmina la 

cual puede degradar proteínas como el fibrinógeno [12].  

 

1.4 Enzimas fibrinolíticas  

Los activadores de plasminógeno son un tipo de enzimas fibrinolíticas con acción 

indirecta en la degradación de la fibrina, ya que su acción está dirigida a la activación del 

plasminógeno [11]. Las enzimas fibrinolíticas directas actúan degradando las redes de 

fibrina sin la necesidad de intermediario, cumpliendo una función similar a la plasmina, 

se estudia el potencial de este tipo de enzimas porque su administración tendría menor 

riesgo de producir hemorragias ya que su acción es directa hacia la fibrina de los coágulos 

(figura 3) [13]. En las últimas décadas, se han identificado enzimas fibrinolíticas de 

fuentes naturales como del veneno de serpiente, lombrices, murciélagos y 

microorganismo [14, 15, 16, 17].  
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Figura 3. Tipos de enzimas fibrinolíticas. Las enzimas fibrinolíticas pueden tener un 

mecanismo de acción directo en la degradación de la fibrina, estas enzimas son similares 

a la plasmina; también pueden tener un mecanismo de acción indirecto, activando el 

plasminógeno para la producción de plasmina que actúa degradando la fibrina [13].  

 

1.5 FhT y rFhT 

La Unidad de Biotecnología Molecular (UBM) de la UPCH caracterizó bioquímicamente 

la proteína FhT, una cisteína proteasa tipo catepsina L de ~25 kDa purificada del producto 

excretado/ secretado (E/S) de un agente biológico [18]. Las cisteínas proteasas presentan 

dos estados, un estado zimógeno que tiene un prodominio que se ubica alrededor del sitio 

activo de la proteína e inhibe su actividad enzimática y un estado activo, el cual no 

presenta el prodominio. El prodominio es cortado por la autocatálisis de la enzima y a un 

pH ácido [19]. En la UBM se clonó la forma zimógena de la proteína FhT (rPro-FhT) en 

Pichia pastoris, la activación in vitro se realiza con DTT 10 mM a pH 5 [20]. La enzima 

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

La enzima nativa FhT y su forma recombinante (FhT) degrada la fibrina en ensayos in 

vitro; además,  mediante microscopia electrónica se evidenció la degradación de las redes 

de fibrina de los coágulos de sangre total por la enzima FhT [20, 21].  
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1.6 Modelo de inducción de trombosis con kappa-carragenano 

El kappa-carragenano (k-carragenano) es un polisacárido 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 administración en ratones y ratas produce una coloración morada 

en la cola, orejas y patas, lo cual indica la generación de trombos en estas zonas [23]. El 

k-carragenano induce la formación de trombos en los vasos mediante la inflamación 

intravascular, daña las células endoteliales provocando la liberación 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 

trombolíticos, y la actividad de los potenciales agentes de interés se suele medir en la cola 

en función de la longitud oscura de la cola después de la administración del k-carragenano 

y del compuesto de interés [25, 26]. 

El modelo de trombosis en la cola inducido con k-carragenano es menos invasivo en 

comparación a otros modelos utilizados para el estudio de agentes trombolíticos, otros 

modelos requieren métodos quirúrgicos para exponer los vasos y para inducir trombosis 

en los vasos, así como personal entrenado [27]. Una limitación del modelo con k-

carragenano es la falta de información sobre las condiciones óptimas para la generación 

de trombos en la cola de los ratones; además, este modelo presenta una baja frecuencia 

de formación 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 ligación de la cola o el mantenimiento de la cola en agua fría [28].   
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II. JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 
 

Las enfermedades cardiovasculares tienen una alta tasa de mortalidad en el Perú y el 

mundo [1, 2]. La presencia de coágulos en el sistema circulatorio puede causar 

enfermedades cardiovasculares [3]. Para tratar los coágulos se utilizan agentes 

trombolíticos como los activadores de plasminógeno que activan el plasminógeno unido 

al coágulo y el plasminógeno circulante produciendo plasmina que puede degradar otras 

proteínas como el fibrinógeno, laminina y fibronectina ocasionando hemorragias [11]. 

Por este motivo, se requiere una nueva estrategia de tratamiento con enzimas fibrinolíticas 

de acción directa. Las enzimas FhT y rFhT tienen una acción proteolítica sobre la fibrina 

en ensayos in vitro [20, 21]. Todavía no se ha evaluado si las enzimas FhT y rFhT tienen 

un efecto trombolítico in vivo.  

En esta tesis se utilizó el modelo de trombosis en la cola de ratones para evaluar la 

actividad trombolítica de FhT y rFhT.   
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III. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 

¿Las enzimas FhT y rFhT tienen un efecto trombolítico en los coágulos de la cola de los 

ratones? 

 

IV. OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 

 Determinar la actividad trombolítica de las enzimas FhT y rFhT sobre los 

coágulos inducidos en las colas de ratones. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Producir las proteínas FhT y rFhT.  

 Establecer las condiciones óptimas para la inducción de trombosis en la cola de 

ratones mediante la inoculación de kappa-carragenano. 

 Evaluar la acción trombolítica de las proteínas FhT y rFhT en el modelo de 

trombosis en la cola.  
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

MATERIALES 

Etanol absoluto (MERCK), membrana de diálisis MWCO12400 (SIGMA), matriz 

Shepadex CM-50 (SIGMA), cloruro de sodio (MERCK), citrato de sodio (SIGMA), 

azocaseína (SIGMA), ditiotreitol (SIGMA), ácido tricloro acético (MERCK), extracto de 

levadura (HIMEDIA), peptona (HIMEDIA), dextrosa (SIGMA), fosfato de potasio 

(THERMO SCIENTIFIC), base de nitrógeno 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), glutatión (SIGMA), kappa-carragenano (SIGMA), NaCl 0.9% (BRAUN), 

NaCl 9% (BRAUN), Uroquinasa (SIGMA), ZnSO4 (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 controló en los experimentos y se menciona en la sección de las condiciones 

óptimas para inducir trombosis.  
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DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 

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

Tabla 1. Fases del desarrollo de la tesis 

Fase 1 Producción de FhT y rFhT 1. Purificación de FhT  

2. Expresión, purificación y activación de rFhT 

3. Cuantificación de FhT y rPro-FhT 

Fase 2 Optimización de las 

condiciones para la 

inducción de trombosis en la 
cola de ratones con kappa-

carragenano 

1. Temperatura de disolución del kappa-

carragenano 

2. Dosis del kappa-carragenano 
3. Temperatura de aclimatación de los ratones 

4. Temperatura de administración del kappa-

carragenano 

Fase 3 Evaluación de la actividad 
trombolítica de las enzimas 

FhT y rFhT en el modelo de 

trombosis en cola de ratones  

1. Prueba de trombólisis con las enzimas FhT y 
rFhT 

 

VARIABLES INDEPENDIENTES 

Tabla 2. Variables independientes del estudio 

Variables 

Independientes 

Definición Tipo de 

variable 

Escala de 

medición 

Opciones 

Temperatura de 

disolución del 
kappa-

carragenano 

Es la temperatura a la 

que se disolvió la 
solución stock de 

carragenano 4 mg/ml 

en solución salina 

Cualitativa Nominal  37 °C 

 85 °C 

Dosis del 
kappa-

carragenano 

Es la dosis de kappa-
carragenano que se 

inyectó a los ratones.  

Cualitativa Nominal  20 mg/kg  
 50 mg/kg 

Temperatura de 
aclimatación 

Es la temperatura en la 
que se mantuvieron a 

los ratones por tres 

semanas antes de la 

administración del 
kappa-carragenano 

Cualitativa Nominal  Temperatura 
ambiente 

 24 °C  

Temperatura de 

administración 
del kappa-

carragenano 

Es la temperatura en la 

que se administró el 
kappa-carragenano a 

los ratones vía 

intraperitoneal.  

Cualitativa Nominal  37 °C 

 50 °C 

Tratamientos Es el tratamiento que se 
administró vía 

intravenosa 30 minutos 

después de la 
administración 

intraperitoneal del 

kappa-carragenano.  

Cualitativa Nominal  NaCl 0.9% 
 Uroquinasa 

40 mg/kg 

 FhT 20 
mg/kg 

 rFhT 20 

mg/kg 
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VARIABLE DEPENDIENTE 

  

Tabla 3. Variable dependiente en este estudio. 

 

Variable-Definición 

Tipo de 

variable-

Escala de 
medición 

Porcentaje de trombosis: 

Se considera como trombosis, la coloración morada de la cola [23]. De acuerdo 
a ello, el porcentaje de trombosis es la proporción de la longitud en centímetros 

de la coloración morada en la cola 48 horas después de la administración del 

kappa-carragenano entre la longitud en centímetros de la cola por cien. La 

medición se realizó a las 48 horas, de acuerdo a otras publicaciones [26]. 
 

 
 

% de trombosis= 
Longitud de la coloración morada de la cola (cm)

Longitud de la cola (cm)
*100 

 

 

Cuantitativa-

de intervalo 

 

 

CÁLCULO DEL TAMAÑO DE LA MUESTRA 

Se determinó el tamaño de la muestra en STATA V17. Se calculó el tamaño 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 y tratados con solución 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 consideró un porcentaje de trombosis de FhT y rFhT de 70 % 

con una desviación estándar del 10 %, para estos grupos el “n” es igual a 8.  
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PURIFICACIÓN DE FhT  

Se purificó la proteína FhT siguiendo el protocolo establecido por Córdova, et al [30]. Se 

colectó 320 ml del producto E/S de un agente biológico y se realizó 8 purificaciones a 

partir de 40 ml de E/S. Se precipitó las proteínas de 40 ml de E/S con etanol al 98% y se 

dializó en una membrana de 12,400 Dalton contra buffer citrato 10 mM a pH 5 con ZnSO4 

0.1mM. FhT fue purificada a partir de la muestra dializada mediante cromatografía de 

intercambio iónico con matriz Sephadex CM-50. Se midió la absorbancia de las 

fracciones a 280 nm y se evaluó actividad enzimática de aquellas que presentaban una 

absorbancia mayor a 0.1. La actividad enzimática se realizó en un volumen final de 700 

µl, se mezcló 50 µl de cada fracción de la purificación con azocaseína 2.5 mg/ml, 

ditiotreitol (DTT) 10 mM y buffer citrato 60 mM a pH 5. La reacción se incubó a 37 °C 

por cuatro horas y se detuvo con 300 µl de ácido tricloroacético al 80 % incubándose a 4 

°C por diez minutos, después se centrifugó a 6,500 rpm por cinco minutos y se midió 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 solución dializada se 

liofilizó y se guardó a -20°C hasta su uso. Finalmente, se corrió un SDS-PAGE de la 

proteína FhT para verificar la pureza.  

 

EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE rPro-FhT 

La expresión y purificación de la forma zimógena de FhT (rPro-FhT) se realizó de 

acuerdo al protocolo establecido por Buiza [20]. Brevemente, se sembró la cepa 

recombinante en agar YPD (extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%) con 

zeocina 100 µg/ml y se incubó a 30 °C por 3 días, se picó una colonia y se incubó en 50 

ml de medio BGMY (fosfato de potasio 100 mM a pH 6, base de nitrógeno 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 centrifugó el cultivo a 6,000 rpm y las levaduras se 

diluyeron en medio BMMY (fosfato de potasio 100 mM a pH 6, base de nitrógeno de 

levadura 1.34 %, extracto de levadura 1 %, peptona 2 %, biotina 0.00004 %, metanol 0.5 

%) hasta llegar a una densidad óptica de 1 (600 nm), el cultivo se incubó por 72 horas y 

se añadió metanol a una concentración final de 0.5 %. La expresión se realizó con metanol 

porque el gen de rPro-FhT está regulado por el promotor AOX1, un promotor inducible 

por metanol. Finalmente, el cultivo se centrifugó a 7,950 rpm y se filtró el sobrenadante 
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con filtros de 0.22 µm estériles. Se equilibró el sobrenadante a pH 7.4 y rPro-FhT fue 

purificado a partir del sobrenadante mediante cromatografía de afinidad utilizando una 

resina de Ni-NTA. La purificación se realizó a partir del sobrenadante porque la proteína 

tiene un péptido señal “alfa factor” que medía la secreción de la proteína al medio 

extracelular y la purificación se realizó con una resina de níquel agarosa porque la 

proteína tienen una secuencia de seis histidinas en el extremo carboxilo terminal. Se midió 

la absorbancia de las fracciones a 280 nm, aquellas con una absorbancia mayor a 0.1 se 

dializaron contra agua en una membrana de diálisis de 12,400 Dalton. Finalmente, las 

muestras se concentraron utilizando los concentradores Amicon Ultra15 de 3 kDa. La 

proteína rPro-FhT se expresó en 10 cultivos de aproximadamente 100 ml.  

 

CUANTIFICACIÓN DE FhT y rFhT 

Se resuspendió 15 mg de la proteína FhT liofilizada en 800 µl de cloruro de sodio al 0.9 

%. Se obtuvo 1 ml de la proteína rPro-FhT concentrada. Se cuantificó las enzimas 

construyendo una curva estándar con BSA (albúmina de suero bovino) en agua miliQ (0-

25 µg/ml) (Tabla 4). En una placa de 96 pozos, se mezclaron 150 µl de las diferentes 

concentraciones de BSA, 150 µl de rPro-FhT y FhT con 150 µl Protein Assay Dye 

Reagent 1X; la placa se incubó por 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente y se 

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

 

Tabla 4. Construcción de la curva estándar con BSA [20]. 

# de tubos BSA 
diluyente (agua 

miliQ)  µl 
Concentración de 

BSA (µg/ml) 

1 5 µl de BSA 1mg/ml 395 25 

2 8 µl de BSA 1mg/ml 792 20 

3 3 µl de BSA 1mg/ml 397 15 

4 350 µl del Tubo 2 350 10 

5 350 µl del Tubo 4 350 5 

6 350 µl del Tubo 5 350 2.5 

7 350 µl del Tubo 6 350 1.25 

Blanco 0 350 0 
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ACTIVACIÓN DE rPro-FhT  

Para la activación 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 cisteína del sitio activo se encuentre de forma reducida [31]. En esta 

tesis se utilizó glutatión como agente reductor ya que este es un compuesto fisiológico.  

Se determinó la concentración de glutatión necesaria para activar 800 µg de rPro-FhT a 

rFhT, se activó esta cantidad ya que es el total de enzima administrada a ratones de 40 

gramos. Se mezcló por separado GSH 0.5 mM y GSH 1mM con 800 µg de rPro-FhT y 

buffer citrato 0.17 mM a pH 5 en un volumen total de 50 µl, las muestras se incubaron 

por 12 horas a 37 °C. Se realizó un SDS-PAGE corriendo 25 µg de la proteína a las 0 

horas y 12 horas de activación con el fin de verificar la activación completa de la enzima. 

La proteína rPro-FhT zimógena tiene un peso molecular de ~38 kDa, luego de la 

activación la proteína rFhT tiene un peso de ~25 kDa [20]. 

 

ACTIVIDAD ENZIMÁTIVA  

Se comparó la actividad enzimática de las proteínas FhT y rFhT activada. La medición 

de la actividad enzimática se realizó como se describió anteriormente, pero no se utilizó 

ditiotreitol en la reacción porque ambas enzimas están en su forma activa y para comparar 

la actividad de las enzimas se utilizó 25 µg de FhT y 25 µg de rFhT. 
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OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES DE INDUCCIÓN DE TROMBOSIS 

Debido a que en la literatura no hay un único protocolo completo para la inducción de 

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

 

Efecto de la temperatura de disolución del kappa-carragenano 

Se preparó dos soluciones stock de k-carragenano a 4 mg/ml en NaCl 0.9 % [32],  una 

solución se disolvió por diez minutos a 37 °C y la otra a 85 °C. Se probaron estas 

temperaturas ya que a ~25 °C se observó que habían partículas suspendidas. No hay 

referencias sobre la temperatura en la que se disuelve este compuesto en los protocolos 

de inducción de trombosis, pero en artículos no relacionados al tema disuelven el k-

carragenano a 80 °C [33, 34]. Después, se preparó las soluciones de inyección de k-

carragenano correspondientes a la dosis de 20 mg/kg diluyendo las soluciones stock en 

solución salina, como los ratones BALB/c de 15 semanas pesaban en promedio 40 gramos 

y el volumen de inyección fue 800 µl, la concentración del k-carragenano para inyectar 

era de 1 mg/ml, la solución se mantuvo a 37 °C hasta su administración. Se inyectó esta 

solución vía intraperitoneal, ya que en otros estudios usaron esta vía de administración 

para inducir trombosis en la cola [35, 36]. Después los ratones se mantuvieron a 20 °C 

por 48 horas para la medición del porcentaje de trombosis en la cola, esta temperatura se 

utilizó en otros estudios, pero no mencionan cómo influye esta temperatura en la 

inducción de trombosis en la cola [29, 35]. La medición de la trombosis se realizó a las 

48 horas, de acuerdo a otras publicaciones porque en este tiempo el coágulo se visualiza 

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

 

Efecto de la dosis de kappa-carragenano  

Se preparó una solución de k-carragenano a 4 mg/ml disuelto en solución salina a  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 

inyección. Se administraron las soluciones de k-carragenano vía intraperitoneal a dos 

grupos de ratones. Luego de la inyección, los ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas 

para la medición del porcentaje de trombosis en la cola.  
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Efecto de la aclimatación 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 varía en la noche (de 18 

°C a 21 °C) y el día (de 19 °C a 26 °C). La temperatura de aclimatación de 24 °C ya ha 

sido utilizada en otros estudios [29, 32]. Se preparó una solución de k-carragenano a 4 

mg/ml en solución salina disuelta a 85 °C por diez minutos. Después, se preparó la 

solución de inyección de k-carragenano ajustada a la dosis de 20 mg/kg, la solución se 

mantuvo a 37 °C hasta su administración vía intraperitoneal, luego de la inyección los 

ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas para la medición del porcentaje de trombosis 

en la cola.  

 

Efecto de la temperatura de administración del kappa-carragenano 

Ratones BALB/c hembras de 12 semanas fueron aclimatados durante tres semanas a     

~24 °C. Se preparó una solución stock de k-carragenano a 4 mg/ml disuelto en solución 

salina a 85 °C por diez minutos. Después, se prepararon dos soluciones de inyección de 

k-carragenano ajustadas a la dosis de 20 mg/kg, una solución se mantuvo a 37 °C y la otra 

a 50 °C hasta su administración vía 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 

pensó que a 50 °C habría una mejor absorción del k-carragenano. Luego de la inyección 

los ratones se mantuvieron a 20 °C por 48 horas para la medición del porcentaje de 

trombosis en la cola.  

 

CONFIRMACIÓN DE LA TROMBOSIS EN LA COLA MEDIANTE HISTOLOGÍA 

Dos ratones fueron aclimatados durante tres semanas a 24 °C, uno recibió NaCl al 0.9 % 

vía intraperitoneal y otro una solución de k-carragenano a una dosis de 20  mg/kg vía 

intraperitoneal, esta solución fue preparada a partir de una solución stock de 4 mg/ml de 

k-carragenano disuelta en NaCl al 0.9 % a 85 °C por diez minutos, la solución se 

administró a 50 °C. Después de la administración, los ratones se mantuvieron a 20 °C por 

48 horas. Los ratones fueron sacrificados con 100 mg/kg de pentobarbital sódico vía 

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 µm) 

a la mitad de la cola. La parafina se eliminó con agua caliente y cada corte se colocó 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 teñidos con eosina-

hematoxilina [39]. La trombosis se confirmó mediante la visualización de coágulos en las 

venas de las colas [36]. 

 

PRUEBA DE LA ACTIVIDAD TROMBOLÍTICA DE FhT y rFhT 

Ratones BALB/c hembras de 12 semanas fueron aclimatados durante tres semanas a     

~24 °C. Se preparó una solución stock de k-carragenano a 4 mg/ml disuelto en solución 

salina a 85 °C por diez minutos, después se preparó una solución de inyección de                 

k-carragenano ajustada a la dosis de 20 mg/kg, la solución se mantuvo a 50 °C hasta su 

administración vía intraperitoneal. Treinta minutos después de la inyección del kappa-

carragenano, se administró en la vena lateral de la cola 60 µl de los tratamientos:  

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

 Enzima uroquinasa (n=4), se administró uroquinasa (UK) a una dosis de 40 

mg/kg, esta enzima es utilizada como control positivo porque es un activador de 

plasminógeno [29]. La concentración del stock de uroquinasa en NaCl 0.9 % era 

28 mg/ml, como los ratones de 15 semanas pesaban en promedio 40 gramos, la 

solución de inyección tenía una concentración uroquinasa fue 26.6 mg/ml.  

 Enzima FhT (n=4): se administró FhT a una dosis 20 mg/kg en la vena lateral de 

la cola. El stock de FhT tenía una concentración de 17.4 mg/ml en NaCl 0.9 %, 

como los ratones pesaban en promedio 40 gramos, la solución de FhT se diluyó 

con solución salina 0.9 % a una concentración de 13.3 mg/ml.  

 Enzima rFhT(n=6): se administró una dosis de 20 mg/kg de rFhT en la vena lateral 

de la cola. Como se activó 800 µg de rFhT en 50 µl de buffer de activación a pH 

5, se subió el pH de la solución hasta 7.4 con 4 µl de buffer carbonato 100 mM a         

pH 9.6 y 6 µl de NaCl 9%. La concentración de todos los componentes de la 

solución de inyección de rFhT fueron glutatión 0.83 mM, citrato de sodio           

0.14 mM, NaCl 0.9 %, carbonato/bicarbonato 6.6 mM y rFhT 13.3 mg/ml. Se 

quería utilizar la misma dosis que el control positivo, pero no se probó 
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concentraciones mayores de rFhT ya que la proteína se precipitaba a 

concentraciones mayores de 20 mg/ml.    

 

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

del porcentaje de trombosis en la cola.  

 

PRUEBAS ESTADÍSTICAS 

Como en las pruebas de optimización de la trombosis se compararon el porcentaje 

trombosis en la cola entre dos grupos, se utilizó 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 realizó la prueba de Kruskal-Wallis para 

verificar si existe una diferencia significativa entre estos grupos, como los resultados de 

prueba fueron estadísticamente significativos, se realizó la prueba de Dunn para 

determinar exactamente qué grupos eran diferentes. Para realizar las pruebas se empleó 

el programa estadístico STATA V.17 y se consideró como significativo el valor de           

p< 0.05.  

  

CONSIDERACIONES ÉTICAS  

El presente proyecto de tesis fue aprobado y renovado por el Comité Institucional de Ética 

para el uso de Animales: CONSTANCIA 047 - 11 – 21 y CONSTANCIA-CIEA-R-034-

08-23. 
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VI. RESULTADOS 
 

PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA FhT 

El punto isoeléctrico de la proteína FhT es 5.5 [18]. FhT se purificó mediante 

cromatografía de intercambio iónico a pH 5 en una resina cargada negativamente 

(Sephadex CM-50). La proteína FhT eluye en las primeras fracciones porque a pH 5 la 

proteína está cargada ligeramente positiva. En la figura 4 se muestra el cromatograma de 

la purificación, FhT se encuentra entre la fracción 6 a 25, estas fracciones tenían actividad 

enzimática sobre azocaseína. Las fracciones con actividad enzimática se dializaron contra 

agua y se liofilizaron. Se resolvió mediante SDS-PAGE al 12 % 20 μg de FhT,  se obtuvo 

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

 

 

Figura 4. Cromatograma de la purificación de FhT a partir del producto E/S dializado. 

En el eje X se encuentran las fracciones obtenidas de la purificación y en el eje Y los 

valores de absorbancia a 280 nm y 450 nm. La medición a 280 nm (puntos azules) sirvió 

para verificar la presencia de proteína 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 

a 5 y ZnSO4 0.1mM) y la medición a 450 nm (puntos naranjas) sirvió para verificar la 

actividad enzimática 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, azocaseína 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 proteína FhT purificada. SDS-PAGE de FhT 

purificado. 1 (marcador de peso molecular) y 2 (20 μg de FhT). 

 

PRODUCCIÓN Y ACTIVACIÓN DE rFhT 

La proteína rPro-FhT fue expresada, purificada y activada como se describió 

anteriormente. Se activó 800 μg de rPro-FhT con diferentes concentraciones de glutatión 

(0.5 mM y 1 mM) en buffer citrato 0.17 mM a pH 5 y se corrió un SDS-PAGE de 25 μg 

de la proteína antes y después de la activación. En la figura 6 se observa que la incubación 

con GSH 0.5 mM por 12 horas no activó completamente la proteína rPro-FhT a rFhT ya 

que todavía se observa la banda del zimógeno inactivo de 38 kDa. La activación con GSH 

1 mM por 10 horas activó completamente la proteína rPro-FhT a rFhT, observándose la 

banda de 25 ~kDa (rFhT activado) y de ~12.5 kDa (péptido cordado del zimógeno). 
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Figura 6. Activación de la enzima rPro-FhT con glutatión 0.5 mM y 1 mM. Se activó 

800 μg de rPro-FhT con glutatión 0.5 mM (A) y 1 mM (B), se corrió un SDS-PAGE de 

25 μg de la proteína antes y después de la activación con glutatión. La activación 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 μg de la proteína a las cero horas de activación) y 

3 (25 μg de la proteína después de la activación).  

 

CUANTIFICACIÓN DE LAS ENZIMAS  

Se cuantificó 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 estándar con 

BSA, se obtuvo un R^2 (coeficiente de determinación) igual a 0.9918 (figura 7). A partir 

de la ecuación de la recta, se extrapoló las concentraciones de FhT y rPro-FhT. La 

concentración de la proteína nativa que se obtuvo fue 17.4 mg/ml, teniendo una cantidad 

total de FhT de 13.9 mg en 0.8 ml. La concentración 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 

purificación y de rPro-FhT fue 2.22 mg en 100 ml de cultivo.  
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Figura 7. Curva estándar de BSA. En el eje X se encuentran las concentraciones de BSA 

y en el eje Y la absorbancia a 595 nm. 

 

Tabla 5. Concentración de FhT y rPro-FhT. Las concentraciones de las proteínas se 

determinaron usando la ecuación de recta obtenida de la curva estándar con BSA. Se 

cuantificó por duplicado y los valores de absorbancia representan el promedio de las dos 

mediciones. Como las enzimas concentradas se diluyeron en agua, la curva estándar de 

BSA se construyó diluyendo BSA en agua. * Las absorbancias ya fueron restadas con la 

absorbancia del blanco.   

 Absorbancia* 
Concentración de 

la dilución μg/ml 

Concentración 

del stock μg/ml 

Concentración 

del stock mg/ml 

Cantidad 

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 ENZIMÁTICA SOBRE AZOCASEÍNA   

Se midió la actividad de 25 µg de FhT y 25 µg rFhT activado (Tabla 6). Ambas enzimas 

presentaron una actividad específica similar sobre la azocaseína.  

 

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

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

Enzima Actividad específica* 

(Absorbancia/(min x mg))x100 

25 µg FhT nativa 13.2  

25 µg rFhT activado 12.6  
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OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES PARA INDUCIR TROMBOSIS  

 

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

Se midió el porcentaje de trombosis en las colas a las 48 horas cuando los ratones 

recibieron el k-carragenano preparado a partir de una solución stock de k-carragenano a 

4 mg/ml disuelta en solución salina a 85 °C y a 37 °C (figura 8). Los ratones a los que les 

administró 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 solución disuelta a 85 °C 

tuvo un porcentaje de trombosis en la cola de 42.9 ± 4.8 % a los 48 horas (tabla 7). Se 

encontró diferencias significas en el porcentaje de trombosis en la cola entre estos dos 

grupos, p=0.0495 (figura 9).  

 

 
Figura 8. Fotografías a las 48 horas de las colas de los ratones inyectados con                        

k-carragenano disuelto a diferentes temperaturas. Se preparó dos soluciones stock de         

k-carragenano 4 mg/ml disueltas en solución 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 disolución del stock de k-carragenano a 4 mg/ml en 

solución salina. Porcentaje de trombosis en la cola de ratones inyectados con 20 mg/kg 

de k-carragenano preparado a partir de una solución 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 

de la 
cola 

(cm) 

Longitud 

de 
trombosis 

(cm)  

% de  
Trombosis 

Promedio del 

porcentaje de 

trombosis % 

SD del 

porcentaje de 

trombosis % 

Disolución de k-
carragenano 4 mg/ml en 

solución salina a 37 °C 

(n=3) 

9 2.2 24.4 

26.5 5.3 9.3 2.1 22.6 

8.9 2.9 32.6 

Disolución de k-
carragenano 4 mg/ml en 

solución salina a 85 °C 

(n=3) 

9.2 4.2 45.7 

42.9 4.8 9.1 3.4 37.4 

9 4.1 45.6 

 

 

Figura 9. Efecto de la temperatura de disolución de 4 mg/ml de k-carragenano en solución 

salina sobre el porcentaje de trombosis en la cola. Se preparó dos soluciones stock de k-

carragenano 4 mg/ml disueltas en solución 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 midió 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 encontró diferencias significativas entre estos dos 

grupos, p=0.5127 (figura 11). 

 

 

Figura 10. Fotografías a las 48 horas de las colas de ratones administrados con diferentes 

dosis de k-carragenano. Se preparó una solución stock de k-carragenano 4 mg/ml disuelto 

en solución salina a 85 °C por diez minutos, a partir de esta solución se prepararon dos 

soluciones de inyección ajustadas a la dosis de 20 mg/kg y 50 mg/kg, las soluciones se 

mantuvieron a 37 °C hasta su administración. Se administró 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 
de la cola 

(cm) 

Longitud de 
trombosis 

(cm) 

% de  

Trombosis 

Promedio del 
porcentaje de 

trombosis % 

SD del 
porcentaje de 

trombosis % 

Dosis de 20 mg/kg de 

kappa-carragenano 

(n=3) 

9.9 7.3 73.7 

59.8 14.0 
10 6 60.0 

9.2 4.2 45.7 

Dosis de 50 mg/kg de 

kappa-carragenano 

(n=3) 

10 5.7 57.0 

68.6 13.3 9.6 6.3 65.6 

9.5 7.9 83.2 

 

 

 

Figura 11. Efecto de la dosis de k-carragenano en el porcentaje de trombosis. Se preparó 

una solución stock de k-carragenano 4 mg/ml disuelto en solución salina a 85 °C por diez 

minutos, a partir de esta solución se prepararon dos soluciones de inyección ajustadas a 

la dosis de 20 mg/kg y 50 mg/kg, las soluciones se mantuvieron a 37 °C hasta su 

administración. Se administró las soluciones a dos grupos de ratones, ns (no significativo, 

p=0.5127) 
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Efecto de la temperatura de aclimatación sobre el porcentaje de trombosis 

Se comparó 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 encontró diferencias significativas 

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

 

 

Figura 12. Fotografías a las 48 horas de las colas de ratones aclimatados a diferentes 

temperaturas. Se preparó una solución stock de k-carragenano de 4 mg/ml disuelta en 

solución salina a 85 °C, a partir de esta solución se preparó una solución de inyección 

ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solución se administró a 37 °C en 

dos grupos de ratones, un grupo había 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 aclimatación 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 

de la cola 
(cm) 

Longitud 
de 

trombosis 

(cm) 

% de  

Trombosis 

Promedio del 

porcentaje de 
trombosis % 

SD del 
porcentaje 

de trombosis 

% 

Ratones aclimatados por 

tres semanas a 
temperatura ambiente 

(n=4) 

9.1 7.1 78.0 

62.8 12.4 
9.2 4.6 50.0 

9.1 6.1 67.0 

9.1 5.1 56.0 

Ratones aclimatados por 

tres semanas a 24 °C 

(n=4) 

9.3 8.5 91.4 

83.4 7.5 
9.7 8 82.5 

9.4 8.1 86.2 

9.1 6.7 73.6 

 

 

 

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

la cola. Se preparó una solución stock de k-carragenano de 4 mg/ml disuelta en solución 

salina a 85 °C, a partir de esta solución se preparó una solución de inyección ajustada a 

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

de ratones, un grupo había 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 inyección del k-carragenano 

Se comparó el porcentaje de trombosis a las 48 horas después de la administración 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 recibió la solución a 50 °C fue 90.9 ± 4% (tabla 10). 

Se encontró diferencias significativas entre estos dos grupos de ratones, p= 0.0090         

(figura 15). 

 

 

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

administrado a diferentes temperaturas. Se preparó una solución stock de 4 mg/ml de        

k-carragenano disuelta en solución salina a 85 °C, a partir de esta solución se preparó una 

solución de inyección ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solución se 

administró a 37 °C (1) y a 50 °C (2) en dos grupos de ratones que habían sido aclimatados 

por tres semanas a 24 °C.  
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Tabla 10. Efecto de la temperatura de administración del k-carragenano. Porcentaje de 

trombosis en la cola cuando la solución k-carragenano 20 mg/kg se administró a 37 °C y 

a 50 °C, las mediciones se realizaron 48 horas después de la administración del                      

k-carragenano. 

 

Longitud 

de la cola 
(cm) 

Longitud de 

trombosis 
(cm) 

% de  

Trombosis 

Promedio del 

porcentaje de 
trombosis % 

SD del 

porcentaje de 
trombosis % 

Temperatura de la 
solución de kappa 

carragenano 

administrada  37 °C 

(n=5) 

9.2 5.9 64.1 

74.4 7.7 

9.3 6.5 69.9 

9.5 8 84.2 

9.7 7.5 77.3 

9.4 7.2 76.6 

Temperatura de la 

solución de kappa 

carragenano 
administrada 50  °C 

(n=5) 

9.4 9.1 96.8 

90.9 4.0 

9.8 9 91.8 

10 9.1 91.0 

10.5 9 85.7 

10.2 9.1 89.2 

 

 

Figura 15. Efecto de la temperatura de administración del k-carragenano 20 mg/kg en el 

porcentaje de trombosis de la cola. Se preparó una solución stock de 4 mg/ml de                    

k-carragenano disuelta en solución salina a 85 °C, a partir de esta solución se preparó una 

solución de inyección ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la solución se 

administró a 37 °C y a 50 °C en dos grupos de ratones que habían sido aclimatados por 

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

Se realizaron cortes de la cola de un ratón tratado con solución salina vía intraperitoneal 

y un ratón tratado con k-carragenano preparado a partir de una solución 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 administración, los ratones se mantuvieron a 20 

°C por 48 horas, se cortó la cola en este tiempo. Los cortes de las colas teñidas con eosina 

y hematoxilina muestran que la cola del ratón tratado con k-carragenano presenta trombos 

en los vasos, mientras que los cortes de la cola del ratón tratado con solución salina no 

presentan coágulos (figura 16). 

 

 

Figura 16. Confirmación de la trombosis en las colas mediante histología de cortes de 

las colas teñidas con Eosina y Hematoxilina. Cortes a la mitad de la cola de un ratón 

tratado con NaCl 0.9 % (A) y un ratón tratado con k-carragenano 20 mg/kg (B). Las 

flechas indican la localización de los trombos en los vasos sanguíneos. 
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PRUEBA DE TROMBÓLISIS CON LAS ENZIMAS FhT y rFhT  

Se comparó el porcentaje de trombosis en la cola de ratones que fueron inyectados con    

k-carragenano 20 mg/kg y 30 minutos después tratados con solución salina 0.9 %, 

uroquinasa  40 mg/kg, rFhT 20 mg/kg, FhT 20 mg/kg. El porcentaje de trombosis en el 

grupo control negativo (solución 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 %  y en el grupo con 

FhT 59.4 ± 28.2 (Tabla 11). En la figura 15 se muestra la gráfica del porcentaje de 

trombosis obtenido en cada grupo de tratamiento, la prueba de Dunn encontró 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 encontró diferencias significativas entre el grupo control negativo y el 

grupo tratado con la enzima nativa (p=0.1202).   
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Figura 17. Fotografías de las colas de ratones a las 48 horas de la inducción de la 

trombosis y de la administración de los tratamientos. Se preparó una solución stock de      

4 mg/ml de k-carragenano disuelta en solución salina a 85 °C, a partir de esta solución se 

preparó una solución de inyección ajustada a la dosis de 20 mg/kg de k-carragenano, la 

solución se administró a 50 °C en ratones que fueron aclimatados por tres semanas a 24 

°C. Treinta minutos después de la administración i.p de k-carragenano, se inyectaron los 

tratamientos en la vena de la cola, NaCl 0.9 % (1), Uroquinasa 40 mg/kg (2), rFhT 20 

mg/kg (3) y FhT 20 mg/kg (4). 



33 
 

Tabla 11. Porcentaje de trombosis después del tratamiento con las enzimas fibrinolíticas. 

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

tratados con solución salina 0.9 %, Uroquinasa 40 mg/kg, rFhT 20 mg/kg y FhT 20 mg/kg. 

 

 

Longitud 

de la cola 
(cm) 

Longitud de 

trombosis 
(cm) 

Porcentaje 

de trombosis 
(%) 

Promedio del 

Porcentaje de 
trombosis (%) 

SD del 

Porcentaje de 
trombosis (%) 

Solución salina          
(n=4) 

10.3 10 97.1 

92.9 11.2 
10.4 10.2 98.1 

10.5 8 76.2 

10.3 10.3 100.0 

Uroquinasa  

40 mg/kg  

(n=4)                                                    

10.4 3 28.8 

51.6 18.6 
10.2 7.5 73.5 

10.5 5 47.6 

10.6 6 56.6 

rFhT  

20 mg/kg                  
(n=6) 

9.5 3.5 36.8 

58.2 13.1 

10.2 5.5 53.9 

10.7 6.5 60.7 

10.6 7.4 70.0 

10.4 7.6 73.0 

10.1 5.5 54.5 

FhT  

20 mg/kg          
(n=4) 

10.5 3.5 33.3 

59.4 28.2 
10.4 9.5 91.3 

10.7 8 74.8 

10.5 4 38.1 
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Figura 18. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de trombosis. Se preparó una 

solución stock de 4 mg/ml de k-carragenano disuelta en solución salina a 85 °C, a partir 

de esta solución se preparó una solución de inyección ajustada a la dosis de 20 mg/kg de 

k-carragenano, la solución se administró a 50 °C en ratones que fueron aclimatados por 

tres semanas a 24 °C. Treinta minutos después de la administración 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. DISCUSIÓN 

 

El objetivo de la presente tesis fue evaluar la actividad trombolítica 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 óptimas del modelo. El primer punto 

considerado fue la temperatura de disolución del agente inductor de la trombosis. Los 

resultados mostraron una mayor longitud de la trombosis cuando el k-carragenano a 4 

mg/ml se disolvió a 85 °C. Se comparó el efecto de dosis de k-carragenano (20 mg/kg y 

50 mg/kg) en el porcentaje de trombosis en la cola, no se encontró diferencias 

significativas entre los ratones que recibieron estas dosis. Se evaluó el efecto de la 

aclimatación sobre el porcentaje de trombosis, los ratones que fueron aclimatados durante 

tres semanas a más 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 

administró vía intraperitoneal a los ratones a diferentes temperaturas (37 °C y 50 °C), se 

obtuvo un mayor porcentaje de trombosis con menor desviación estándar cuando se 

administró a 50 °C, sugiriendo que esta temperatura favorece una mejor absorción del 

agente. En conjunto, se logró establecer las condiciones óptimas para la formación de 

trombosis en la cola de ratones. Se confirmó la generación de trombos en el modelo 

optimizado mediante histología de la cola, los ratones inyectados con k-carragenano 20 

mg/kg vía intraperitoneal tenían coágulos en las vasos de las colas, mientras que los 

ratones inyectados con solución salina tenían las venas sin coágulos.  

Un estudio utilizó k-carragenano 15 mg/kg para inducir trombosis en la cola de ratones, 

obtuvieron una longitud de trombosis de 5.6 cm, la inyección del agente fue vía 

subcutánea y no mencionan qué otras condiciones utilizaron [40]. En otro artículo, se 

administró en las patas traseras de los ratones 40 µl de una solución de k-carragenano 1%, 

utilizaron 0.4 mg  de k-carragenano por ratón, mientras que en esta tesis se utilizó 0.8 mg 

por ratón de 40 gramos, obtuvieron una longitud de trombosis de 4 cm [41]. En dos 

estudios administraron vía intraperitoneal k-carragenano 50 m/kg y 100 mg/kg, 

obtuvieron porcentajes de trombosis del 70 % y 80 % respectivamente [42, 43]. En una 

investigación, se administró k-carragenano 20 mg/kg a ratones aclimatados por 3 semanas 

a 24 °C y mantenidos a 20 °C después de la administración del k-carragenano, el 

porcentaje de trombosis que obtuvieron a las 48 horas fue 92 % [29]. Este resultado es 



36 
 

concordante con los resultados obtenidos en esta tesis, sugiriendo que la temperatura 

aclimatación 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 podría gatillar una mejor 

inducción de la trombosis. La temperatura ambiental fría puede llevar a una mayor 

coagulación mediante el aumento de la presión arterial, vasoconstricción periférica, un 

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

Las enzimas FhT y rFhT presentan parámetros cinéticos similares [16]. Sin embargo, solo 

rFhT mostró diferencias significativas en el porcentaje de trombosis. La actividad 

específica de las enzimas inyectadas a las ratones fue similar, pero no sabemos cómo se 

comportan las enzimas in vivo, ya que una se purifica a partir del producto E/S de un 

agente biológico, y la otra se obtiene mediante fermentación en P. pastoris, la estabilidad 

de estas proteínas puede variar. 

Un estudio utilizó el modelo de trombosis en cola de rata para evaluar la actividad 

trombolítica de una cisteína proteasa extraída del látex 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 

vehículo tuvo 12 cm [45]. El estudio anterior es el único que evaluó la actividad 

trombolítica en el modelo de trombosis con k-carragenano de una enzima que pertenece 

a la familia de las cisteína proteasas, la mayoría de estudios se realizaron en serina 

proteasas. El grupo de Hassan encontró dos serinas proteasas HtrA que degradan coágulos 

de fibrina in vitro e in vivo, con una dosis de 40 mg/kg de HtrA1 obtuvieron un 17 % de 

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

Se implementó el modelo de k-carragenano de forma eficiente. Los ratones no murieron 

después de la administración de las enzimas FhT y rFhT a la dosis de 20 mg/kg cada una. 

Las limitaciones de este estudio son el bajo número de animales, la falta de información 

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 

trombolítico de esta enzima como la medición del flujo sanguíneo en las colas después 

de aplicar los tratamientos, la medición de los productos de degradación de fibrina y la 

histología de la cola. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

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

biológico. 

 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 aclimatación a 24 °C por tres semanas, la disolución de 4 mg/ml 

de k-carragenano a 85 °C y administración vía 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 comparación con los ratones inducidos a trombosis y tratados 

con solución 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 comparación con los ratones inducidos a trombosis y tratados con solución 

salina (92.8 ± 11.2 %), p=0.1202. 

 

IX. SUGERENCIAS 
 

 Se sugiere repetir la prueba en un mayor número de animales para corroborar el 

efecto trombolítico de la proteína rFhT. 

 Se sugiere realizar ensayos que permitan corroborar el efecto trombolítico de las 

proteínas fibrinolíticas después del tratamiento con las enzimas, como la medición 

del flujo sanguíneo en la cola, la medición de los productos de degradación de 

fibrina mediante ELISA o histología de las colas.  
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