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Ag: antígeno, antigen. 

AA: aminoácido, aminoacid. 

ACP/PCA: anafilaxia cutánea pasiva, passive cutaneous anaphylaxis.  

B6 / C57BL/6: raza innata de ratón negro de laboratorio, inbred strain of laboratory 

black mice.   

DNP: 2,4-dinitrofenol, 2,4-dinitrophenol.  

EK: enteroquinasa, enterokinase. 

FGA: fibrinógeno humano isoforma A, human fibrinogen isoform A. 

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución, high performance liquid 

chromatography.  

h-Tryptase: triptasa humana, human tryptase.  

IL: interleuquina, interleukin. 

Ig: inmunoglobulina, immunoglobulin. 

Kda: kilodalton 

mARN: ácido ribonucleico mensajero. 

MS/MS: espectrometría de masas en tandem, tandem mass spectrometry.  

MC: mastocito o célula cebada, mast cell. 

mBMMC: mastocito de médula ósea de ratón, mouse bone marrow-derived mast cell.  

mMCP: proteasa de mastocito de ratón, mouse mast cell protease.  
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6+/7+: mMCP-6+/mMCP-7+  

PBS: tampón fosfato salino, phosphate buffered saline. 

pNA: para-nitroanilida. 

Prss: miembro de serín proteasas, protease serine member.  

PVDF: polifluoruro de vinilideno, polyvinylidene fluoride. 

SGPG:  proteoglicano serina-glicina, serglycin proteoglycan.  

TBST: tampón tris-salino suplementado con tween-20, tris-buffered saline and Tween 

20. 
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Los mastocitos son células del sistema inmune con una propiedad característica: la 

presencia en su citoplasma de un gran número de gránulos secretores electrodensos, que 

contienen mediadores preformados como la histamina y diversas peptidasas. Estas 

últimas se dividen funcionalmente en endopeptidasas (quimasas y triptasas) y 

exopeptidasas (principalmente carboxipeptidasa A3 y dipeptidilpeptidasa I), siendo las 

triptasas el componente mayoritario, en las que se centra la atención de este trabajo. 

Los mastocitos son principalmente conocidos como las células efectoras de las 

reacciones alérgicas mediadas por la IgE y de la anafilaxia, a través de la liberación de  

multitud de mediadores pro-inflamatorios. Sin embargo, su persistencia a lo largo de 

más de 500 millones de años en la evolución, sugiere un papel crítico de estas células en 

la supervivencia. Así se ha demostrado su papel beneficioso en la defensa frente a 

bacterias, virus y parásitos. Además juegan un papel fundamental en la inmunidad 

innata, en la inmunidad adquirida y en la inflamación. 

Las triptasas se utilizan clínica y experimentalmente como biomarcadores de 

anafilaxia, ya que son altamente específicas de mastocitos y basófilos y son liberadas en 

respuesta a estímulos activadores de estas células. Pero su función y su mecanismo de 

acción a nivel molecular no se conocen, debido a que no se ha identificado ninguna 

proteína que sea diana preferente de estas proteasas en humanos. 

Los genes de humanos y ratones TPSAB1 y TPSB2 codifican las triptasas. En los 

ratones, estos genes codifican las proteasas de mastocitos de ratón mMCP -6 y mMCP-

7. Los correspondientes genes humanos codifican una familia de proteasas de tipo 

serina, enzimáticamente activas, que colectivamente se denominan triptasa humana-β y 

que se encuentran elevadas en sangre periférica durante la anafilaxia y las reacciones de 

hipersensibilidad. La triptasa de tipo α, sin actividad enzimá tica, se almacena también 
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en los gránulos secretores y se libera de forma constitutiva en sangre periférica, 

reflejando la carga mastocitoria corporal. Su aumento es diagnóstico de mastocitosis 

sistémica,  enfermedad rara en la que se produce una hiperplasia y un acúmulo anormal 

de  mastocitos en diversos tejidos.  

Las triptasas se encuentran almacenadas en los gránulos secretores de los mastocitos 

formando tetrámeros unidos iónicamente a proteoglicanos serina-glicina que contienen 

heparina. El sitio activo de cada monómero mira al interior, hacia el poro central de la 

estructura en forma de rosco, explicando así en términos estructurales por qué pocas 

proteínas son accesibles a la triptasa. La presencia de los proteoglicanos asociados da 

estabilidad a esta estructura y ayuda a restringir sus especificidades de substrato. Esta 

estructura espacial también las hace inaccesibles a los inhibidores de proteasas presentes 

en la sangre, de manera que no se ha identificado ningún inhibidor de proteasas capaz 

de inactivarlas. 

La capacidad para formar fibrina cuando la piel o una superficie mucosa se dañan,  

es esencial para evitar la pérdida de sangre y la entrada de patógenos en el organismo. 

Sin embargo, la formación de depósitos de fibrina y de coágulos de fibrina y plaquetas 

intravasculares y en los tejidos, puede tener consecuencias fatales. El fibrinógeno es un 

componente principal del fluido del edema que se acumula en los tejidos cuando los 

mastocitos degranulan. Sin embargo, en estos tejidos con edema  no se observan 

depósitos de fibrina. Los mastocitos de la piel de ratones y humanos tienen en sus 

gránulos proteoglicanos serina-glicina que contienen cadenas de heparina. Por eso, se ha 

propuesto que el factor anticoagulante relevante liberado de los mastocitos activados es 

la heparina, que impediría la formación de fibrina evitando la generación de trombina 
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dependiente del Factor Xa, así como potenciando la inactivación de la trombina 

dependiente de la serpina C1. 

Previamente se ha demostrado que la cadena α del fibrinógeno es un substrato 

preferencial de la triptasa de ratón mMCP-7 in vitro e in vivo. En este trabajo se muestra 

que el fibrinógeno humano y de ratón son también altamente susceptibles a ser 

degradados por los complejos recombinantes triptasa humana-β• y mMCP-6•heparina, 

así como por los complejos naturales mMCP-6•proteoglicanos serina-glicina, y que 

estos complejos rompen de forma preferente la proteína en la localización Lys575 del 

extremo C-terminal de la cadena α. Se muestra también el efecto anticoagulante in vitro 

de los complejos triptasa•heparina sobre muestras de plasma humano, prolongando el 

tiempo de coagulación dependiente de la trombina. Esta acción anticoagulante es muy 

superior a la mostrada por la heparina por sí sola. Como los mastocitos de la piel de los 

ratones acumulan cantidades importantes de complejos mMCP-6•heparina en sus 

gránulos secretores, se indujo una reacción de anafilaxia cutánea pasiva (ACP) en la piel 

de ratones mMCP-6+/mMCP-7- C57BL/6 y de ratones manipulados genéticamente que 

no expresan triptasas mMCP-6-/mMCP-7- C57BL/6. De acuerdo con los datos previos 

obtenidos in vitro, se encontró un aumento marcado en los depósitos de fibrina en la 

piel de los ratones que no expresan triptasa mMCP-6, 1 y 6 horas después de 

administrar el antígeno relevante a los ratones previamente sensibilizados.  

La triptasa mMCP-6 tiene por tanto un papel fundamental en prevenir la 

acumulación de depósitos de fibrina en los tejidos, cuando los mastocitos de la piel de 

los ratones B6 degranulan en la reacción de ACP.  El hecho de que las cadenas  α del 

fibrinógeno de ratón y del fibrinógeno humano se rompan de forma similar por los 

complejos recombinantes triptasa humana-β•heparina a pH neutro, sugiere que los datos 
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obtenidos  in vivo en los ratones, reflejan lo que ocurre en humanos en los tejidos con 

edema tras la activación mastocitaria. El hallazgo de que la triptasa humana y de ratón 

destruyen el fibrinógeno antes de que esta proteína circulante pueda ser convertida en 

fibrina por acción de la trombina, cambia el paradigma de cómo los mastocitos impiden 

la coagulación y la formación de depósitos de fibrina en los tejidos.  

Dadas las consecuencia adversas que tendría el depósito de fibrina en los tejidos, 

estos datos explican por qué los ratones y los humanos carecen de un inhibidor de 

proteasa circulante que inactive rápidamente las triptasas de los mastocitos, por qué los 

mamíferos poseen dos genes que codifican estas proteasas capaces de degradar el 

fibrinógeno y por qué no se ha identificado ningún humano carente de triptasa-β.  
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 Mast cells (MCs) are immune system cells with a characteristic morphologic 

feature: the presence in their cytoplasm of numerous electron-dence secretory granules, 

which contains inflammatory mediators as histamine and peptidases. These peptidases 

are divided functionally into endopeptidases (chymases and tryptases) and 

exopeptidases (mainly carboxypeptidase A3 and dipeptidylpeptidase I). The present 

study is focused on tryptases, the main component of MCs secretory granules. 

 MCs are mainly known as the effector cells in IgE-mediated allergic reactions 

and anaphylaxis, releasing multiple pro-inflammatory mediators. However, their 

persistence along more than 500 million years in evolution, suggests critical roles for 

these cells in our survival. Thus, it has been shown their beneficial function in host 

defense against bacteria, virus and parasites. They also play critical roles in innate 

immunity, acquired immunity and inflammation. 

 Tryptases are clinically and experimentally used as biomarkers of anaphylaxis, 

because they are highly specific of MCs and basophiles and they are released in 

response to activator stimuli of these cells. But their function and mechanisms of action 

at the molecular level remains largely unknown, due to the fact that no protein has been 

identified in humans as a preferred target of these proteases in vivo. 

  The mouse and human TPSB2 and TPSAB1 genes encode tryptases. In mice, 

these genes encode mouse MC protease (mMCP) -6 and mMCP-7. The corresponding 

human genes encode a family of serine proteases that collectively are called human 

tryptase-β. Alpha trypase has no enzymatic activity and is also stored on granules and is 

released constitutively, indicating the body mast cell mass. Alpha tryptase is elevated in 

systemic mastocytosis, a rare disease associated with mast cell proliferation due to c-kit 

D816V mutation. Tetramer-forming tryptases are stored in the secretory granules of 
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MCs ionically bound to heparin-containing serglycin proteoglycans. The active site of 

each monomer face inward toward the central pore in the donut shaped structure, 

thereby explaining in structural terms why few proteins are susceptible to tryptases. The 

presence of associated proteoglycans stabilizes this structure and helps to limit their 

substrate specificities. This spatial structure also makes them inaccessible to protease 

inhibitors present in blood, and no protease inhibitor able to inactivate them has been 

identified.  

 The ability to form fibrin when the skin or a mucosal surface is wounded is 

essential for preventing blood loss and the entry of pathogens into our body. 

Nevertheless, the formation of intravascular or tissue fibrin deposits and fibrin•platelet 

clots can have life-threatening consequences. Fibrinogen is a major constituent of the 

edema fluid that accumulates in tissues when MCs degranulate. But fibrin deposits are 

rarely seen in the edema sites that form when cutaneous MCs degranulate. The MCs in 

human and mouse skin have serglycin proteoglycans that contain heparin chains. It 

therefore has been proposed that the relevant anticoagulant factor released from 

activated MCs is heparin, which hinders the formation of fibrin by preventing the Factor 

Xa-dependent generation of thrombin and then by catalyzing the serpin C1-dependent 

inactivation of any thrombin that is able to accumulate in the edema site.  

 It was previously shown that the α chain of fibrinogen is a preferred substrate of 

mMCP-7 in vitro and in vivo. In this study, it is shown that mouse and human 

fibrinogen also are highly susceptible to degradation by recombinant human tryptase-β• 

and mMCP-6•heparin complexes, as well as by natural occurring mMCP-6•SGPG 

complexes and that Lys575 is a preferred cleavage site in the C-terminus of the 

protein’s α chain. It is also shown the anticoagulant action of tryptase•heparin 
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complexes in vitro on human plasma samples, prolonging the thrombin-dependent 

clotting-time in these samples compared to basal plasma. This anticoagulant effect is 

shown to be more potent than that of heparin alone. Because cutaneous mouse MCs 

store substantial amounts of mMCP-6•heparin complexes in their secretory granules, the 

passive cutaneous anaphylaxis (PCA) reaction was induced in the skin of mMCP-

6+/mMCP-7- and mMCP-6-/mMCP-7- C57BL/6 mice. In support of the in vitro data, 

fibrin deposits were markedly increased in the skin of the double-deficient mice, 1 and 6 

hours after IgE-sensitized animals were given the relevant antigen. 

Thus, mMCP-6 has a prominent role in preventing the internal accumulation of 

fibrin deposits when MCs in the skin of the B6 mouse degranulate in the PCA reaction. 

The findings that α chains of mouse and human fibrinogen are similarly cleaved by 

recombinant human tryptase-β1• heparin complexes at neutral pH, suggest that the in 

vivo mouse data are relevant to what occurs in the edema sites of humans when their 

tissue MCs degranulate. The discovery that mouse and human tetramer-forming 

tryptases destroy fibrinogen before this circulating protein can be converted to fibrin 

changes the paradigm of how MCs hinder fibrin deposition and blood coagulation 

internally. Because of the adverse consequences of fibrin deposits in tissues, our data 

explain why mice and humans lack a circulating protease inhibitor that rapidly 

inactivates MC tryptases, why mammals have two genes that encode tetramer-forming 

serine proteases that preferentially degrade fibrinogen and why no hTryptase-β-null 

human has been identified.  
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1. Biología del mastocito. Componentes de sus gránulos secretores— 

Los mastocitos fueron descritos por primera vez en 1878 por Paul Ehrlich, en su 

tesis doctoral (1), como una nueva clase de células a las que denominó “Mastzellen” 

(células cebadas) por una propiedad característica: la presencia en su citoplasma de un 

gran número de gránulos secretores electrodensos, que contienen proteoglicanos, lo que 

les confiere su avidez por tinciones catiónicas como el azul de toluidina (Fig.1).  

 

 

Figura 1.  Mastocitos peritoneales de ratón con abundantes gránulos electrodensos en su citoplasma 

visualizados mediante microscopía de transmisión de electrones. Takurdas et al (2). 

 

 Los mastocitos derivan de células hematopoyéticas pluripotenciales de la médula 

ósea y pasan a la circulación en una forma inmadura. Cuando alcanzan los tejidos 

(tejido conectivo y mucosas) se produce su maduración, adquiriendo características 

específicas de cada tejido (3). Están presentes en la piel y en la mucosa de los pulmones, 

tracto digestivo, boca, nariz y ojos (4). 
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Los mastocitos son principalmente conocidos como las células efectoras de las 

reacciones alérgicas mediadas por la IgE y de la anafilaxia, a través de la liberación de 

multitud de mediadores pro-inflamatorios: mediadores preformados almacenados en sus 

gránulos (histamina, proteasas), sintetizados de novo  (mediadores lipídicos derivados 

del ácido araquidónico) y múltiples citoquinas que se generan y se liberan horas 

después.  

Sin embargo, la persistencia de los mastocitos a lo largo de más de 500 millones de 

años en la evolución, sugiere un papel crítico de estas células en la supervivencia. Así, 

se ha demostrado su papel beneficioso en la defensa frente a bacterias, virus y parásitos 

(2, 5). 

Almacenadas en abundancia en sus gránulos secretores se encuentran las peptidasas 

de los mastocitos, unidas a proteoglicanos serina-glicina. Estas proteasas se utilizan 

clínica y experimentalmente como biomarcadores de anafilaxia, ya que son altamente 

específicas de mastocitos y basófilos y son liberadas en respuesta a estímulos 

activadores de estas células. Pueden detectarse en algunos casos mediante ELISA y 

pueden tener cinéticas de aparición/desaparición en el torrente circulatorio que ofrecen 

una ventana de detección más amplia que la que proporcionan otros productos liberados 

más lábiles, como la histamina o los metabolitos del ácido araquidónico. Las principales 

proteasas de los gránulos de mastocitos y basófilos se dividen funcionalmente en 

endopeptidasas (quimasas y triptasas) y exopeptidasas (principalmente carboxipeptidasa 

A3 y dipeptidilpeptidasa I) (6-8), siendo las triptasas el componente mayoritario de los 

gránulos, en las que se centra la atención del presente trabajo. 
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2. Triptasas de los mastocitos. Características y genes que las codifican— 

2.1. Triptasas de los mastocitos humanos—  

La presencia de triptasas en los mastocitos humanos se sospechó hace más de 50 

años, en base a la actividad enzimática detectada en estudios histoquímicos de tejidos 

ricos en mastocitos (9). Al principio de los años 80, la triptasa de mastocitos humanos 

fue extraída, purificada y caracterizada como una enzima mastocitaria secretable (10-

12). La triptasa purificada de mastocitos o tejidos humanos es una mezcla de triptasas 

de tipo β, producto de dos genes TPSAB1 y TPSB2 que residen en el cromosoma 

16p13.3. 

 Los cADN iniciales derivados de los genes humanos TPSAB1 y TPSB2 aislados 

por Vanderslice, Miller y sus colaboradores (13, 14), codificaban enzimas que fueron 

designadas como triptasa humana-β1 y -β2, respectivamente. Estas proteasas tenían las 

mismas especificidades de substrato (15-17) y secuencias de aminoácidos a excepción 

del residuo 132 (15, 16). El cromosoma 16p13.3 es un  “punto caliente” de 

recombinación (18) y se han identificado en los últimos años numerosas mutaciones 

puntuales en los genes humanos TPSAB1 y TPSB2. A esto se añade  una variabilidad 

adicional, de potencial significado funcional, por ensamblaje alternativo del mARN y 

por el procesamiento post-translacional de estas proteínas, especialmente por N-

glicosilación, que pueden variar entre tejidos e individuos (19). Todo esto resulta en la 

expresión de más de 25 isoformas diferentes de esta enzima tetramérica de los 

mastocitos (20). Debido a que el significado funcional de estas isoformas alélicas no se 

conoce, los investigadores generalmente se refieren a los productos enzimáticamente 

activos de los genes humanos TPSAB1 y TPSB2 de forma colectiva como triptasa 

humana-β (10).  
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La triptasa-α, que recibió este nombre por se r traducida a partir del primer 

mARN de triptasa humana secuenciado, es anómala, ya que posee una mutación en el 

pro-enzima que impide su activación proteolítica (14) y una mutación en el dominio 

catalítico que disminuye de forma importante su actividad enzimática (16, 21, 22). La 

triptasa-α, es secretada de forma constitutiva por los mastocitos humanos, en lugar de 

almacenarse en sus gránulos secretores (23). La triptasa-α, no existe en roedores ni en 

primates. Aunque originariamente se asumió que las triptasas-α y β son producto de 

locus separados, esto es correcto sólo en parte, ya que el alelo α, se encuentra en un si tio 

que también acepta alelos β1 funcionales (24, 25). Por este motivo, muchos humanos 

que heredan 2 alelos β1, carecen por completo de triptasa-α (26, 27). Un individuo 

puede heredar entre 2 y 4 genes activos de triptasas β. Los 2 locus en los que se 

encuentran los alelos beta (TPSAB1 y TPSB2) están separados sólo unas pocas 

kilobases. Los alelos deficientes (como alfa) están siempre emparejados en el mismo 

cromosoma con un alelo que codifica una triptasa activa  β1, β2 o β3 (27). De esta 

manera, el individuo está protegido de una deficiencia completa de triptasa 

catalíticamente activa, lo que sugiere que estas triptasas activas juegan un papel crítico 

en los humanos, presumiblemente en sus funciones de defensa. Sin embargo, si la 

herencia de 2 triptasas activas es el mínimo para mantener un equilibrio funcional, 

posiblemente la herencia de 4 triptasas activas sea excesiva, produciendo un coste como 

el aumento de reacciones alérgicas u otras reacciones inflamatorias, incluido la 

anafilaxia. Así, la mayoría de los individuos de las poblaciones estudiadas heredan 3 

triptasas activas, no 2 ni 4, lo que sugiere que puede suponer el equilibrio óptimo (6). 

Además de TPSAB1 y TPSB2, existen otros dos locus de triptasas de mastocitos 

en humanos: TPSG1 y TPSD1, que codifican las triptasas ganma (γ) y delta (δ),  
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respectivamente. Las triptasas humanas-γ son peptidasas transmembrana, como su 

equivalente murino (25). Son catalíticamente activas, con preferencias en cuanto a 

substratos diferentes de las triptasas-β (28, 29). Su función se desconoce. Por otra parte, 

en humanos la expresión de triptasas-δ es muy limitada y el dominio catalítico está muy 

alterado, con mínima actividad catalítica (30).  

En resumen, las triptasas de los mastocitos humanos son producto de cuatro 

locus y existen en forma soluble (triptasas- α, β y δ) o anclada a la membrana (triptasa-

γ). De las formas solubles, sólo las triptasas -β tienen las propiedades de tener actividad 

catalítica, almacenarse en concentraciones altas en los gránulos secretores y liberarse 

con la degranulación mastocitaria. Así, a pesar de la variedad de genes, alelos y 

productos de las triptasas humanas, las triptasas-β deben considerarse los principales 

“implicados” en la patogénesis de la anafilaxia (31). 

 

2.2. Triptasas de los mastocitos de ratón— 

Los mastocitos de ratón albergan varias triptasas bien caracterizadas: una forma 

anclada a la membrana de los gránulos secretores, la triptasa-γ/triptasa tansmembrana o  

Prss31 (de “protease serine member” S31), de función desconocida, producida por el 

gen TPSG1, y dos o tres formas solubles, dependiendo de la raza de ratón. Las dos 

triptasas solubles de ratón más similares a las clásicas triptasas-β humanas solubles, son 

las triptasas conocidas como proteasa de mastocito de ratón (mMCP de “mouse mast 

cell protease”) -6 (32, 33) y  mMCP-7 (34) cuyos respectivos genes de ~2-kb TPSB2 y 

TPSAB1 residen uno junto al otro en  el cromosoma 17A3.3 (20). Las secuencias de 

aminoácidos de  mMCP-6 y mMCP-7 de ratones BALB/c son indénticas en un 75%. 
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Estas triptasas estrechamente relacionadas forman tetrámeros homotípicos y 

heterotípicos (35) que se almacenan en los gránulos secretores de los mastocitos, unidos 

iónicamente a proteoglicanos serina-glicina que contienen heparina (36, 37). mMCP-6 

es mas abundante en mastocitos del tejido conectivo. Los ratones de la raza C57BL/6 

(B6) carecen constitutivamente de mMCP-7 debido a una mutación en el sitio de 

ensamblaje exon-2/intron-2 en el gen TPSAB1 (38, 39). En contraste, los mastocitos de 

los tejidos conectivos de todas las demás razas de ratones examinadas contienen 

cantidades apreciables de mMCP-6 enzimáticamente activa.  

Los mastocitos de ratones también parecen expresar cantidades pequeñas de 

mMCP-11/Prss34, ortólogo de la mastina, una enzima que se expresa abundantemente 

en perros y cerdos. Sin embargo, no tiene un ortólogo que se exprese en humanos. 

Se puede concluir que los mastocitos y basófilos de ratones expresan y liberan 

varias triptasas asociadas a sus gránulos. Sin embargo, en comparación con las 

correspondientes células en humanos, los mastocitos y basófilos de roedores expresan 

cantidades mucho menores de triptasas solubles en comparación con las triptasas-β 

humanas y cantidades mayores de mMCP-11, la cuál no se expresa en humanos. Por 

tanto, el papel y la importancia relativa de las triptasas en la anafilaxia derivada de 

estudios en roedores, no es directamente trasladable a los humanos.  
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 PEPTIDASA LOCUS CARACTERÍSTICAS 

Humanos Triptasa-α(alfa) TPSAB1 Sin actividad catalítica; se secreta de forma constitutiva; 

no se almacena; puede estar genéticamente ausente en 

poblaciones caucásicas. 

Triptasa-β(beta)1 TPSAB1 Forma clásica soluble, almacenada en los gránulos de 

mastocitos y secretada; forma tetrámeros resistentes a 

inhibidores de proteasas; diglicosilada. 

Triptasa-β(beta)2 TPSB2 Almacenada en los gránulos de mastocitos y secretada; 

forma tetrámeros resistentes a inhibidores de proteasas; 

monoglicosilada. 

Triptasa-β(beta)3 TPSB2 Probablemente activa, almacenada y secretada; 

diglicosilada.  

Triptasa-β(beta)3FS TPSB2 Variante inactiva de β(beta)3; común en algunas 

poblaciones no asiáticas. 

Triptasa-γ(ganma) TPSG1 Activa, con preferencias de substrato distintas de las 

triptasas beta; anclada a la membrana de gránulos 

secretores; expresión limitada a los mastocitos. 

Triptasa-δ(delta) TPSD1 Prácticamente inactiva; expresión limitada a los 

mastocitos. 

Ratón mMCP-6 Mcpt6 Tripsina-like, soluble, tetramérica, unida a heparina; 

funcionalmente equivalente a la triptasa humana-β          

(beta)1 

mMCP-7 Mcpt7 Tripsina-like, soluble, tetramérica; no se expresa en 

algunas razas de ratón; puede liberarse de forma 

sistémica durante la anafilaxia. 

mMCP-11 Prss34 Activa, tripsina-like; expresada primariamente en 

basófilos; ortólogo de la mastina; no se expresa en 

humanos. 

Triptasa-

γ(ganma)/Prss31 

Tpsg1 Anclada en la membrana de los gránulos secretores; 

expresión limitada a los matocitos. 

Tabla 1: Peptidasas triptasas de humanos y ratones. Adaptada de G.H. Caughey (6). 
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3. Proteoglicanos asociados a las proteasas de los gránulos de los mastocitos— 

 

Los gránulos secretores electrodensos de los mastocitos contienen 

proteoglicanos serina-glicina, que portan heparina y condroitín sulfatos (40-44) a los 

que se unen las peptidasas de los mastocitos. La heparina es la molécula con mayor 

carga negativa en el cuerpo. Cada mastocito peritoneal de ratón contiene ~25 pg de este 

glicosaminoglicano, explicando la característica avidez de los mastocitos por la 

safranina y otras tinciones catiónicas (45). La secuencia repetida serina-glicina en la que 

se unen los glicosaminoglicanos, no se puede romper por ninguna proteasa conocida. 

Esta característica de resistencia a proteasas es biológicamente relevante porque la 

principal función de los proteoglicanos serina-glicina en los mastocitos es proporcionar 

un soporte para la formación de complejos macromoleculares con las diferentes 

peptidasas de los gránulos celulares. Al plegarse adecuadamente, se forma una cara 

cargada positivamente en la superficie de cada peptidasa que le permite unirse 

estrechamente a los glicosaminoglicanos con carga negativa de los proteoglicanos (46-

48). Los proteoglicanos serina-glicina son esenciales para el procesamiento post-

translacional y la acumulación de las peptidasas en los gránulos secretorios de los 

mastocitos.   

 

4. Análisis estructural, bioactividad y preferencias de substrato de las triptasas de los 

mastocitos— 

Las triptasas de ratón mMCP-6 y mMCP-7 son idénticas en un ~ 75%, mientras 

que las triptasas humanas α, β1, β2 y β3 son idénticas en un 93-99%. Las triptasas 

humanas α y β1 difieren en 18 de sus 245 aminoácidos y 9 de estos residuos variables se 
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encuentran en la hendidura de unión al substrato. La triptasa humana α difiere 

funcionalmente de las triptasas β1, β2 y β3 en gran parte debido a una mutación 

Gly→Asp en el residuo 215 en el bolsillo S1 del enzima (16, 21, 22). Es un ejemplo de 

cómo un cambio en un único aminoácido en el lugar de unión al substrato de una 

triptasa puede tener consecuencias determinantes en la regulación de su actividad 

enzimática o en la preferencia de substrato. Las triptasas γ humana y de ratón son 

idénticas en un ~75% entre sí pero poseen una identidad inferior al 50% con las 

triptasas de ratón mMCP-6 y mMCP-7 y con la triptasa humana β1. 

Los residuos conservados que forman la triada catalítica de aminoácidos de la 

tripsina pancreática y de otras serín proteasas, están presentes en todas la triptasas de los 

mastocitos. Sin embargo, las triptasas de ratón y de humanos tienen preferencias de 

substrato que son más restringidas que las de la tripsina pancreática (15,17, 49, 50). La 

estructura cristalina de la triptasa humana β-2 (Fig. 2) deducida por Bode y cols (51) 

reveló que esta serín proteasa existe como un tetrámero debido a interacciones entre 

residuos conservados tirosina y prolina que residen en seis segmentos en forma de 

bucle, lo que restringe su sitio activo incluso en estado de monómero (46, 48, 51). El 

sitio activo de cada monómero mira al interior hacia el poro central de la estructura en 

forma de rosco, explicando así en términos estructurales por qué pocas proteínas son 

accesibles a la triptasa humana β-2. La presencia de los proteoglicanos asociados da 

estabilidad a esta estructura y ayuda a restringir sus especificidades de substrato (50, 

51). 
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Sitio activo 

Figura 2. Estructura cristalina de la triptasa humana β2. Pereira et al (51). a: vista frontal, b: plano 

sagital. 
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Estudios de activación llevados a cabo con pro-mMCP-6 (50), pro-mMCP7 (49) 

y pro-triptasa humana-β1 (17), revelan que estos pro-enzimas forman tetrámeros 

espontáneamente cuando pierden sus pro-péptidos. La heparina es necesaria para 

mantener las actividades enzimáticas de las triptasas-β humanas. Sin embargo, se han 

detectado en la circulación de ratones con mastocitosis V3,  homotetrámeros mMCP-7 

enzimáticamente activos libres de proteoglicanos serina-glicina (52). También se puede 

generar mMCP-6 y mMCP-7 enzimáticamente activas in vitro en ausencia de heparina 

(49, 50). Por tanto, mMCP-6 y mMCP-7 son menos dependientes de los proteoglicanos 

serina-glicina que las triptasas humanas β1, β2 y β3. 

Aunque todas las triptasas murinas y humanas son inicialmente traducidas como 

zimógenos o proenzimas inactivos, se almacenan en los gránulos secretores en su forma 

madura enzimáticamente activa. El pH bajo (~5.5) de los gránulos secretores, hace que 

la actividad proteolítica de las triptasas sea baja, presumiblemente para minimizar su 

autolisis (45). Las triptasas de los mastocitos aumentan su actividad proteolítica al ser 

exocitadas en un entorno con pH neutro. 

A pesar de la presencia de diversos tipos de inhibidores de proteasas en la sangre 

humana y de ratón, las triptasas de los mastocitos no son inhibidas eficazmente por 

ningún inhibidor de proteasa circulante conocido, incluyendo el inhibidor de α1-

antitripsina y la α2-macroglobulina (52, 53). Esta propiedad puede deberse a la 

estructura  mencionada previamente que las hace inaccesibles a los inhibidores de 

proteasas circulantes. Estos datos sugieren que las triptasas liberadas no son 

rápidamente inactivadas durante la inflamación porque posiblemente su misión sea 

degradar proteínas perjudiciales, algunas de las cuales están presentes en el plasma. 
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Estudios realizados en ratones BALB/c y en ratones del modelo murino de 

mastocitosis V3 (estos últimos contienen grandes cantidades de mastocitos mMCP-

6+/mMCP-7+ (6+/7+) en su bazo e hígado) sometidos a anafilaxia pasiva, revelan que 

mMCP-6 y mMCP-7 se encuentran ambas empaquetadas en los gránulos de los 

mastocitos tisulares unidas a proteoglicanos serina-glicina. Sin embargo, al inducir la 

anafilaxia, gran parte de la triptasa mMCP-7 exocitada se disocia rápidamente de su 

proteoglicano después de la degranulación (52) y no se encuentra en la matriz 

extracelular. Por el contrario, casi la totalidad de los complejos mMCP-6•proteoglicanos 

exocitados permanecen intactos en la matriz extracelular cerca de los mastocitos 

degranulados (Fig. 3). La razón por la que los tetrámeros de mMCP-7 se disocian 

rápidamente de sus complejos macromoleculares exocitados a pH neutro, es porque su 

dominio de unión al proteoglicano es rico en residuos His (histidina) (48), en lugar de 

ser rico en residuos Arg/Lys (aminoácidos con carga positiva a pH 7) como ocurre en la 

mMCP-6 y en las triptasas humanas β1, β2 y β3 (52). La histidina, tiene carga positiva a 

pH 5.5, por lo que mMCP-7 se mantiene unida a los proteoglicanos en el interior de los 

gránulos de los mastocitos. Sin embargo, no tiene carga positiva a pH neutro, por lo que 

al ser exocitada, disminuye la fuerza iónica que mantiene unida la triptasa mMCP-7 al 

proteoglicano con carga negativa (Fig. 4). Esta característica permite a los 

homotetrámeros de mMCP-7 abandonar los sitios de inflamación, encontrándose en la 

circulación sanguínea 15 minutos después de inducir una anafilaxia sistémica en los 

ratones con mastocitosis V3 (Fig. 5). El hecho de que estos tetrámeros circulantes de 

mMCP-7 tengan actividad enzimática (52), muestra su resistencia a los inhibidores de 

proteasas circulantes, incluso después de disociarse de sus proteoglicanos serina-glicina. 

La retención de la triptasa mMCP-6 exocitada en la matriz extracelular cerca de los 
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Figura 3. Análisis inmunohistoquímico de mastocitos de hígado de ratones del modelo de 

mastocitosis V3 sometidos a una anafilaxia pasiva, con tinciones con azul de metileno y anticuerpos 

anti-mMCP-6 y anti-mMCP-7. Ghildyal et al (52). Se analizaron hígado y bazo de ratones con 

mastocitosis V3. Cuando a estos ratones sensibilizados con IgE se les administra intraperitonealmente 

sólo buffer,  no se encuentra el contenido de los gránulos en la matriz extracelular del hígado (figura) o 

del bazo con ninguna de las tinciones utilizadas (a, b y c). Sin embargo, el contenido de los gránulos 

exocitados presente en la matriz extracelular 10 minutos después de la anafilaxia sistémica inducida tras 

la administración intraperitoneal del antígeno, se tiñen intensamente con azul de metileno (d) y con el 

anticuerpo anti-mMCP-6 (f). Aunque los gránulos no exocitados de estos mastocitos activados se tiñen 

claramente con el anticuerpo anti-mMCP-7, el contenido de los gránulos exocitado se tiñe muy 

débilmente por este anticuerpo (e). Una hora después de la provocación con el antígeno, gran cantidad del 

contenido exocitado de los gránulos permanece en la matriz extracelular teñido con azul de metileno (g) y 

anti-mMCP-6 (i) pero no con anti-mMCP-7 (h). 

Azul de metileno 
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mastocitos tisulares activados sugiere una acción local, mientras que la rápida 

disipación de mMCP-7 hacia el torrente circulatorio y su resistencia a los inhibidores de 

proteasas circulantes, sugiere que esta triptasa rompe proteínas localizadas a mayor 

distancia. También pueden encontrarse tetrámeros de triptasa-β humana en sangre tras 

la activación mastocitaria en la anafilaxia sistémica (54), que son más resistentes a la 

inactivación por inhibidores de proteasas circulantes que sus monómeros (55). 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Potencial electrostático de mMCP-7 (izquierda) y mMCP-6 (derecha) a pH 7.0. Ghildyal 

et al (52). AA: aminoácidos. Mientras que mMCP-6 muestra una superficie rica en residuos Lys (K) y 

Arg (R) con fuerte carga positiva, la superficie de mMCP-7 contiene residuos His (H) con carga neutra. 

Esta distribución electrostática explica la mayor unión de mMCP-6 a los proteoglicanos con carga 

negativa, mientras que mMCP-7 se disocia de dichos proteoglicanos cuando es exocitada en un entorno a 

pH neutro. 

                    mMCP-7                                                                            mMCP-6 

Azul: AA básicos        Blanco: AA neutros        Rojo: AA ácidos 
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Figura 5. Detección mediante inmunoblot de cantidades importantes de mMCP-7 en sangre, 15 

minutos después de inducir una anafilaxia sistémica en los ratones del modelo de mastocitosis V3. 

Ghildyal et al (52). Se tomaron muestras de plasma de ratones normales BALB/c (calles 1 y 2) y ratones 

V3 (calles 3-7) sensibilizados, en diferentes intervalos de tiempo tras la administración del Ag. Las 

muestras se sometieron a SDS-PAGE/inmunoblot con anticuerpos anti-mMCP-6 y anti-mMCP-7. 

 

En la triptasa γ, los aminoácidos que forman la hendidura de unión al substrato 

son únicos y no es capaz de romper algunos substratos peptídicos específicos de la 

tripsina y de la triptasa β1. Al contrario que las demás triptasas de ratón y humanas, es 

inactivada rápidamente por el inhibidor de proteasas α-1 antitripsina. La triptasa γ 

también difiere de las demás triptasas en que se mantiene en forma de monómero tras su 

activación porque carece de dominios ricos en tirosina y prolina que son necesarios para 

la formación de la estructura tetramérica (28). La triptasa γ posee también un do minio 

en su parte C-terminal, por el que se ancla a la lámina externa de la membrana 

plasmática cuando degranula el mastocito. También tiene un puente disulfuro adicional 
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que une el propéptido con el dominio maduro del enzima, siendo por lo tanto una 

proteasa de 2 cadenas cuando se activa. 

Las triptasas recombinantes de ratones BALB/c mMCP-6 y mMCP-7 no tienen 

preferencias de substrato idénticas (49, 50). A pesar de estas diferencias ambas son 

triptasas que requieren para su acción enzimática un residuo Lys o Arg. Además, tienen 

bioactividades superponibles en algunos modelos de enfermedad (56). Las 

especificidades de substrato de las dos isoformas de triptasa humana-β (denominadas β1 

y β2) son más parecidas a las de la triptasa de ratón recombinante mMCP-6 que a la 

triptasa de ratón mMCP-7 (15, 17,49, 50).  

Estudios realizados utilizando bibliotecas de péptidos expresados en fagos, 

muestran que la proteasa recombinante mMCP-7 rompe de forma preferente péptidos  

después de Arg en la secuencia Ser-Leu-Ser-Ser-Arg-Gln-Ser (Tabla 2) (49).  

La cadena α del fibrinógeno es una de las muchas proteínas que contienen una 

secuencia similar a esta en su extremo C-terminal: Ser-Gly-Thr-Thr-Arg-Arg-Ser. Sin 

embargo, debido a la disposición espacial del sitio activo en la estructura tetramérica de 

mMCP-7, muy pocas proteínas candidatas tienen acceso a esta hendidura de unión al 

substrato de la triptasa. 

El análisis de péptidos susceptibles a mMCP-6 obtenidos de una biblioteca de 

péptidos expresados en fagos, muestra que mMCP-6 prefiere substratos que tengan 

numerosos residuos Lys y/o Arg en su secuencia (50). En este caso no se obtuvo una 

sola secuencia preferida susceptible a mMCP-6 como en el caso de mMCP-7 (Tabla 3).  
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Nº. de clones                                             Secuencia de aminoácidos del péptido 
A.Dos vueltas de tratamiento 
8                                                                 Ser-Leu-Ser-Ser-Arg-Gln-Ser-Pro 
1                                                                 Cys-Thr-Ser-Ser-Arg-Pro-Ser-Gly 
1                                                                 Ser-Gly-Phe-Gly-Arg-Leu-Ser-Asp 
1                                                                 Arg-Ser-Gln-Thr-Arg-Lys-Ser-Lys 
1                                                                 Lys-Lys-Gln-Gly-Arg-Asp-Ser-Thr 
1                                                                 Arg-Lys-Gln-Lys-Arg-Arg-Thr-Glu 
1                                                                 Pro-Pro-Ser-Phe-Arg-Arg-Ser-Ser 
1                                                                 Leu-Pro-Tyr-Gly-Arg-Ala-Thr-Thr 
1                                                                 Asn-Thr-Pro-Thr-Lys-Leu-Ser-Pro 
1                                                                 Arg-Arg-Pro-Thr-Lys-Lys-Asn-Thra 
1                                                                 Arg-Gly-Glu-Lys-Arg-Ser-Lys-Ser 
1                                                                 Met-Leu-Leu-Ile-Arg-Thr-Trp-Glu 
1                                                                 Val-Thr-Tyr-Ala-Arg-Leu-Cys-Try 
1                                                                 Leu-Ser-Tyr-Arg-Lys-Leu-Arg-Phe 
1                                                                 Gly-Thr-Arg-Arg-Arg-Glu-Glu-His 
1                                                                 Asp-Arg-Lys-Gly-Arg-Gln-Gln-Gln 
1                                                                 Arg-Tyr-Pro-Cys-Arg-Tyr-Gly-Leu 
1                                                                 Lys-Glu-Glu-Asn-Arg-Lys-Asn-Asn 
1                                                                 Phe-His-Pro-Ser-Arg-His-Pro-Pro 
1                                                                 Ile-Ala-Arg-Glu-Lys-Gly-Gln-Gln 
1                                                                 Ile-Cys-Pro-Pro-Arg-Leu-Leu-Gln 
B. Cuatro vueltas de tratamiento 
12                                                               Ser-Leu-Ser-Ser-Arg-Gln-Ser-Pro 
 

Tabla 2. Péptidos susceptibles a mMCP-7. La biblioteca de péptidos expresados en fagos específica 

para triptasa se incubó 2 o 4 veces con mMCP-7 recombinante. Se aislaron los clones susceptibles y se 

determinó la secuencia de aminoácidos de los péptidos correspondientes. Adaptada de Huang et al (49). 

 

A diferencia de mMCP-7, mMCP-6 y su ortólogo humano triptasa-β1 

permanecen unidos iónicamente a los proteoglicanos serina-glicina durante horas tras 

ser exocitados de mastocitos cutáneos (52). Esto sugiere la posibilidad de que los 

proteoglicanos puedan tener un papel regulador en la determinación de la especificidad 

del substrato. Cuando se analizó una biblioteca de péptidos expresados en fagos con 

complejos mMCP-6•heparina (50) y triptasa humana β1•heparina y β2•heparina (15, 

17), se obtuvo que estos complejos  prefieren substratos con la secuencia Lys/Arg-Pro-

X-Lys/Arg, donde X pueden ser 0-3 aminoácidos sin carga. El segundo residuo Lys/Arg  
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Nº de clones                                                 Secuencia de aminoácidos del péptido 
Dos vueltas de tratamiento 
1                                                          Pro-Phe-Thr-His-Lys-Ser-Leu-Ser 
1                                                          Ser-Val-Leu-Pro-Lys-Leu-Arg-Ile 
1                                                          Pro-Lys-Glu-Thr-Lys-Gln-Thr-Asn 
3                                                          Ser-Leu-Ser-Ser-Arg-Gln-Ser-Pro 
5                                                          Thr-Pro-Leu-Leu-Lys-Ser-Trp-Leu 
11                                                        Arg-Asn-Arg-Gln-Lys-Thr-Asn-Asn 
Cuatro vueltas de tratamiento 
1                                                         Pro-Lys-Glu-Thr-Lys-Gln-Thr-Asn 
1                                                         Ser-Val-Leu-Pro-Lys-Leu-Arg-Ile 
2                                                         Ser-Leu-Ser-Ser-Arg-Gln-Ser-Pro 
4                                                         Arg-Asn-Arg-Gln-Lys-Thr-Asn-Asn 
7                                                         Thr-Pro-Leu-Leu-Lys-Ser-Trp-Leu 
 
 
 

Tabla 3. Péptidos susceptibles a mMCP-6 obtenidos en presencia de heparina. La biblioteca de 

péptidos expresados en fagos específica para triptasa se incubó 2 o 4 veces con mMCP-6 recombinante en 

presencia de una cantidad  igual en peso de heparina. Se aislaron los clones susceptibles y se determinó la 

secuencia de aminoácidos de los péptidos correspondientes. Adaptada de Huang et al (50). 

 

 

en esta secuencia, es el residuo P1 donde tiene lugar la ruptura del péptido susceptible. 

Dada la capacidad de los residuos Pro de aumentar la rigidez del péptido, es posible que 

se necesite un residuo Pro anterior para facilitar la inserción del substrato en el poro 

central de los tetrámeros de MMCP-6 y triptasa humana-β cuando están unidos a 

heparina (57). 

Se han realizado numerosos estudios in vitro que intentan identificar aquellas 

proteínas endógenas o exógenas sobre las que actúan de forma preferencial las triptasas 

de mastocitos de ratón y humanos, en presencia o ausencia de heparina, a pH neutro. 

Aunque se han identificado muchos candidatos, los estudios realizados en los años 

ochenta y noventa  son difíciles de interpretar hoy debido a las variaciones alélicas de 

los genes humanos TSPAB1 y TPSB2, a la identificación de variantes de ensamblaje  
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que codifican isoformas de triptasa humana-β funcionalmente diferentes (58), y a la 

pureza cuestionable de algunas de las preparaciones de triptasa derivada de pulmón 

utilizadas en estos estudios. En relación con este último aspecto,  ahora se sabe que el 

cromosoma de ratón 17A3.3 contiene 13 genes que codifican serin-proteasas de 

tripsina-“like”, muchas de las cuáles se expresan en el pulmón (20). Dicho esto, los 

substratos fisiológicos de las triptasas están por determinar, pero estudios in vitro han 

identificado varios substratos subsceptibles incluyendo kininógeno de alto peso 

molecular, péptido intestinal vasoactivo, pro-metaloproteinasa, pro-urokinasa, 

fibronectina, fibrinógeno y el factor del complemento C3 (52). 

 

5. Papel de las triptasas en la inflamación  y en las infecciones bacterianas—  

Diversos estudios muestran cómo las triptasas tienen actividad pro-inflamatoria. 

Estudios en ratones muestran como mMCP-7 provoca inflamación eosinofílica (17), 

mientras que mMCP-6 y la triptasa humana-β1 provocan inflamación neutrofílica, 

cuando se inyectan en el peritoneo (17, 50). Estas últimas inducen en cultivos de células 

endoteliales la producción de cantidades importantes de quimioquinas de la familia de la 

IL-8, que regulan la quimiotaxis de los neutrófilos (17, 59, 60). La observación de que 

ciertos fragmentos proteolíticos del fibrinógeno pueden inducir la secreción de citocinas 

pro-inflamatorias por los monocitos (61) sugiere la posibilidad de que mMCP-7 genere 

factores biológicamente activos a partir de proteínas endógenas (fragmentos del 

fibrinógeno) capaces de exacerbar la inflamación in vivo (Fig. 6). 
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Figura 6. Modelo de triptasas de ratón en la inflamación tisular y en la defensa frente a bacterias. 

McNeil HP et al. (45). La infección bacteriana resulta en la activación de la vía alternativa del 

complemento y en la generación de anafilotoxinas C3a y C5a. Estas se unen a diferentes receptores de la 

superficie del mastocito, provocando su activación y degranulación. La triptasa mMCP-7 exocitada, se 

libera rápidamente de su proteglicano serina-glicina, difundiendo al espacio vascular, donde rompe el 

fibrinógeno, impidiendo la coagulación. Es probable que algunos de los productos de degradación del 

fibrinógeno se unan al receptor CD18 de macrófagos circundantes, aumentando su expresión de 

citoquinas y quimioquinas, que conduzcan a la extravasación de eosinófilos en el sitio de la inflamación. 

Sin embargo, mMCP-6 permanece unida a sus proteoglicanos serina-glicina, actuando localmente a través 

de mecanismos que implican quimioquinas de la familia IL-8 para el reclutamiento de neutrófilos. Se 

desconocen las proteínas susceptibles sobre las que actúa mMCP-6. La triptasa γ (Prss31) pasa de la 

membrana de los gránulos a la membrana celular tras la degranulación, induciendo a las células T 

circundantes a aumentar la expresión de IL-13, por un mecanismo desconocido. Esto resulta en un 

aumento en la producción de moco que atrapa las bacterias facilitando su eliminación del pulmón. 
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Estudios realizados en ratones carentes de mMCP-6 o de ambas triptasas mMCP-6 y 

mMCP-7, sugieren que estas proteasas ayudan en la defensa frente a ciertas bacterias y 

parásitos (2) y contribuyen a la patología inflamatoria en ciertos modelos de 

enfermedad, como la artritis (56, 62). Los ratones transgénicos B6 que carecen de 

triptasa mMCP-6 no pueden combatir de forma eficiente infecciones por Klebsiella 

pneumoniae (2), Pseudomonas aeruginosa (Adachi, Stevens, datos no publicados), 

Trichinella spiralis (63), y pneumovirus (Ptaschinski, Rosenberg, Adachi, Stevens, 

Foster, datos no publicados). A pesar de su papel beneficioso en la inmunidad innata, 

los complejos mMCP-6•heparina tienen papeles pro-inflamatorios importantes en 

modelos experimentales de artritis (56, 62), colitis (64-66), aneurismas de aorta 

abdominal (67) y en la inflamación de la vía aérea dependiente de antígeno-IgE (68). 

Sigue sin conocerse a nivel molecular el mecanismo por el que las triptasas de 

mastocitos de ratón y humanos controlan la repuesta inmune y el daño del tejido 

conectivo in vivo, pero estas enzimas regulan el acúmulo de granulocitos en los tejidos, 

en parte, induciendo un marcado incremento en la expresión de quimioquinas en las 

células circundantes (50, 62, 60, 69). 

 

6. Papel de las triptasas en la anafilaxia— 

La medición de triptasa-β madura en sangre tiene valor clínico y se utiliza para 

el diagnóstico de degranulación mastocitaria sistémica en casos de anafilaxia (54). 

También es útil para detectar activación mastocitaria local en diversas muestras 

biológicas como secreción nasal, lágrimas, lavado broncoalveolar o fluido de lesiones 

ampollosas en la piel o esputo.  
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Más allá de su utilidad como marcadores de degranulación mastocitaria, las 

triptasas pueden afectar el curso clínico de la anafilaxia, como sugieren múltiples 

estudios. Por ejemplo, las triptasas-β rompen e inactivan péptidos broncodilatadores 

como el péptido intestinal vasoactivo, con la posible consecuencia de un empeoramiento 

del broncoespasmo (70). Fragmentando el fibrinógeno, proteína pro-coagulante, y 

activando el activador del plasminógeno pro-urokinasa, impedirían tanto la formación 

como la persistencia de coágulos de fibrina en los sitios de activación mastocitaria (71, 

72). En el contexto de la anafilaxia, esto podría tener el efecto de permitir  la 

extravasación de fluido a los tejidos, favorecida por el aumento de la permeabilidad 

vascular secundario a  la histamina, antes de que sea impedido por la formación de 

coágulos de fibrina (6). Las triptasas pueden promover la extensión de señales de 

degranulación a otros mastocitos, por mecanismos desconocidos, tal como sugieren 

estudios animales que utilizan inhibidores de triptasa y triptasa exógena (73, 74). La 

mayoría de estos efectos probablemente se deban a la liberación local de triptasa en los 

tejidos, más que al efecto sistémico a distancia a través del torrente sanguíneo, ya que el 

tiempo de aparición de la triptasa en sangre tras una anafilaxia no se correlaciona con la 

cinética de los síntomas y signos clínicos (75). 

 

7. Papel de los complejos triptasa•proteoglicanos en la coagulación— 

7.1.  Estructura del fibrinógeno y mecanismo de formación de redes de fibrina 

dependiente de la acción de la trombina— 

El fibrinógeno es una glicoproteína de 340 kDa sintetizada en el hígado. Es un 

componente principal del plasma, en el que se encuentra normalmente a una 

concentración de  1.5-4.0 mg/ml.  Es la proteína principal del sistema de la coagulación. 
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Es además una proteína de fase aguda por lo que sus niveles en sangre se elevan en 

numerosos procesos inflamatorios.  

      El fibrinógeno circula en la sangre en forma de dímero, con dos dominios D 

exteriores conectados cada uno a un dominio E central por un segmento en espiral. Cada 

unidad del dímero está formada por 3 cadenas polipeptídicas (denominadas cadena α de 

63.5 kDa, cadena β de 56 kDa y cadena γ de 47 kDa) que se encuentran unidas en el 

dominio E por cinco puentes disulfuro (77-81). El extremo N-terminal de las 3 cadenas 

reside en el dominio E, mientras que el extremo C-terminal de las cadenas reside en el 

dominio D. La secuencia de 16 aminoácidos del extremo N-terminal de la cadena α 

(fibrinopéptido A) impide que el fibrinógeno forme polímeros de fibrina de forma 

espontánea.    

     La conversión del fibrinógeno en redes de fibrina durante el daño vascular es un 

proceso en varios pasos (76). Inicialmente, la trombina rompe el extremo N-terminal de 

la cadena α del fibrinógeno, liberándose el fibrinopéptido  A (aminoácidos 1-16).  

Después la trombina rompe el extremo N-terminal de la cadena β, resultando en la 

pérdida del fibrinopétido B (aminoácidos 1-17) (82-89). Los nuevos extremos N-

terminales expuestos de las cadenas α y β (denominados dominio Ea) interaccionan con 

una secuencia complementaria de unión en el dominio D en la cadena γ, que se 

encuentra en los residuos 337-339 (denominada dominio Da) de moléculas vecinas (89-

91). Estas uniones Ea:Da producen la alineación de moléculas de fibrina con una 

superposición escalonada de los dominios terminales e intermedios para formar fibras 

espirales de doble cadena (92-95).  Las fibras también establecen asociaciones laterales 

para crear fibras de múltiples cadenas (96-97). La formación de una red de fibrina firme 

e  insoluble depende de enlaces entrecruzados en el polímero mediante la actividad 

transglutaminasa del factor XIIIa (activado) (98-100) (Figura 7). La coagulación por la 
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formación de estas redes de fibrina no es posible si la concentración de fibrinógeno en 

el plasma es <1 mg/ml, si sus dominios E o D se destruyen antes de que pueda actuar la 

trombina o si los niveles de trombina enzimáticamente activa son bajos.     

 

 

 

 

Figura 7. Esquema de la estructura del fibrinógeno y su conversión en fibrina por acción de la 

trombina.  Mosesson MW (76). 
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   1 mfsmrivclv lsvvgtawta dsgegdflae gggvrgprvv erhqsackds dwpfcsdedw 

  61 nykcpsgcrm kglidevnqd ftnrinklkn slfeyqknnk dshslttnim eilrgdfssa 

 121 nnrdntynrv sedlrsriev lkrkviekvq hiqllqknvr aqlvdmkrle vdidikirsc 

 181 rgscsralar evdlkdyedq qkqleqviak dllpsrdrqh lplikmkpvp dlvpgnfksq 

 241 lqkvppewka ltdmpqmrme lerpggneit rggstsygtg setesprnps sagswnsgss 

 301 gpgstgnrnp gssgtggtat wkpgssgpgs tgswnsgssg tgstgnqnpg sprpgstgtw 

 361 npgssergsa ghwtsessvs gstgqwhses gsfrpdspgs gnarpnnpdw gtfeevsgnv 

 421 spgtrreyht eklvtskgdk elrtgkekvt sgsttttrrs csktvtktvi gpdghkevtk 

 481 evvtsedgsd cpeamdlgtl sgigtldgfr hrhpdeaaff dtastgktfp gffspmlgef 

 541 vsetesrgse sgiftntkes sshhpgiaef psrgksssys kqftsstsyn rgdstfesks 

 601 ykmadeagse adhegthstk rghaksrpvr gihtsplgkp slsp 

 

Figura 8. Esquema de la secuencia de aminoácidos de la cadena α del fibrinógeno  humano  (FGA-

isoforma A, número de acceso de “GenBank”NP_068657).  

 

La figura 8 muestra la secuencia de aminoácidos de la cadena α del fibrinógeno 

humano. El péptido señal marcado en rojo, corresponde a los residuos 1-19.  Por tanto, 

la proteína precursora que existe en el retículo endoplásmico en las células que expresan 

fibrinógeno consiste en los residuos 20-646.  La trombina rompe el enlace R16G17 para 

generar el fibrinopéptido A, marcado en amarillo, iniciándose así la formación de 

coágulos de fibrina.   

 

7.2. Mecanismo anticoagulante de la heparina— 

La heparina presente en los gránulos de los mastocitos es un potente anticoagulante 

in vivo. Este glicosaminoglicano actúa impidiendo la acción de la trombina mediante la 

activación de la antitrombina/serpina-C1. Produce un cambio conformacional en la 
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antitrombina, causando la eliminación de los residuos P14 (Gly) y P15 (Ser) en la 

región bisagra redondeada (Figura 9 B), en la base del bucle de su sitio activo señalado 

en rojo.  Este cambio en la estructura terciaria de la serpina permite a la antitrombina 

acelerar la inactivación de la trombina 2000-4000 veces, resultando en la producción de 

menos fibrina (101-102).  

 

 

 

Figura 9. Cambio conformacional inducido por la heparina sobre la antitrombina/Serpina- C1 que 

potencia su acción antitrombina, explicando su efecto anticoagulante. La figura muestra la  estructura 

de la antitrombina/Serpina-C1 antes (A) y después (B) de unirse a la heparina. 

 

 

Pentasacárido de heparina 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f1/Antithrom+heparin.jpeg�
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7.3.  Acción anticoagulante de los complejos triptasa•proteoglicano— 

El cromoglicato sódico previene la degranulación de los mastocitos. Samoszuk y 

Corwin (103) mostraron que ratones BALB/c portadores de tumores a los que se les dió 

cromoglicato sódico intraperitoneal contenían sangre coagulada en y alrededor de sus 

tumores. Estos datos sugerían la presencia de uno o más factores anticoagulantes en los 

gránulos secretores de los mastocitos.   

El modelo murino de mastocitosis V3 BALB/c contiene grandes cantidades de 

mastocitos  mMCP-6+/mMCP-7+ (6+/7+) en su bazo e hígado (104). Cuando se induce 

una anafilaxia sistémica en estos animales, se encontraron cantidades detectables de 

mMCP-7 enzimáticamente activa en la sangre 15 minutos después de la activación de 

los mastocitos (52) (Fig. 5). El análisis por SDS-PAGE del plasma de estos ratones 

tratados con antígeno/IgE reveló la presencia de péptidos derivados de la cadena α del 

fibrinógeno de ratón (Fig. 10). Entonces se mostró que la triptasa recombinante de ratón 

mMCP-7 podía romper rápidamente la cadena α de la proteína in vitro (Fig. 11), incluso 

si la reacción se llevaba a cabo en presencia de los inhibidores de proteasas del plasma o 

suero de ratón (49). Estos datos eran inesperados debido al gran tamaño de la molécula 

de fibrinógeno circulante de 340-KDa. Era inexplicable cómo las cadenas α del dímero 

de fibrinógeno podían encajar dentro del pequeño bolsillo del sitio activo situado en el 

centro del tetrámero de la triptasa con forma de rosco. Además, el significado biológico 

de los datos no era claro debido al hecho de que los ratones B6 carecen 

constitutivamente de triptasa mMCP-7 (38, 39), sin tener ningún defecto aparente en el 

metabolismo del fibrinógeno en los tejidos durante una reacción de anafilaxia 

dependiente de mastocitos.  
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Figura 10. Análisis por SDS-PAGE del plasma de ratones del modelo de mastocitosis V3 

sensibilizados con IgE antes (Ag-, carril 2) y después (Ag+, carril 1) de inducir una anafilaxia 

sistémica mediante provocación con el antígeno (Ag). A los 20 minutos de inducir la anafilaxia, 

aparecen en el plasma los 4 péptidos indicados de ~34, 40, 42 y 55 kDa. Los marcadores de peso 

molecular se indican a la derecha. En base a la secuencia de aminoácidos N-terminal, tres de estos 

péptidos derivan de la cadena α del fibrinógeno. El cuarto deriva de la cadena γ del fibrinógeno. Huang et 

al. (49). 
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Figura 11. Fibrinógeno de ratón antes (carril 2) y después (carril 1) de su incubación con mMCP-7. 

Los estándares de pesos moleculares (ST) se muestran a la derecha. Las flechas de la izquierda muestran 

los péptidos que aparecen tras la digestión del substrato. Huang et al (49). 

 

 Por su parte, Samoszuk y colaboradores (105) concluyeron que la actividad 

anticoagulante de los complejos triptasa humana-β•heparina utilizados en su estudio in 

vitro era más dependiente del glicosaminoglicano heparina del complejo que de la 

propia triptasa, ya que dicha actividad anticoagulante era inhibida por completo por 

protamina o por heparinasa.  

 Sin embargo, en apoyo a los datos mencionados previamente en relación con la 

triptasa mMCP-7, Thomas y colaboradores (106) publicaron que la cadena α del 

fibrinógeno humano era susceptible a un complejo no definido triptasa humana-

β•heparina obtenido de biopsias de pulmón humano. Los autores concluyeron que su  
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preparación enzimática rompía de forma preferencial la cadena α del fibrinógeno 

humano en la posición Arg591, pero este residuo reside en una secuencia de 14 

aminoácidos que está ausente en el fibrinógeno de muchas especies, incluido el ratón. 

Otra deficiencia de este estudio y otro estudio previo que también usó un complejo 

triptasa humana-β•heparina no definido purificado de pulmón humano (107), es que no 

se llevó a cabo ningún experimento in vivo para determinar la relevancia fisiológica de 

los datos in vitro. Si el fibrinógeno de ratón es o no susceptible a mMCP-6 in vivo 

tampoco pudo ser evaluado en ese momento debido a la falta de un modelo murino 

carente de mMCP-6.  

 En este trabajo se muestra ahora que la cadena α del fibrinógeno humano  y de 

ratón es altamente susceptible a los complejos mMCP-6• y triptasa humana-β•heparina 

a pH neutro, rompiendo la proteína plasmática en una posición anterior diferente a la 

descrita previamente. Se muestra además el efecto anticoagulante de estas triptasas in 

vitro e in vivo. Estos hallazgos cambian el paradigma de cómo los mastocitos impiden la 

coagulación sanguínea y el depósito de fibrina en los tejidos cuando se activan y liberan 

el contenido de sus gránulos: no depende de la acción de la heparina contenida en sus 

gránulos sino de la acción proteolítica sobre el fibrinógeno de la propia triptasa.   
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El objetivo principal del siguiente trabajo de investigación es determinar el efecto de 

la triptasa humana-β y la triptasa de ratón mMCP -6 sobre el fibrinógeno y la 

trascendencia de esta acción sobre la coagulación in vitro e in vivo. Los objetivos 

concretos planteados son: 

1. Analizar el efecto proteolítico de los complejos recombinantes triptasa humana-

β•heparina y mMCP-6•heparina, así como de los complejos naturales mMCP-

6•proteoglicanos serina-glicina, sobre el fibrinógeno. 

2. Analizar la resistencia de los complejos triptasa humana-β•heparina a los 

inhibidores de proteasas presentes en el suero. 

3. Determinar el sitio de ruptura preferencial en la molécula del fibrinógeno donde 

actúan los complejos triptasa humana-β•heparina.  

4. Determinar la actividad anticoagulante de los complejos triptasa•heparina in 

vitro. 

5. Demostrar el efecto anticoagulante de la triptasa de ratón mMCP-6 in vivo tras la 

degranulación mastocitaria. 
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1. Materiales y reactivos— 

Se utilizaron mMCP-6 y triptasa humana-β recombinantes generadas en células 

de insectos High Five™ y purificadas del medio acondicionado libre de suero, tal como 

se ha descrito previamente (16, 17, 50). Para obtener el enzima activo, cada proenzima 

purificado por bioingeniería se expuso a enterokinasa (laboratorios Biozyme, San 

Diego, CA) a un ratio pro-EK-triptasa:enteroquinasa >100:1, en presencia del 

glicosaminoglicano heparina, purificado por gradiente de densidad de CsCl, en una 

cantidad aproximadamente igual a la de triptasa recombinante.  

Se utilizó un complejo recombinante triptasa humana-β•heparina,  

enzimáticamente activo, de Promega (Madison, WI), clonado y expresado en Pichia 

pastoris y purificado por cromatografía de afinidad (108).  

El fibrinógeno humano y el fibrinógeno de ratón se obtuvieron de Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO), igual que la tripsina pancreática y el substrato espectrofométrico tosyl-

Gly-Pro-Lys-pNA (para-nitroanilida).  

Se utilizó el anticuerpo anti-fibrinógeno ab83477 de Abcam (Cambridge, MA). 

Este anticuerpo de conejo se generó frente a un péptido sintético de 50 aminoácidos 

correspondiente a los residuos 576-625 del dominio C-terminal de la cadena α del 

fibrinógeno humano. Este anticuerpo reconoce el fibrinógeno humano y el de ratón.  

    Se utilizó un abordaje de recombinación homóloga para crear la raza de ratón   

6-/7- B6 (2), carente de triptasa mMCP-6, que se utilizó para la reacción de anafilaxia 

cutánea pasiva (ACP). Estos ratones, y sus controles de la misma camada 6+/7- B6, los 

cuáles si expresan mMCP-6, se alojaron en las mismas instalaciones para animales en la 

Universidad de Texas M. D. Anderson Cancer Center.  
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2. Proteólisis preferencial de la cadena α del fibrinógeno humano por el complejo 

triptasa humana-β•heparina. Análisis mediante SDS-PAGE e Inmunoblot en 

presencia y ausencia de los inhibidores de proteasas presentes en el suero— 

Para analizar la proteólisis del fibrinógeno humano, se incubó la proteína 

plasmática purificada (15-100 μg) con 0.1-0.4 μg del complejo recombinante triptasa 

humana-β•heparina, a 37°C, durante diferentes periodos de tiempo, desde 10 segundos 

hasta 3 horas. Al final de cada digestión, se añadió un volumen igual de tampón SDS-

PAGE 2x (SDS 2%, azul de bromofenol 0,01%, Tris-HCl 63 mM, pH 6,8, con o sin β-

mercaptoetanol al 5%). Se añadió β -mercaptoetanol en el tampón de muestra de SDS-

PAGE para romper los enlaces disulfuro intracatenarios e intercatenarios en el 

fibrinógeno. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos, y se cargaron en geles 

preformados de poliacrilamida Tris-HCl al 12% (Bio-Rad, Hercules, CA). Después de 

la electroforesis a ~105 V, un gel en cada experimento se tiñó con azul de Coomassie 

para visualizar los productos de esta digestión. Un segundo gel se utilizó para el 

inmunoblot. Este gel se empapó en tampón de transferencia (metanol 15%, Tris-HCl 25 

mM, y glicina 200 mM,  pH 8,5) y las proteínas separadas por la electroforesis se 

transfirieron a 4°C a una membrana de PVDF (polifluoruro de vinilideno) (Bio-Rad) 

durante ~2 h a ~110 V. La membrana resultante se bloqueó durante 2 horas en tampón 

tris-salino suplementado con tween-20 al 0,05% (TBST), conteniendo adicionalmente 

leche desnatada al 5%. Después se lavó con TBST, seguido de una incubación durante 

la noche a 4ºC con una dilución 1:1000 del anticuerpo de conejo anti-fibrinógeno 

ab83477 en TBST con leche desnatada al 1%. Después de 3 lavados en TBST, cada 

membrana se incubó durante 1 h con un conjugado IgG de cabra anti-conejo•HRP 

(“horseradish peroxidase”) (Bio-Rad). Después se lavó 3 veces con TBST y se incubó 1 
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minuto con los reactivos de detección de quimioluminiscencia ECL (“Enhanced 

Chemiluminescence”) de  Amersham (GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, 

NJ). Se utilizó una película de ECL de Amersham para el revelado del inmunoblot.  

Para evaluar las posibles consecuencias de los inhibidores de proteasas 

circulantes en la sangre, se incubó fibrinógeno humano (15 μg) con tripsina (0,05 μg) o 

con el complejo recombinante triptasa humana-β•heparina (0,4 μg) durante 15 min a 

37oC, antes y después de exponer estas enzimas a suero humano al 0,2%. Se añadieron 

volúmenes iguales de tampón SDS-PAGE 2x, y se analizaron las muestras mediante 

SDS-PAGE e inmunoblot.  

Las cantidades de tripsina y triptasa humana-β utilizadas en estos experimentos 

eran equivalentes en su actividad enzimática. Para determinar su actividad enzimática se 

utilizó el método espectrofotométrico de Svendsen y colaboradores (109), basado en su 

capacidad para romper el substrato cromogénico tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA (p-

nitroanilida). Para ello, utilizando una placa de ELISA, se mezcla en cada pocillo 1 µL 

del enzima cuya actividad se va a medir, en un tampón del ensayo (Tris-HCl 50 mM, 

NaCl 0,1 M, pH 7,5) que contenía el substrato tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA 0,5 mM. 

Inmediatamente se midió en un espectrofotómetro la absorbancia a una longitud de onda 

de 405 nm en diferentes tiempos hasta 15 minutos, obteniéndose una curva para cada 

enzima, que permite comparar su actividad enzimática en base al incremento de la 

absorbancia entre dos tiempos determinados. 

También se evaluó la capacidad de los inhibidores de proteasas endógenos 

presentes en el suero humano para inactivar un complejo recombinante mMCP-

6•heparina.  
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3. Identificación del sitio de ruptura preferente de la cadena α del fibrinógeno 

humano susceptible a los complejos triptasa humana-β•heparina, mediante 

espectrometría de masas en tándem (MS/MS) y análisis de la secuencia C-

terminal— 

 Se incubó fibrinógeno humano (30 μg) con el complejo recombinante triptasa 

humana-β•heparina (0,4 μg) durante diferentes tiempos de 1 a 15 minutos, a 37oC. El 

producto de la digestión se sometió a SDS-PAGE. Se llevó a cabo la electroforesis en 

geles preparados de poliacrilamida al 12,5%, de mayor tamaño, para una resolución 

óptima de las 3 cadenas de la proteína y de los productos de la digestión enzimática. Se 

utilizó el soporte para electroforesis Protean II xi cell de 16 cm (Bio-Rad, Hercules, 

CA). Los geles obtenidos se tiñeron débilmente con azul de Coomassie. A continuación 

se destiñeron para eliminar el exceso de tinte de fondo, manteniendo la visualización de 

las bandas. El principal fragmento de gran tamaño de la cadena α del fibrinógeno 

humano generado en cada caso fue escindido del gel, así como un fragmento del fondo 

del mismo gel como control. Los fragmentos escindidos se lavaron dos veces con 

acetonitrilo diluido al 50% en agua. Después de desechar el sobrenadante, las muestras 

se conservaron a -80oC hasta su posterior utilización. Durante todo el proceso todas las 

superficies que contactaban con el gel (guantes, bandejas, cuchillas etc) se lavaron con 

abundante agua previamente, para reducir la contaminación de las muestras con 

queratina. Las muestras se sometieron posteriormente a la determinación de su 

secuencia de aminoácidos C-terminal mediante proteólisis exhaustiva con 3 enzimas 

separadas y mapeo ortogonal de las secuencias resultantes.  El análisis de la secuencia 

peptídica de cada digestión se realizó mediante  cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC) de fase reversa de microcapilaridad, combinada con espectrometría de masas en 
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tándem con fuente nanoelectrospray (LC-MS/MS) en un espectrofotómetro de masa 

LTQ-Orbitrap (110) (ThermoFisher Scientific, San Jose, CA). El  Orbitrap 

repetidamente informaba de  un rango de masa-carga (m/z) de  395 a 1600, mientras que 

el  espectro MS/MS de los 20 iones mayoritarios en cada barrido fue adquirido en el 

capturador de iones lineal. Los espectros MS/MS fueron adquiridos con una energía 

relativa de colisión del 30%, 2.5 Da de banda de separación y los iones recurrentes 

excluidos dinámicamente por 60 s. La secuencia preliminar de los péptidos se facilitó 

con el algoritmo  SEQUEST con una tolerancia de masa de 30 ppm en comparación con 

el subconjunto humano (MGI) de la base de datos Uniprot (http//www.informatics. 

jax.org). Esto fue repetido usando una base de datos en la cual las secuencias fueron 

invertidas o aleatoriamente mezcladas para evitar falsos positivos. Se aceptaron  

péptidos con  errores de masa <2.5 ppm y el umbral de aceptación estimado para falsos 

positivos se fijó en  ~1%. Los datos obtenidos de las digestiones fueron combinados, 

previa eliminación de contaminantes de queratina o  espectros de péptidos auto lisados, 

y evaluados nuevamente con SEQUEST, usando como referencia la secuencia de 

fibrinógeno humano en “GenBank”  sin tener en cuenta la especificidad enzimática. El 

mapeo de los péptidos de la región C-terminal  del fibrinógeno humano y la posterior 

confirmación manual de sus secuencias fue facilitado con una versión de Proteomics 

Browser Suite (Thermofisher Scientific). Este análisis de secuencia se llevó a cabo en 

las instalaciones de la Universidad de Harvard “Harvard Microchemistry and 

Proteomics Analysis Facility”. 

Ocasionalmente se vio un péptido de 7-kDa en la digestión del fibrinógeno 

humano. Para purificar e identificar este fragmento, se realizó una reacción de digestión 

a gran escala en la que se incubaron 300 μg de fibrinógeno humano con 8 μg del 
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complejo recombinante triptasa humana-β•heparina, durante 15 minutos a  37°C. El 

producto de digestión resultante se sometió a un paso de filtración en una columna de 

centrifugación (4°C, 20 minutos, 4.000 g) con una membrana de 10-kDa de punto de 

corte Centricon (Millipore, Billercia, MA). Los péptidos de bajo peso molecular 

filtrados mediante este procedimiento, se concentraron posteriormente por precipitación 

en ácido tricloroacético al 20%, a 4ºC, durante una noche. El precipitado se lavó dos 

veces con acetona,  se reconstituyó en PBS y tampón SDS 2x y se sometió a SDS-

PAGE. El péptido de 7-kDa resultante purificado fue caracterizado mediante análisis  

MS/MS, siguiendo los mismos pasos para la preparación de la muestra que los seguidos 

para el análisis MS/MS del fragmento mayor de la cadena α del fibrinógeno indicados 

previamente.  

 

4. Proteólisis preferencial de la cadena α del fibrinógeno de ratón por los 

complejos triptasa humana-β• y mMCP-6•heparina— 

La capacidad de los complejos recombinantes triptasa humana-β• y mMCP-

6•heparina para romper el fibrinógeno de ratón, fue evaluada tal como se ha descrito 

antes para la evaluación de la susceptibilidad proteolítica del fibrinógeno humano, 

mediante SDS-PAGE e inmunoblot. Se incubó para ello fibrinógeno de ratón con el 

complejo recombinante triptasa humana-β•heparina durante diferentes intervalos de 

tiempo entre 1-180 minutos y el resultado de esta digestión se analizó mediante SDS-

PAGE e inmunoblot utilizando el anticuerpo de conejo anti-fibrinógeno ab83477, 

dirigido frente al extremo C-terminal de la cadena α del fibrinógeno . Así mismo, se 

incubó fibrinógeno de ratón con los complejos recombinantes triptasa humana-β• y 



 

 

61 

mMCP-6•heparina generados en células de insectos, analizándose el producto de 

digestión mediante SDS-PAGE.  

Se obtuvieron datos confirmatorios, analizando la capacidad de complejos 

naturales mMCP-6•heparina de romper el fibrinógeno de ratón, utilizando mastocitos 

derivados de la médula ósea de ratones 6+/7- B6, que expresan mMCP-6. Para estos 

últimos experimentos, se generaron mastocitos de médula ósea de ratones 6+/7- B6, 

cultivando sus progenitores hematopoyéticos durante 4 semanas en un medio de cultivo 

celular acondicionado enriquecido con IL-3, como se ha descrito previamente (111). 

Los mastocitos inmaduros resultantes se cultivaron 2 semanas mas en presencia de IL-

33 recombinante de ratón  (R&D Systems, Minneapolis, MN), ya que esta citoquina 

induce en esta población de mastocitos un marcado aumento de la acumulación en sus 

gránulos de complejos mMCP-6•proteoglicanos serina-glicina (112). Se sonicaron en 

hielo aproximadamente 10 millones de los mastocitos resultantes en 200 μl de PBS. Las 

muestras de fibrinógeno de ratón se incubaron durante 5 minutos a 37°C con diferentes 

cantidades del lisado celular de mastocitos de médula ósea de ratones 6+/7-, hervido y 

sin hervir.  

Se utilizó el método espectrofotométrico de Svendsen y colaboradores (109) 

para cuantificar los niveles de mMCP-6 enzimáticamente activa en cada lisado celular. 

Para estos experimentos, las muestras de lisados de mastocitos de médula ósea de 

ratones 6+/7- se pusieron en un tampón del ensayo (Tris-HCl 50 mM,  NaCl 0,1 M, pH 

7,5) que contenía tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA 0.5 mM. Tras 5-15 minutos de incubación a 

temperatura ambiente, se determinó el cambio en la densidad óptica a 405 nm. La 

cantidad de mMCP-6 enzimáticamente activa en cada lisado celular se calculó 

utilizando una curva estándar basada en cantidades conocidas de tripsina pancreática. 
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 Las muestras de fibrinógeno de ratón tratadas con el lisado celular resultantes se 

pusieron en un volumen igual de tampón de SDS-PAGE 2x con β-mercaptoetanol y se 

sometieron a SDS-PAGE. La visualización de los fragmentos del fibrinógeno de ratón 

creados por los complejos mMCP-6•proteoglicanos serina-glicina en los lisados 

celulares se consiguió mediante tinción con azul de Coomassie. 

 

5. Actividad anticoagulante de los complejos mMCP-6• y triptasa humana-

β•heparina in vitro— 

Para evaluar la actividad anticoagulante de los complejos mMCP-6• y triptasa 

humana-β•heparina, así como de la misma preparación de heparina utilizada para crear 

estos complejos, se utilizó un ensayo estándar  de fibrinogenólisis (113).  

Este ensayo se basa en el principio de que, en presencia de un exceso de 

trombina, el tiempo de coagulación de una muestra de plasma es inversamente 

proporcional a la concentración de fibrinógeno en dicha muestra.  El aparato se calibra 

midiendo el tiempo de coagulación de muestras con concentraciones conocidas de 

fibrinógeno, creando así una curva estándar tiempo de coagulación/concentración de 

fibrinógeno. De esta curva es posible extrapolar la concentración de fibrinógeno a medir 

de una muestra de plasma, a partir del tiempo de coagulación medido por el fibrómetro 

(Fig. 12). El coágulo es medido por el aparato STA-R Evolution, que es un instrumento 

automatizado que utiliza un sistema de detección de viscosidad electromagnético. El 

aparato monitoriza la oscilación de una bola de acero dentro de una cubeta con la 

trombina y la muestra de plasma. Al aumentar la viscosidad como resultado de la 
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coagulación, la amplitud de la oscilación de bola disminuye. Un algoritmo utiliza estas 

variaciones en la amplitud de la oscilación para determinar el tiempo de coagulación. 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 12. Curva estándar de un ensayo de fibrinogenólisis. Se obtiene la concentración de 

fibrinógeno de una muestra de plasma a partir del tiempo de coagulación medido por el fibrómetro. El 

valor se extrapola de una curva estándar obtenida de los tiempos de coagulación medidos para muestras 

con concentraciones conocidas de fibrinógeno. 

 

Concetración de fibrinógeno Tiempo de coagulación 

150 mg/dl 35,1 sg 
300 mg/dl 17,4 sg 
600 mg/dl 8,6 sg 
900 mg/dl 5,7 sg 

 

t: tiempo de coagulación (sg) 

               150                      300                      600             900 
                               c: concentración de fibrinógeno (mg/dl) 
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Para estos ensayos, se incubó plasma humano extraído en tubos de citrato sódico 

(100 μl por ensayo), durante 30-60 minutos, a 37oC, con heparina sola (100 μg) o con 

complejos recombinantes triptasa humana-β• (3.3 and 6.6 μg) o mMCP-6•heparina (10 

μg). Se determinó entonces mediante el fibrómetro, el tiempo requerido por la trombina 

para coagular las muestras en relación con el de las muestras de plasma no tratadas.  

 

6. Reacción de Anafilaxia Cutánea Pasiva (ACP) en ratones mMCP-6+/mMCP-7- 

y ratones mMCP-6-/mMCP-7- B6 y estudio inmunohistoquímico de la formación 

de depósitos tisulares de fibrina—   

La reacción de ACP se realizó en 12 ratones 6+/7- y 6-/7- raza B6, según se ha  

descrito (2), previa aprobación por “The Dana-Farber Animal Care and Use Committee” 

del protocolo para animales 10-054, "Mast Cell-dependent Passive Cutaneous 

Anaphylaxis". Se realizó una inyección intradérmica, en una de las orejas de cada ratón, 

de 100 ng de IgE anti-2,4-dinitrofenol (DNP) (Sigma-Aldrich) disueltos en 20 μl de 

PBS. En la otra oreja se inyectó PBS como control negativo. Dos días después, se 

inyectó en la vena de la cola de cada ratón sensibilizado previamente, 20 o 100 μg del 

antígeno DNP-albúmina sérica humana (Sigma-Aldrich) diluidos en 200 μl de PBS. Los 

animales fueron sacrificados 1 o 6 horas después. Se recogieron las orejas y se pusieron 

en compuesto para corte a temperatura óptima Tissue-Tek (Sakura Finetek, Torrance, 

CA), que proporciona una matriz adecuada para secciones criostáticas, y se congelaron 

en isopentano mezclado con hielo seco. Se conservaron a -70°C hasta que se realizó el 

análisis. Para el estudio inmunohistoquímico, se tomaron secciones congeladas de 5-μm 

que se secaron con aire durante 30 minutos a temperatura ambiente, se rehidrataron con 

PBS, y se incubaron durante 1 hora a 37°C con tres tinciones diferentes: una solución 
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que contenía Rojo Texas conjugado con avidina (Invitrogen) para marcar la heparina, 

un anticuerpo IgG de cabra anti-fibrinógeno/fibrina de ratón marcado con fluoresceína 

(Nordic Immunology, Eindhoven, The Netherlands) para evaluar depósitos de fibrina, y 

Hoechst 33342 (Invitrogen-Life Technologies, Carlsbad, CA) para marcar el núcleo 

celular. Las secciones, que fueron analizadas sin conocer a qué ratón pertenecían cada 

una, se vieron con un microscopio Eclipse 80i (Nikon Instruments Inc., Melville, NY). 

Se hicieron fotografías con una cámara digital Hamamatsu C10800 y con el software 

HC Image 1.1.3.1 (Hamamatsu Corp., Bridgewater, NJ).  
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1. Proteólisis preferencial de la cadena α del fibrinógeno humano por los 

complejos  triptasa humana-β•heparina. Análisis mediante SDS-PAGE e 

Inmunoblot en presencia y ausencia de los inhibidores de proteasas presentes en 

el suero— 

Previamente se ha demostrado que la cadena α del fibrinógeno humano y de 

ratón es altamente susceptible a la triptasa mMCP-7 natural y recombinante, in vitro e in 

vivo (49). En este estudio, se descubre que la cadena α del fibrinógeno humano también 

se rompe de forma preferencial cuando esta proteína plasmática se expone in vitro, a pH 

neutro, al complejo recombinante triptasa humana-β•heparina (Fig. 13), tanto con 

diferentes ratio substrato: enzima, como cuando se expone al complejo durante 

diferentes periodos de tiempo (Figs. 14, 15).  

Los productos de digestión del fibrinógeno humano resultantes fueron evaluados 

por SDS-PAGE en presencia (Figs. 13-15) y ausencia (Fig. 16) de β-mercaptoetanol. El 

fragmento generado de la cadena α de tamaño ligeramente menor que la  cadena α 

nativa (Fig. 13, 14, 16A),  indica  que la ruptura preferencial ocurre cerca de uno de los 

extremos N y/o C-terminal de la cadena. El anticuerpo de conejo ab83477 reconoce un 

péptido sintético de 50 aminoácidos en el dominio C-terminal de la cadena α del 

fibrinógeno humano de 644 aminoácidos (Fig. 17). Como era de esperar, el fibrinógeno 

humano no tratado era reconocido por este anticuerpo y la pérdida de inmunoreactividad 

que ocurre tras la exposición del fibrinógeno humano al complejo triptasa humana-

β•heparina, indica que la ruptura se produce en algún sitio en la porción C-terminal  de 

la cadena α de la proteína  (Fig.16B). Paralelamente aparece una banda de 7-kDa 

inmunoreactiva que se corresponde con el péptido liberado de la cadena α. Sin embargo, 

su cantidad varía de un experimento a otro, posiblemente porque la triptasa humana-β 
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también rompe en al menos otro sitio en este péptido, destruyendo así el antígeno 

reconocido por el anticuerpo. 

 

 

 

  

 

Figura 13. Proteólisis del fibrinógeno humano por el complejo recombinante triptasa humana-

β•heparina en presencia de β-mercaptoetanol: análisis por SDS-PAGE. Se incubó fibrinógeno 

humano con un complejo recombinante triptasa humana-β•heparina (ratio substrato:enzima ~500:1, a 

37°C, 1 minuto), y el producto de esta digestión se analizó mediante SDS-PAGE en presencia de β-

mercaptoetanol, para romper los puentes disulfuro intra e intercatenarios de la proteína. Se destaca la 

posición de la cadena α de la proteína nativa y su fragmento generado de un tamaño ligeramente menor. 

 

 

 
     Fibrinógeno                    Fibrinógeno humano + 
       humano                    triptasa humana-β•heparina 

Cadena α 
nativa  
~64-kDa 

Fragmento de 
cadena α   
~57-kDa 
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Figura 14. Proteólisis de diferentes cantidades de fibrinógeno humano por el complejo 

recombinante triptasa humana-β•heparina (Thβ) en presencia de β-mercaptoetanol: análisis por 

SDS-PAGE. Se muestra el fibrinógeno (Fbg) antes (–Thβ) y después (+Thβ)  de su incubación con el 

enzima (0,4 µg) para cada cantidad diferente de la proteína. Se destaca señalado con el círculo verde el 

fragmento generado de la cadena α del fibrinógeno. 

 

 

     Fbg 15 µg                 Fbg 30 µg                 Fbg 60 µg                  Fbg 100 µg 

 -Thβ        +Thβ         -Thβ        +Thβ         -Thβ        +Thβ         -Thβ          +Thβ 

 

 

 α 

β 

γ 

Fragmento generado 
de la cadena α 

98__ 

 

64__ 

 

 

50__ 
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Figura 15. Proteólisis del fibrinógeno humano por el complejo recombinante triptasa 

humana-β•heparina en diferentes periodos de tiempo en presencia de β-mercaptoetanol: análisis 

por SDS-PAGE. Se incubó fibrinógeno humano con el complejo recombinante triptasa humana-

β•heparina en diferentes periodos de tiempo. Ratio substrato: enzima 250:1 (A) y 34:1 (B). 

    kDa             0            10sc       30 sc       1 min       3 min       5 min       10 min 

 

   kDa         0        5 min     10 min   20 min    40 min    60 min    120min 180min  

98__ 
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Figura 16. Proteólisis del fibrinógeno humano por el complejo recombinante triptasa humana-

β•heparina en ausencia de β-mercaptoetanol: análisis por SDS-PAGE e Inmunoblot.  Se incubó 

fibrinógeno humano con cantidades crecientes del complejo recombinante triptasa humana-β•heparina 

(con un ratio substrato:enzima 3.500:1 a 250:1, a 37°C, 10 min). A: SDS-PAGE. B: inmunoblot, 

utilizando el anticuerpo de conejo anti-fibrinógeno ab83477, que reconoce los residuos 576-625 del 

dominio C-terminal de la cadena α de la proteína. Como puede verse en A, el tamaño global del 

fibrinógeno humano apenas cambia cuando se incuba con el complejo triptasa humana-β•heparina porque 

la proteólisis se limita al extremo C-terminal de la cadena α. En concordancia con esta conclusión, la 

secuencia C-terminal de la cadena α reconocida por el anticuerpo se pierde rápidamente en la proteína 

tratada (B). Paralelamente aparece una banda de 7-kDa inmunoreactiva que se corresponde con el péptido 

liberado de la cadena α. Se observan dos bandas inmunoreactivas en la proteína no tratada (B, carril 1) 

que presumiblemente corresponden al monómero y el dímero del fibrinógeno humano. 

 

 

Cantidades crecientes de triptasa humana-β 

Péptido de ~7 kDa 
derivado del 
extremo C-terminal 
de la cadena α 

Cantidades crecientes de triptasa humana-β  

A B 
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         1 mfsmrivclv lsvvgtawta dsgegdflae gggvrgprvv erhqsackds dwpfcsdedw 

       61 nykcpsgcrm kglidevnqd ftnrinklkn slfeyqknnk dshslttnim eilrgdfssa 

      121 nnrdntynrv sedlrsriev lkrkviekvq hiqllqknvr aqlvdmkrle vdidikirsc 

      181 rgscsralar evdlkdyedq qkqleqviak dllpsrdrqh lplikmkpvp dlvpgnfksq 

      241 lqkvppewka ltdmpqmrme lerpggneit rggstsygtg setesprnps sagswnsgss 

      301 gpgstgnrnp gssgtggtat wkpgssgpgs tgswnsgssg tgstgnqnpg sprpgstgtw 

      361 npgssergsa ghwtsessvs gstgqwhses gsfrpdspgs gnarpnnpdw gtfeevsgnv 

      421 spgtrreyht eklvtskgdk elrtgkekvt sgsttttrrs csktvtktvi gpdghkevtk 

      481 evvtsedgsd cpeamdlgtl sgigtldgfr hrhpdeaaff dtastgktfp gffspmlgef 

      541 vsetesrgse sgiftntkes sshhpgiaef psrgksssys kqftsstsyn rgdstfesks 

      601 ykmadeagse adhegthstk rghaksrpvr gihtsplgkp slsp 

 

Figura 17. Secuencia de 50 aminoácidos del extremo C-terminal de la cadena α del fibrinógeno 

humano reconocida por el anticuerpo anti-fibrinógeno ab83477 (Abcam). Se muestra la secuencia de 

la cadena α del fibrinógeno humano (FGA-isoforma A, número de acceso de “GenBank”  NP_068657), 

en la que se destaca en color naranja la secuencia correspondiente a los residuos 576-625 de su extremo 

C-terminal, reconocida por el anticuerpo anti-fibrinógeno.   

 

Para evaluar las posibles consecuencias de los inhibidores de proteasas 

circulantes en la sangre, se incubó fibrinógeno humano (15 μg) con tripsina (0.05 μg) o 

con el complejo recombinante triptasa humana-β•heparina (0.4 μg), antes y después de 

exponer estas enzimas a suero humano al 0,2 %.  

Las cantidades de tripsina y triptasa humana-β utilizadas en estos experimentos 

eran equivalentes en su actividad enzimática, utilizando el método colorimétrico de 

Svendsen (109) en base a su capacidad para romper el substrato tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA 

(Fig. 18). 
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Triptasa humana-β: 2,2 µg/µL 

Tripsina: 0,2 µg/µL 

ΔA triptasa: 0.886-0.69=0.196   

ΔA tripsina: 0.566-0.312=0.254        

ΔA tripsina/ ΔA triptasa: 0.254/0.196=1.3      

1 µL triptasa humana-β ~ 1.3 µL tripsina  

(actividad enzimática) 

0,44 µg triptasa humana-β ~ 0,05 µg tripsina  

                     

 

 

Figura 18. Comparación de la actividad enzimática de las preparaciones utilizadas de tripsina y 

triptasa humana-β. Se utilizó un método colorimétrico basado en la capacidad para romper el substrato 

cromogénico tosyl-Gly-Pro-Lys-pNA. Se obtiene una curva de absorbancia medida a una  λ de 405 nm 

para cada enzima, que permite comparar su actividad enzimática en base al incremento de la absorbancia 

entre dos tiempos determinados (109). 

Tiempo 

(min) 

Absorbancia 

Triptasa-β 

Absorbancia 

Tripsina 

0 0,491 0,175 

1 0,69 0,312 

2 0,81 0,443 

 3 0,886 0,566 

4 0,93 0,676 

5 0,949 0,773 

6 0,96 0,848 

7 0,964 0,897 

8 0,974 0,94 

9 0,972 0,953 

10 0,976 0,963 
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Figura 19. Proteólisis del fibrinógeno humano por el complejo recombinante triptasa humana-

β•heparina en presencia de los inhibidores de proteasas del suero humano. Se incubó fibrinógeno 

humano con tripsina (4 y 5) o con el complejo triptasa humana-β•heparina (6 y 7) en presencia (5 y 7) o 

ausencia (4 y 6) de suero humano al 0,2%. Los carriles 1, 2 y  3 contienen fibrinógeno humano, suero y 

ambos, respectivamente. Las muestras se sometieron a electroforesis en presencia de β-mercaptoetanol. 

Un gel (A) se tiñó con azul de Coomassie. En el duplicado (B), se realizó inmunoblot utilizando el 

anticuerpo anti-fibrinógeno ab83477.  

 

La tripsina no puede digerir el fibrinógeno humano en presencia de suero debido 

a los inhibidores de proteasas que afectan negativamente a la actividad de esta serín 

proteína. En contraste, el fibrinógeno humano se mantiene susceptible a la triptasa-β 

cuando la reacción de digestión se lleva a cabo en presencia de suero porque no hay 

inhibidores de proteasas en el suero que inactiven rápidamente a esta proteasa del 

mastocito (Figura 19). 

    Tripsina         Triptasa humana-β 

El extremo inmunoreactivo C-terminal de la cadena α del 
fibrinógeno humano se pierde cuando se incuba con el 
complejo triptasa humana β•heparina en presencia o 
ausencia de suero (carriles 6 y 7) 

A B 

  Tripsina     Triptasa humana-β 



 

 

75 

1. Identificación del sitio de ruptura preferente de la cadena α de l fibrinógeno 

humano susceptible a los complejos triptasa humana-β•heparina, mediante 

espectrometría de masas en tándem y análisis de la secuencia C-terminal— 

El fragmento grande que se genera de la cadena α del fibrinógeno (Fig.20), 

después de 15 minutos o 1 minuto de incubación con el complejo triptasa humana-

β•heparina, se purificó por SDS-PAGE y se analizó por MS/MS y análisis de la 

secuencia de aminoácidos C-terminal (Figs. 21 y 22 respectivamente). 

       

   

 

 

Figura 20. Purificación del fragmento generado de la cadena α del fibrinógeno humano mediante 

SDS-PAGE. El círculo verde señala el fragmento generado de la cadena α del fibrinógeno por acción del 

complejo recombinante triptasa humana-β•heparina (ratio substrato:enzima 75:1), que fue escindido para 

análisis por MS/MS y de la secuencia C-terminal. 
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ANÁLISIS POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS EN TÁNDEM (MS/MS) 

 
Sp|P02671|FIBA_HUMAN MS/MS Spectra: 242 Sum TIC: 6.9e7 Avg TIC: 2.9e5 Cov: 45.4% Uniq: 90 
Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 
(P1) Sequence (count) Reference (+addnl) Σ TIC Sfmax Scans 
 
 
 
(A) AFFDTASTGK (3) sp|p02671|fiba_human +2 3.2e5 0.92 6406-6456 
(K) ALTDM*PQM (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.3e4 0.14 5750 
(K) ALTDM*PQM*R (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.4e4 0.43 2923 
(K) ALTDM*PQM*RM (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.0e5 0.75 4533 
(K) ALTDM*PQMRM* (1) sp|p02671|fiba_human +2 3.2e4 0.83 4419 
(K) ALTDMPQM (2) sp|p02671|fiba_human +2 3.2e4 0.42 8082-8149 
(K) ALTDMPQMR (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.5e4 0.28 6534 
(K) ALTDMPQMRM (2) sp|p02671|fiba_human +2 6.1e4 0.90 8415-8429 
(K) ALTDMPQMRM* (1) sp|p02671|fiba_human +2 4.4e4 0.86 6443 
(K) ALTDMPQMRMEL (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.0e4 0.87 10135 
(K) CPSGCRM*K (1) sp|p02671|fiba_human +6 1.9e4 0.59 1440 
(K) CPSGCRMK (2) sp|p02671|fiba_human +6 3.8e5 0.68 821-1840 
(I) DEVNQDFTNRINK (1) sp|p02671|fiba_human +6 2.1e5 0.94 9173 
(K) DLLPSRDRQHLPLIK (9) sp|p02671|fiba_human +2 2.5e6 0.53 6810-14877 
(K) DSDWPF (1) sp|p02671|fiba_human +5 9.9e3 0.18 11027 
(K) DSDWPFCSDEDWNYK (6) sp|p02671|fiba_human +4 1.1e6 0.98 10437-11491 
(K) DSDWPFCSDEDWNYKCPSGCRMK (1) sp|p02671|fiba_human +4 2.8e4 0.59 8969 
(K) DSHSLTTNIM*EILRGD (1) sp|p02671|fiba_human +6 1.7e4 0.62 10742 
(K) DSHSLTTNIM*EILRGDFS (2) sp|p02671|fiba_human +6 4.9e4 0.97 12316-12318 
(K) DSHSLTTNIM*EILRGDFSSAN (2) sp|p02671|fiba_human +6 5.4e4 0.97 12041-12054 
(K) DSHSLTTNIMEIL (1) sp|p02671|fiba_human +6 2.4e4 0.46 12278 
(K) DSHSLTTNIMEILRG (1) sp|p02671|fiba_human +6 1.1e4 0.94 11980 
(K) DSHSLTTNIMEILRGDFS (2) sp|p02671|fiba_human +6 5.8e4 0.98 13469-13470 
(K) DSHSLTTNIMEILRGDFSS (1) sp|p02671|fiba_human +6 1.7e4 0.98 13310 
(K) DSHSLTTNIMEILRGDFSSA (3) sp|p02671|fiba_human +6 5.0e4 0.96 13484-13486 
(K) DSHSLTTNIMEILRGDFSSAN (2) sp|p02671|fiba_human +6 5.1e4 0.77 13172-13200 
(K) DSHSLTTNIMEILRGDFSSANN (1) sp|p02671|fiba_human +5 6.3e3 0.95 13044 
(K) DYEDQQK (2) sp|p02671|fiba_human +4 1.9e4 0.38 896-2018 
(G) EFVSETESRGSESGIFTNTK (2) sp|p02671|fiba_human +2 6.1e4 0.94 6738-6758 
(K) ESSSHHPGIAEFPS (2) sp|p02671|fiba_human +2 7.1e4 0.67 5824-5826 
(K) ESSSHHPGIAEFPSR (3) sp|p02671|fiba_human +2 2.9e5 0.89 4789-4813 
(K) ESSSHHPGIAEFPSRG (2) sp|p02671|fiba_human +2 2.6e5 0.76 4788-4902 
(K) ESSSHHPGIAEFPSRGK (14) sp|p02671|fiba_human +2 3.0e7 0.96 3705-5188 
(K) ESSSHHPGIAEFPSRGKSSSYSK (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.3e4 0.58 3675 
(K) EVVTSEDGSD (2) sp|p02671|fiba_human +2 9.8e3 0.51 2213-2572 
(K) EVVTSEDGSDCPEAM (1) sp|p02671|fiba_human +2 6.0e4 0.95 5589 
(K) EVVTSEDGSDCPEAMDLGTLS (1) sp|p02671|fiba_human +2 7.8e3 0.89 8789 
(F) FDTASTGK (1) sp|p02671|fiba_human +2 9.1e4 0.44 6447 
(F) FSPM*LGEFVSETESRGSESGIFTNTK (2) sp|p02671|fiba_human +2 9.2e4 0.73 10004-10053 
(K) GLIDEVNQDFTN (2) sp|p02671|fiba_human +6 1.9e4 0.88 9112-9142 
(K) GLIDEVNQDFTNR (2) sp|p02671|fiba_human +6 2.8e4 0.96 8993-9066 
(K) GLIDEVNQDFTNRIN (4) sp|p02671|fiba_human +6 5.7e4 0.91 9707-10168 
(K) GLIDEVNQDFTNRINK (14) sp|p02671|fiba_human +6 6.0e6 0.93 7837-14923 
(K) GLIDEVNQDFTNRINKLK (1) sp|p02671|fiba_human +6 1.7e4 0.27 10081 
(R) GPRVVERHQSACK (2) sp|p02671|fiba_human +5 1.3e5 0.68 792-793 
(R) GSESGIFTNTK (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.9e5 0.85 5384 
(A) GSWNSGSSGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWK (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.5e4 0.89 5148 
(R) HPDEAAFFDTASTGK (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.2e4 0.62 6857 
(R) HRHPDEAAFFDTASTGK (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.0e5 0.85 5577 
(L) IDEVNQDFTNRINK (2) sp|p02671|fiba_human +6 3.7e5 0.93 9166-9174 
(V) IGPDGHK (2) sp|p02671|fiba_human +2 8.0e5 0.33 1119-2518 
(K) IRSCRGSCSR (1) sp|p02671|fiba_human +3 2.7e4 0.37 625 
(M) KPVPDLVPGNFK (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.4e4 0.79 7159 
(M) LGEFVSETESRGSESGIFTNTK (3) sp|p02671|fiba_human +2 2.5e5 0.98 7811-7873 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
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(K) LKNSLFEYQK (1) sp|p02671|fiba_human +6 1.4e4 0.91 6408 
(K) M*KPVPDLVPGNFK (8) sp|p02671|fiba_human +2 6.3e5 0.96 6737-8068 
(K) MADEAGSEADHEGTHSTK (1) sp|p02671|fiba_human +2 9.6e3 0.20 2321 
(K) MKPVPDLVPGN (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.2e4 0.66 7186 
(K) MKPVPDLVPGNFK (7) sp|p02671|fiba_human +2 5.5e5 0.85 7650-10035 
(K) MKPVPDLVPGNFKSQLQK (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.7e4 0.38 7555 
(G) NRNPGSSGTGGTATWK (1) sp|p02671|fiba_human +2 5.4e3 0.90 3195 
(W) NSGSSGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWK (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.1e4 0.35 3641 
(K) NSLFEYQK (8) sp|p02671|fiba_human +6 1.9e5 0.88 6638-9985 
(K) NVRAQLVDM*K (5) sp|p02671|fiba_human +4 1.2e6 0.84 3456-5250 
(K) NVRAQLVDMK (8) sp|p02671|fiba_human +4 3.9e6 0.87 4890-6085 
(H) PDEAAFFDTASTGK (1) sp|p02671|fiba_human +2 5.3e4 0.91 7683 
(H) PGIAEFPSRGK (2) sp|p02671|fiba_human +2 7.9e4 0.93 3783-5216 
(K) PGSSGPGSTGSWNSGSSGTGSTGNQN (1) sp|p02671|fiba_human +1 3.9e3 0.95 4305 
(N) PGSSGTGGTATWK (1) sp|p02671|fiba_human +2 3.3e4 0.90 3574 
(K) PVPDLVPGNFK (4) sp|p02671|fiba_human +2 1.3e5 0.86 8022-8665 
(K) QFTSSTSYNRGDSTFESK (2) sp|p02671|fiba_human +2 6.0e4 0.70 4984-5001 
(K) QLEQVIAK (4) sp|p02671|fiba_human +4 1.2e7 0.55 4733-6134 
(V) RAQLVDM*K (1) sp|p02671|fiba_human +4 1.4e5 0.61 3480 
(K) RLEVDIDIK (9) sp|p02671|fiba_human +4 6.0e5 0.76 7184-14872 
(N) RNPGSSGTGGTATWK (2) sp|p02671|fiba_human +2 1.9e4 0.84 3133-3161 
(D) SDWPFCSDEDWNYK (1) sp|p02671|fiba_human +4 5.4e3 0.90 10246 
(V) SETESRGSESGIFTNTK (1) sp|p02671|fiba_human +2 4.5e3 0.35 13428 
(S) SGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWK (3) sp|p02671|fiba_human +2 6.9e4 0.97 3586-3609 
(N) SGSSGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWK (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.4e4 0.94 3618 
(S) SHHPGIAEFPSRGK (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.4e4 0.75 3628 
(N) SLFEYQK (2) sp|p02671|fiba_human +6 1.0e5 0.81 6652-6653 
(E) SRGSESGIFTNTK (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.8e4 0.89 4369 
(G) SSGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWK (1) sp|p02671|fiba_human +2 3.1e3 0.66 3667 
(S) SSHHPGIAEFPSRGK (3) sp|p02671|fiba_human +2 1.1e5 0.92 3636-3653 
(K) TFPGFFSPM (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.6e5 0.10 12482 
(K) TFPGFFSPM*LGEFVSETESRGSESGIFTNTK (4) sp|p02671|fiba_human +2 3.1e5 0.19 12520-12932 
(K) TFPGFFSPMLGEFVSETESR (1) sp|p02671|fiba_human +2 3.0e5 0.97 13557 
(K) TFPGFFSPMLGEFVSETESRGSES (1) sp|p02671|fiba_human +2 8.4e4 0.95 13535 
(K) TFPGFFSPMLGEFVSETESRGSESG (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.8e4 0.66 13524 
(K) TFPGFFSPMLGEFVSETESRGSESGIFTN (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.1e4 0.41 13570 
(K) TFPGFFSPMLGEFVSETESRGSESGIFTNTK (4) sp|p02671|fiba_human +2 8.5e4 0.92 12862-14857 
(S) TGNRNPGSSGTGGTATWK (2) sp|p02671|fiba_human +2 8.9e3 0.70 3270-3276 
(K) TVIGPDGHK (5) sp|p02671|fiba_human +2 2.5e6 0.54 1115-2532 
(K) TVIGPDGHKEVTK (2) sp|p02671|fiba_human +2 1.7e4 0.94 2679-2681 
(K) TVTKTVIGPDGHK (3) sp|p02671|fiba_human +2 4.8e4 0.94 2668-2703 
(K) TVTKTVIGPDGHKEVTK (2) sp|p02671|fiba_human +2 8.8e3 0.94 2860-2863 
(K) VIEKVQHIQLLQK (2) sp|p02671|fiba_human +4 4.8e4 0.84 6006-6031 
(T) VIGPDGHK (2) sp|p02671|fiba_human +2 3.3e4 0.60 2364-2500 
(E) VNQDFTNRINK (2) sp|p02671|fiba_human +6 5.9e4 0.81 4256-9215 
(K) VPPEWK (2) sp|p02671|fiba_human +2 6.5e5 0.63 5132-5211 
(K) VQHIQLLQK (2) sp|p02671|fiba_human +4 7.6e4 0.89 5874-6262 
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ANÁLISIS DE LA SECUENCIA C-TERMINAL 

 

 Secuencia de la proteína          Espectro de péptidos identificados 

B 
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Fibrinógeno humano α (FGA-isoforma A, número de acceso de “GenBank”  NP_068657) 

                                        

 

 

 

 

f 

 

 

 

Figura 21. Análisis mediante MS/MS y de la secuencia de aminoácidos C-terminal del fragmento 

generado de la cadena α del fibrinógeno humano, tras su incubación con el complejo recombinante 

triptasa humana-β•heparina durante 15 minutos. Se muestran todos los péptidos obtenidos en el 

análisis por MS/MS (A). En B puede verse el mapeo del fragmento completo en el análisis de la 

secuencia C-terminal: la secuencia de 19 aminoácidos resaltada en rosa corresponde al péptido señal N-

terminal que no estaba presente en la proteína analizada ya que se elimina en el retículo endoplásmico 

antes de que la proteína sea secretada de la célula en la que se expresa. La línea vertical roja señala el 

residuo Lys575, que es el sitio preferente de ruptura por el complejo triptasa humana-β•heparina. En C se 

representan los resultados del análisis MS/MS sobre  la secuencia de aminoácidos de la cadena α del 

fibrinógeno. En rosa se muestra el péptido señal y en amarillo, la secuencia del fibrinopéptido A. El 

extremo N terminal de cada péptido obtenido del análisis MS/MS se indica con un asterisco, en verde (*) 

los situados en posición proximal a K575, sitio de ruptura preferente, y en rojo (*) los situados en 

posición C-terminal con respecto a este residuo. La secuencia C-terminal ausente en el análisis MS/MS se 

señala en rosa. 

                                   *            **             * 
mfsmrivclvlsvvgtawtadsgegdflaegggvrgprvverhqsackdsdwpfcsdedwnykc 
       * ** *          * **         * 
psgcrmkglidevnqdftnrinklknslfeyqknnkdshslttnimeilrgdfssannrdntyn 
                *   *        * *       *        * 
rvsedlrsrievlkrkviekvqhiqllqknvraqlvdmkrlevdidikirscrgscsralarev 
   *      *       *              ***               *     * 
dlkdyedqqkqleqviakdllpsrdrqhlplikmkpvpdlvpgnfksqlqkvppewkaltdmpq 
                                    *  ** **    * ** * 
mrmelerpggneitrggstsygtgsetesprnpssagswnsgssgpgstgnrnpgssgtggtat 
  * 
wkpgssgpgstgswnsgssgtgstgnqnpgsprpgstgtwnpgssergsaghwtsessvsgstg 

qwhsesgsfrpdspgsgnarpnnpdwgtfeevsgnvspgtrreyhteklvtskgdkelrtgkek 
               *   ***          *                             * 
vtsgsttttrrscsktvtktvigpdghkevtkevvtsedgsdcpeamdlgtlsgigtldgfrhr 
**   * *       *    *   * *  *   * *          * **  * 
hpdeaaffdtastgktfpgffspmlgefvsetesrgsesgiftntkessshhpgiaefpsrgKs 
     *                    * 
ssyskqftsstsynrgdstfesksykmadeagseadhegthstkrghaksrpvrgihtsplgkp 

slsp 

Lys575 

C 
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ANÁLISIS POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS EN TÁNDEM (MS/MS) 
 
Sp|P02671|FIBA_HUMAN MS/MS Spectra: 94 Sum TIC: 3.3e6 Avg TIC: 3.6e4 Cov: 29.8% Uniq: 39 
Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 
(P1) Sequence (count) Reference (+addnl) Σ TIC Sfmax Scans 
 
 
 
(T) ADSGEGDFLAEGGGVR (1) sp|p02671|fiba_human 1.6e4 0.92 7490 
(A) AFFDTASTGK (1) sp|p02671|fiba_human 5.7e4 0.84 7003 
(K) ALTDM*PQM*RM*E (1) sp|p02671|fiba_human 6.3e3 0.46 3766 
(K) ALTDM*PQM*RME (1) sp|p02671|fiba_human 1.3e4 0.50 4880 
(K) ALTDM*PQMRME (1) sp|p02671|fiba_human 3.7e4 0.86 6608 
(K) ALTDMPQMRME (2) sp|p02671|fiba_human 4.5e4 0.88 8410-8442 
(R) AQLVDMK (1) sp|p02671|fiba_human 1.9e4 0.42 5550 
(K) CPSGCRM* (1) sp|p02671|fiba_human +2 5.9e3 0.71 623 
(K) DSDWPFCSDEDWNYK (1) sp|p02671|fiba_human 3.9e4 0.97 10701 
(K) DSHSLTTN (1) sp|p02671|fiba_human 2.3e3 0.45 2706 
(K) DYEDQQK (4) sp|p02671|fiba_human 5.0e4 0.71 2221-2723 
(K) ESSSHHPGIA (1) sp|p02671|fiba_human 7.8e4 0.12 2736 
(K) ESSSHHPGIAEFPSR (1) sp|p02671|fiba_human 1.6e4 0.44 5279 
(K) ESSSHHPGIAEFPSRG (3) sp|p02671|fiba_human 2.5e5 0.87 5239-5359 
(K) ESSSHHPGIAEFPSRGK (7) sp|p02671|fiba_human 3.3e5 0.85 4370-4963 
(K) EVVTSED (1) sp|p02671|fiba_human 7.1e3 0.40 3297 
(K) EVVTSEDG (1) sp|p02671|fiba_human 8.1e3 0.68 3364 
(K) EVVTSEDGSDCPEAM*DL (2) sp|p02671|fiba_human 2.3e4 0.98 6890-6932 
(K) EVVTSEDGSDCPEAM*DLGTL (2) sp|p02671|fiba_human 3.3e4 0.98 8573-8595 
(K) EVVTSEDGSDCPEAM*DLGTLS (2) sp|p02671|fiba_human 4.9e4 0.97 7839-7857 
(K) EVVTSEDGSDCPEAMDL (1) sp|p02671|fiba_human 6.9e3 0.77 8485 
(K) EVVTSEDGSDCPEAMDLGTL (3) sp|p02671|fiba_human 1.4e4 0.97 9837-9912 
(K) EVVTSEDGSDCPEAMDLGTLS (1) sp|p02671|fiba_human 1.5e4 0.78 9157 
(K) GLIDEVNQDFTN (1) sp|p02671|fiba_human 7.6e3 0.42 9469 
(K) GLIDEVNQDFTNRIN (3) sp|p02671|fiba_human 1.1e4 0.81 9959-10345 
(K) GLIDEVNQDFTNRINK (3) sp|p02671|fiba_human 1.8e5 0.92 8225-9567 
(K) LVTSKGDK (2) sp|p02671|fiba_human +1 3.9e5 0.52 735-738 
(K) M*ADEAGSEADHEGTHSTK (5) sp|p02671|fiba_human 1.7e5 0.87 765-2381 
(K) M*KPVPDLVPGN (2) sp|p02671|fiba_human 7.3e4 0.41 6732-6841 
(K) M*KPVPDLVPGNFK (4) sp|p02671|fiba_human 9.5e4 0.79 7137-7918 
(K) MADEAGSEADHEGTHSTK (3) sp|p02671|fiba_human 4.9e4 0.86 2523-2732 
(K) MKPVPDLVPGN (1) sp|p02671|fiba_human 5.1e4 0.30 7690 
(K) MKPVPDLVPGNFK (3) sp|p02671|fiba_human 9.5e4 0.88 8076-8582 
(K) NSLFEYQK (2) sp|p02671|fiba_human 3.7e4 0.61 7173-7189 
(K) NVRAQLVDM*K (2) sp|p02671|fiba_human 3.3e4 0.63 4023-4350 
(K) NVRAQLVDMK (2) sp|p02671|fiba_human 2.5e5 0.88 5761-5787 
(V) PDLVPGNFK (4) sp|p02671|fiba_human 7.7e4 0.44 7758-9099 
(K) PVPDLVPGNFK (4) sp|p02671|fiba_human 6.3e4 0.69 7691-9059 
(K) QFTSSTSYNRGDSTFES (1) sp|p02671|fiba_human 1.5e4 0.94 6247 
(K) QFTSSTSYNRGDSTFESK (1) sp|p02671|fiba_human 2.0e4 0.84 5424 
(K) QLEQVIAK (1) sp|p02671|fiba_human +1 2.3e4 0.17 5254 
(K) RLEVDIDIK (1) sp|p02671|fiba_human +3 3.7e4 0.54 7983 
(N) SLFEYQK (1) sp|p02671|fiba_human 2.0e5 0.69 7210 
(K) TFPGFFSPM* (1) sp|p02671|fiba_human 4.4e3 0.11 10772 
(K) TFPGFFSPM*LG (1) sp|p02671|fiba_human 2.1e3 0.34 11547 
(K) TFPGFFSPM*LGEF (2) sp|p02671|fiba_human 3.1e4 0.94 12184-12186 
(K) VPPEWK (1) sp|p02671|fiba_human +5 2.3e5 0.39 5930 
(K) VQHIQLLQK (1) sp|p02671|fiba_human 3.5e4 0.41 6009 
(R) VVERHQSACK (2) sp|p02671|fiba_human 3.8e4 0.89 657-658 
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ANÁLISIS DE LA SECUENCIA C-TERMINAL 

 

 

 
 
 

Secuencia de la proteína               Espectro de péptidos identificados 
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Fibrinógeno humano α (FGA-isoforma A, número de acceso de “GenBank”  NP_068657) 

*                  *         *              * 
mfsmrivclvlsvvgtawtadsgegdflaegggvrgprvverhqsackdsdwpfcsdedwnykc 
       *                 **         *       
psgcrmkglidevnqdftnrinklknslfeyqknnkdshslttnimeilrgdfssannrdntyn 
                    *        *  *      *          
rvsedlrsrievlkrkviekvqhiqllqknvraqlvdmkrlevdidikirscrgscsralarev 
   *      *                      * * *             *     *   
dlkdyedqqkqleqviakdllpsrdrqhlplikmkpvpdlvpgnfksqlqkvppewkaltdmpq 
                                     
mrmelerpggneitrggstsygtgsetesprnpssagswnsgssgpgstgnrnpgssgtggtat 
 
wkpgssgpgstgswnsgssgtgstgnqnpgsprpgstgtwnpgssergsaghwtsessvsgstg 
                                                * 
qwhsesgsfrpdspgsgnarpnnpdwgtfeevsgnvspgtrreyhteklvtskgdkelrtgkek 
                                *               
vtsgsttttrrscsktvtktvigpdghkevtkevvtsedgsdcpeamdlgtlsgigtldgfrhr   
    *          *                              * 
hpdeaaffdtastgktfpgffspmlgefvsetesrgsesgiftntkessshhpgiaefpsrgKs 
     *                    *      
Ssyskqftsstsynrgdstfesksykmadeagseadhegthstkrghaksrpvrgihtsplgkp 
 

 

Figura 22. Análisis MS/MS y de la secuencia de aminoácidos C-terminal del fragmento generado de 

la cadena α del fibrinógeno humano  tras su incubación con el complejo recombinante triptasa 

humana-β•heparina durante 1 minuto. Se muestran todos los péptidos obtenidos en el análisis por 

MS/MS (A). En el análisis de la secuencia C-terminal (B), aunque se mapeó el fragmento completo, se 

muestra sólo la región C terminal hasta el residuo 481 para mayor claridad. La línea vertical roja señala el 

residuo Lys575, que es el sitio de ruptura preferente por el complejo triptasa humana-β•heparina. En C se 

representan los resultados del análisis MS/MS sobre  la secuencia de aminoácidos de la cadena α del 

fibrinógeno. En rosa se muestra el péptido señal y en amarillo, la secuencia del fibrinopéptido A. El 

extremo N terminal de cada péptido obtenido del análisis MS/MS se indica con un asterisco, en verde (*) 

los situados en posición proximal a K575, sitio de ruptura preferente, y en rojo (*) los situados en 

posición C-terminal con respecto a este residuo. La secuencia C-terminal ausente en el análisis de MS/MS 

se señala en rosa. 

C 

Lys575 



 

 

83 

Como muestra la figura 21, en el análisis  por MS/MS del fragmento de la 

cadena α, obtenido tras 15 minutos de incubación del fibrinógeno humano con el 

complejo triptasa humana-β•heparina, la mayoría de los péptidos obtenidos residen en 

posición N-terminal con respecto al residuo K575, y sólo se detectan dos péptidos en 

posición C-terminal con respecto a este residuo. Muchos de los péptidos se aislaron más 

de una vez. Por ejemplo, el péptido GLIDEVNQDFTN en posición N-terminal a K575 

se aisló 23 veces, mientras que los péptidos QFTSSTSYNRGDSTFESK y 

MADEAGSEADHEGTHSTK, localizados en situación C-terminal a K575, se aislaron 

2 y 1 vez, respectivamente. Los datos del análisis de la secuencia C-terminal revelan 

que el sitio preferente de ruptura de la triptasa humana-β en la cadena α del fibrinógeno 

humano es Lys575, un aminoácido que concuerda con la especificidad de substrato de la 

triptasa humana-β.  

La figura 22 muestra el análisis  por MS/MS y de la secuencia C-terminal del 

fragmento de la cadena α, obtenido tras 1 minuto de incubación del fibrinógeno humano 

con el complejo triptasa humana-β•heparina. En este caso se obtienen 22 péptidos cuyas 

secuencias C-terminales terminan en K575. De nuevo se obtienen muchos menos 

péptidos en posición C-terminal a K575, aunque más que en el análisis anterior del 

fragmento obtenido tras 15 minutos de incubación del substrato con el enzima. La 

presencia de estos péptidos podría deberse a una ruptura incompleta del fibrinógeno por 

el complejo triptasa humana-β•heparina, de manera que derivasen de fibrinógeno no 

digerido presente en la muestra. Sin embargo, en el análisis no se identifica ningún 

péptido que contenga la secuencia C-terminal de la cadena rghaksrpvrgihtsplgkp. Este 

péptido debería haberse aislado si parte del fibrinógeno en el ensayo no hubiera sido 

digerido por la triptasa tras un periodo de incubación de 1 minuto.  Es posible que la 
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presencia de estos péptidos en posición C-terminal a K575, se deba a que el complejo 

triptasa humana-β•heparina pueda romper el extremo C-terminal en algún otro sitio 

mas. 

 El péptido de ~7-kDa producto de la digestión del fibrinógeno humano con el 

complejo triptasa humana-β•heparina, visualizado en el análisis por SDS-PAGE e 

inmunoblot del producto de esta digestión, que es reconocido por el anticuerpo ab83477 

(Fig. 16B), fue analizado también mediante MS/MS. Para ello, los péptidos resultantes 

de la digestión se sometieron a filtración en una columna de filtración por 

centrifugación, seguido de concentración mediante precipitación en ácido 

tricloroacético, y análisis por SDS-PAGE. El péptido de 7 kDa purificado se sometió a 

digestión enzimática exhaustiva y los péptidos resultantes al análisis MS/MS. El análisis 

MS/MS de este péptido purificado confirma que deriva del extremo C-terminal de la 

cadena α del fibrinógeno humano (Fig. 23). 
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ANÁLISIS POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS EN TÁNDEM (MS/MS) 

Ssp|P02671|FIBA_HUMAN MS/MS Spectra: 10 Sum TIC: 1.1e6 Avg TIC: 1.1e5 Cov: 6.4% Uniq: 7 
Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GN=FGA PE=1 SV=2 
(P1) Sequence (count) Reference (+addnl) Σ TIC Sfmax Scans 
(R) GDSTFESK (2) sp|p02671|fiba_human +2 9.0e5 0.81 1356-3190 
(R) GDSTFESKSYK (1) sp|p02671|fiba_human +2 2.4e3 0.50 3489 
(R) GGSTSYGTGSETESPR (1) sp|p02671|fiba_human +2 1.3e5 0.97 1358 
(K) M*ADEAGSEADHEGTHSTK (2) sp|p02671|fiba_human +2 2.0e4 0.93 1268-2884 
(K) QFTSSTSYNRGDSTFESK (2) sp|p02671|fiba_human +2 1.2e4 0.63 4475-4477 
(N) RGDSTFESK (1) sp|p02671|fiba_human +2 7.8e3 0.68 1323 
(K) SYKM*ADEAGSEADHEGTHSTK (1) sp|p02671|fiba_human +2 7.4e3 0.57 3099 

 

Fibrinógeno humano α (FGA-isoforma A, número de acceso de “GenBank”  NP_068657) 

 

 

Figura 23. Análisis por MS/MS del péptido de ~7-kDa producto de la digestión del fibrinógeno 

humano por el complejo triptasa humana-β•heparina. Se muestran todos los péptidos obtenidos en el 

análisis por MS/MS (A). En el esquema se identifican los péptidos obtenidos sobre la secuencia de la 

cadena α del fibrinógeno humano (B). Nueve de los diez péptidos obtenidos residen en la secuencia de 69 

aminoácidos del extremo C-terminal de la cadena α de la proteína, en posición distal a K575. 

A 

B 
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Los datos obtenidos revelan que el extremo N-terminal de la cadena α del 

fibrinógeno no es susceptible a la triptasa. En contraste, la ruptura ocurre de forma 

preferente en el residuo Lys575 que reside a 69 amino ácidos del extremo C-terminal de 

la cadena α. Este hallazgo está apoyado por el hecho de que se vea un péptido de ~7 -

kDa en el análisis por SDS-PAGE e inmunoblot del producto de esta digestión, que es 

reconocido por el anticuerpo ab83477 (Fig. 16B). El análisis por MS/MS de este 

péptido purificado confirma que deriva del extremo C-terminal de la cadena α del 

fibrinógeno humano (Fig. 23). A pesar de estos hallazgos, se encontraron más péptidos 

que corresponden a los residuos 576-625 de la cadena α en el producto de la digestión 

de la muestra de fibrinógeno humano incubada con el complejo triptasa humana-

β•heparina durante 1 minuto (Fig. 22) que en la muestra incubada durante 15 minutos 

(Fig. 21). Además, la mayor parte de la inmunoreactividad vista en la proteína intacta  

se pierde rápidamente cuando el fibrinógeno humano se incuba con el complejo triptasa 

humana-β•heparina durante 15 minutos o mas (Figs. 16B y 19B). Todos estos datos, 

indican que el extremo C-terminal de 69 aminoácidos de la cadena α del fibrin ógeno se 

rompe rápidamente en la posición Lys575 y en al menos otro sitio más. 

 

2. Proteólisis preferencial de la cadena α del fibrinógeno de ratón por los 

complejos triptasa humana-β• y mMCP-6•heparina— 

Cuando Thomas y colaboradores (106) publicaron que la cadena α del 

fibrinógeno humano era altamente susceptible a un complejo no definido triptasa 

humana-β•heparina, purificado de biopsias de pulmón humano en su estudio in vitro, 

estos investigadores concluyeron que la proteólisis ocurría de forma preferente en el 

residuo Arg591. Como puede verse en la figura 24, Arg591 reside en una secuencia de 
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14 aminoácidos que no está presente en la cadena α del fibrinógeno de ratón. Es posible 

que la preparación de pulmón humano utilizada en el estudio de Thomas et al. de 1998 

contuviera una isoforma alélica o una variante de ensamblaje de triptasa humana-β que 

tuviera una especificidad de substrato nueva. Sin embargo, si la proteólisis ocurriera en 

la mayoría de los humanos en esta secuencia de aminoácidos no conservada, la cadena α 

del fibrinógeno de ratón no se rompería de forma eficiente por la triptasa humana-β o su 

ortólogo murino mMCP-6 unidas iónicamente a heparina. Sin embargo, tal como 

muestra el análisis por SDS-PAGE e inmunoblot, el fibrinógeno de ratón no solo se 

rompe rápidamente por la triptasa humana-β recombinante generada en levaduras (Fig. 

25 y 26), sino también por la triptasa humana-β y la triptasa mMCP-6 recombinantes 

generadas en células de insectos (Fig. 27). Los complejos recombinantes mMCP-

6•heparina también rompieron el fibrinógeno en presencia de los inhibidores de 

proteasas de suero humano al 0,2%. 
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1    MFSMRIVCLVLSVVGTAWTADS-GEGDFLAEGGGVRGPRVVERHQSACKDSDWPFCSDED  59 
     M S+R+ CL+LSV  T WT D+  +G+FL+EGGGVRGPRVVERHQS CKDSDWPFCSD+D 
1    MLSLRVTCLILSVASTVWTTDTEDKGEFLSEGGGVRGPRVVERHQSQCKDSDWPFCSDDD  60 
 
60   WNYKCPSGCRMKGLIDEVNQDFTNRINKLKNSLFEYQKNNKDSHSLTTNIMEILRGDFSS  119 
     WN+KCPSGCRMKGLIDE NQDFTNRINKLKNSLF++Q+NNKDS+SLT NIME LRGDF++ 
61   WNHKCPSGCRMKGLIDEANQDFTNRINKLKNSLFDFQRNNKDSNSLTRNIMEYLRGDFAN  120 
 
120  ANNRDNTYNRVSEDLRSRIEVLKRKVIEKVQHIQLLQKNVRAQLVDMKRLEVDIDIKIRS  179 
     ANN DNTY +VSEDLR RIE+L+RKVIEK Q IQ LQ NVRAQL+DMKRLEVDIDIKIRS 
121  ANNFDNTYGQVSEDLRRRIEILRRKVIEKAQQIQALQSNVRAQLIDMKRLEVDIDIKIRS  180 
 
180  CRGSCSRALAREVDLKDYEDQQKQLEQVIAKDLLPSRDRQHLPLIKMKPVPDLVPGNFKS  239 
     C+GSCSRA+ RE++L+DYE  QKQL+QVIAK+LLP++DRQ+LP +KM PVPDLVPG+FKS 
181  CKGSCSRAVNREINLQDYEGHQKQLQQVIAKELLPTKDRQYLPALKMSPVPDLVPGSFKS  240 
 
240  QLQKVPPEWKALTDMPQMRMELERPGGNEITRGGSTSYGTGSETESPRNPSSAGSWNSGS  299 
     QLQ+ PPEWKALT+M QMRMELERPG +  +RG           +SP +       +  + 
241  QLQEAPPEWKALTEMRQMRMELERPGKDGGSRG-----------DSPGDSRGDSRGDFAT  289 
 
300  SGPGSTGNRNPGSSGTGGTATWKPGSSGPGSTGSWNSGSSGTGSTGNQNPGSPRPGSTGT  359 
      GPGS                  P + GPG +G W  G+SG+GS GN+N     PG+TG  
290  RGPGSKAE--------------NPTNPGPGGSGYWRPGNSGSGSDGNRN-----PGTTG-  329 
 
360  WNPGSSERGSAGHWTSESSVSGSTGQWHSESGSFRPDSPGSGNARPNNPDWGTFEEVSGN  419 
                         S  TG W   +GS RP S  SGN RP NP+WG F E   + 
330  --------------------SDGTGDWG--TGSPRPGSD-SGNFRPANPNWGVFSEFGDS  366 
 
420  VSPGTRREYHTEKLVTSKGDKELRTGKEKVTSGSTTTTRRSCSKTVTKTVIGPDGHKEVT  479 
      SP TR+EYHT K VTSKGDKEL  GKEKVTS  T+TT RSCSKT+TKTV GPDG +EV  
367  SSPATRKEYHTGKAVTSKGDKELLIGKEKVTSSGTSTTHRSCSKTITKTVTGPDGRREVV  426 
 
480  KEVVTSEDGSDCPEAMDLG-TLSGIGTLDGFRHRHPDEAAFFDTASTGKTFPGFFSPMLG  538 
     KEV+TS+DGSDC +A +L  + S  G+LD    RHPD + FFD         G  SP    
427  KEVITSDDGSDCGDATELDISHSFSGSLDELSERHPDLSGFFDNHF------GLISPNFK  480 
                                         *Lys575         *Arg591    

539  EFVSETESRGSESGIFTNTKESSSHHPGIAEFPSRGKSSSYSKQFTSSTSYNRGDSTFES 598 
     EF S+T    S+S I TN ++ SSH P   EF S  K+S+  KQ T               
481  EFGSKTH---SDSDILTNIEDPSSHVP---EFSSSSKTSTVKKQVT--------------  520 
 
599  KSYKMADEAGSEADHEG-THSTKRGHAKSRPVR  630 
     K+YKMADEAGSEA  EG T +TKRG A++RP R 
521  KTYKMADEAGSEAHREGETRNTKRGRARARPTR  553 
 

Figura 24. Comparación de las secuencias de aminoácidos de la cadena α del fibrinógeno humano 

(en rojo) (“GenBank”, número de acceso NP_068657) y el de ratón (en verde) (“GenBank” número 

de acceso NP_034326). En negro se muestran los aminoácidos de la secuencia comunes a ambas 

especies. El sitio de ruptura Lys575 en la cadena α del fibrinógeno en las dos especies es casi idéntico, 

mientras que el sitio de ruptura en el fibrinógeno humano propuesto por Thomas y colaboradores 

(Arg591), se encuentra en una secuencia de aminoácidos que está ausente en el fibrinógeno de ratón. 
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Figura 25. La cadena α del fibrinógeno de ratón es susceptible a los complejos triptasa humana-

β•heparina. Se incubó fibrinógeno de ratón (mFbg)  con un complejo triptasa humana-β•heparina durante 

1-180 minutos y la digestión resultante se sometió a SDS-PAGE. El gel mostrado se tiñó con azul de 

Coomassie. Como se muestra, la cadena α del fibrinógeno de ratón se rompe de forma preferente por el 

complejo triptasa humana-β•heparina.  

 

 

 

 

 

 

Std       mFbg                mFbg + triptasa humana-β•heparina  
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Figura 26. La cadena α del fibrinógeno de ratón es susceptible a los complejos triptasa humana -

β•heparina. Se preparó un SDS-PAGE/inmunoblot de fibrinógeno de ratón (mFbg) sin tratar o expuesto 

al complejo triptasa humana-β•heparina durante 1 o 30 minutos, utilizando el anticuerpo de conejo anti-

fibrinógeno ab83477. Igual que ocurría cuando el fibrinógeno humano se incubaba con el complejo 

enzimático,  (Fig. 19B), el antígeno en el extremo C-terminal del fibrinógeno de ratón reconocido por el 

anticuerpo se pierde rápidamente.  

 

 

 

Tiempo (minutos) 

Cadena α 

   mFbg         mFbg + triptasa humana-β•heparina  
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Figura 27. La cadena α del fibrinógeno  de ratón es susceptible a complejos recombinantes 

mMCP-6•heparina glicosaminoglicano.  Se incubó fibrinógeno de ratón (mFbg) durante 10 minutos a 

37°C en ausencia  (carril 1) o presencia de complejos recombinantes triptasa humana-β•heparina (carriles 

2, 3) o mMCP-6•heparina (carril 4). Las proteasas recombinantes utilizadas en este experimento fueron 

generadas en células de levaduras (carril 2) o de insectos (calles 3 y 4), y el ratio substrato:enzima era 

30:1 o mayor. La cadena α del fibrinógeno de ratón está señalada. Como se obtienen datos similares si la 

triptasa recombinante se expresa en células de insectos o de levaduras, el factor activo en las 

preparaciones no es un contaminante que se origine en la célula en la que se expresa. 
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La triptasa humana-β y mMCP-6 se encuentran empaquetadas en los gránulos 

secretores de los mastocitos unidos iónicamente a proteoglicanos serina-glicina en lugar 

de glicosaminoglicanos. Además, ambas enzimas presentes en los mamíferos, contienen 

N-glicanos de tipo complejo. Las proteínas están glicosiladas de forma diferente en las 

células de mamíferos a las células de insectos y de levaduras. En los experimentos 

anteriores se utilizaron complejos recombinantes triptasa humana-β•glicosaminoglicano 

generados en células de insectos y levaduras, en lugar de complejos endógenos triptasa 

humana-β• y mMCP-6•proteoglicanos serina-glicina de los mastocitos. Por eso, se 

evaluó si la cadena α del fibrinógeno de ratón era o no susceptible también a los 

complejos nativos mMCP-6•proteoglicanos serina-glicina presentes en mastocitos de 

médula ósea de ratones mMCP-6+/mMCP-7- cultivados con IL-3/IL-33. La cadena α 

del fibrinógeno de ratón era partida rápidamente por una proteasa neutra sensible al 

calor presente en estas células, como ocurre con un complejo recombinante mMCP-

6•heparina (Fig. 28).  
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Figura 28. La cadena α del fibrinógeno de ratón es susceptible a complejos naturales mMCP-

6•proteglicanos serina-glicina. Se expuso fibrinógeno de ratón (carril 2) al lisado de mastocitos de 

médula ósea de ratón que contiene complejos naturales mMCP-6• proteglicanos serina-glicina sin hervir 

(carril 3) y hervido (carril 4). Los marcadores de peso molecular se muestran en el carril 1. En el carril 5 

se muestra la baja cantidad  de proteína presente en el lisado utilizado en este experimento. La pérdida de 

la mayor parte de la cadena α del fibrinógeno en el carril 3 indica que esta proteína del plasma también es 

susceptible a la triptasa mMCP-6 natural.  
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3. Actividad anticoagulante de los complejos mMCP-6• y triptasa humana-

β•heparina in vitro—  

El hallazgo de que la cadena α del fibrinógeno de ratón y humano se rompa 

rápidamente por los complejos mMCP-6• y triptasa humana-β•heparina in vitro, incluso 

si la reacción tiene lugar en presencia de inhibidores de proteasas del suero, sugiere la 

posibilidad de que estos mediadores de los gránulos de los mastocitos puedan impedir la 

coagulación del plasma mediada por la trombina. La medición por un fibrómetro del 

tiempo de coagulación de las muestras de plasma antes y después de su incubación con 

los complejos triptasa•heparina, reveló que el tiempo requerido por la trombina para 

coagular el plasma, se retrasaba de forma importante si las muestras de plasma se 

habían expuesto inicialmente a un complejo triptasa de ratón o humana•heparina (Fig. 

29). Esta prolongación del tiempo de coagulación era muy superior al producido por la 

heparina a dosis de 100 µg, dosis muy superior a la presente en los complejos 

enzimáticos (0,5-4,5 µg). 

 Por tanto, se puede concluir que el factor anticoagulante activo de estos 

complejos es la triptasa en lugar de la heparina, ya que este glicosaminoglicano 

utilizado para crear los complejos tiene una actividad anticoagulante relativamente 

pobre a la dosis utilizada.  
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   Fibrinógeno (mg/dl) Tiempo coagulación (segundos) 

Plasma (basal) 235 22 

Plasma + triptasa h-β (6.6 
µg) 

60 89 

Plasma + triptasa h-β (3,3 
µg) 

74 72 

Plasma + mMCP-6 (10 µg) 92 58 

Plasma + heparina (100 
µg) 

199 26 

 

 

 

    

Figura 29. Actividad anticoagulante de los complejos recombinantes mMCP-6• y triptasa humana 

(h)-β•heparina comparada con la de la heparina. En este experimento se incubó a 37oC plasma 

humano (100 μl/ensayo), extraído en tubos de citrato sódico,  con heparina sóla (100 μg) o con complejos 

recombinantes triptasa humana-β (3,3 y 6,6 μg) o mMCP-6 (10 μg)•heparina, durante 60 minutos. Se 

determinó el tiempo requerido por la trombina para coagular las muestras en relación a la muestra de 

plasma no tratada (basal), usando un fibrómetro. La preparación de heparina utilizada para crear los 

complejos de triptasa recombinantes tiene una actividad anticoagulante baja, demostrando que el factor 

anticoagulante primario en los complejos proteasa•glisoaminoglicano era la triptasa mMCP-6 o la triptasa 

humana-β en lugar de la  heparina.  
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4. Actividad anticoagulante de los complejos mMCP-6•heparina in vivo:  

formación de depósitos tisulares de fibrina en la reacción de ACP en ratones 

B6— 

Confirmando los datos previos in vitro, la investigación de la acción 

anticoagulante de la triptasa mMCP-6 in vivo, reveló que se acumularon más depósitos 

de fibrina en la piel de los ratones mMCP6-/mMCP7- B6 (carentes de triptasa mMCP-

6), 6 horas después de someter a estos animales a la reacción de ACP, que en la piel de 

los ratones 6+/7- B6 sometidos a la misma reacción (Fig. 30). 

      

Figura 30. Estudio inmunohistoquímico de la presencia de depósitos tisulares de fibrina después de 

la reacción de ACP. Se inyectó IgE anti-DNP en las orejas de ratones 6+/7- B6 (panel de la izquierda) y 

ratones 6-/7- B6 (panel de la derecha). Después se inyectó DNP-albúmina en las venas de la cola de 

ambos animales sensibilizados. Seis horas después, los animales fueron sacrificados y se procesaron 

muestras para inmunohistoquímica utilizando un anticuerpo anti-fibrinógeno/fibrina de ratón marcado 

con fluoresceína (color verde; flecha). Las secciones de tejido también se tiñeron con Hoechst 33342, que 

es una tinción que se une al ADN en el núcleo de las células (azul), así como con Rojo Texas conjugado 

con avidina (color rojo; flechas) que reconoce la heparina, para identificar los mastocitos y sus complejos 

proteasa•heparina exocitados.  
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 Como control negativo se inyectó PBS en lugar de IgE anti-DNP en una de las 

orejas de cada animal (Fig. 31). 

 

Figura 31. Estudio inmunohistoquímico de la presencia de depósitos de fibrina después de la 

reacción de ACP. Muestra las tres tinciones utilizadas por separado y juntas en un ratón 6+/7- en la oreja 

en la que se inyectó PBS en lugar de IgE, como control negativo. No se observan depósitos de fibrina ya 

que no ha tenido lugar la degranulación mastocitaria ante la ausencia de sensibilización . 
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Figura 32. Estudio inmunohistoquímico de la presencia de depósitos de fibrina después de 

la reacción de ACP. Se muestra la aparición de depósitos de fibrina (en verde) en los ratones carentes de 

triptasa 6-/7- B6 sometidos a la reacción de ACP, en la oreja en la que se inyectó IgE, mientras que no se 

observan en ratones 6+/7-  en la oreja sensibilizada, ni en los controles negativos de ambos ratones en la 

oreja en la que se inyectó PBS. 

 

Depósitos de 

fibrinógeno/fibrina 

Depósitos de 

fibrinógeno/fibrina 
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A continuación se muestran los datos de los 12 animales analizados y los 

resultados obtenidos en diferentes condiciones.  

 

Nº animal Genotipo Dosis  (µg) 
DNP-albúmina  

Tiempo  
Post-ACP 

55 6-/7- 20 1 hora 

67 6-/7- 20 1 hora 

62 6+/7- 20 1 hora 

74 6-/7- 100 1 hora 

79 6-/7- 100 1 hora 

91 6+/7- 100 1 hora 

51 6-/7- 20 6 horas 

70 6-/7- 20 6 horas 

75 6+/7- 20 6 horas 

73 6-/7- 100 6 horas 

81 6-/7- 100 6 horas 

86 6+/7- 100 6 horas 

 

Tabla 4. Características de los 12 animales analizados en la reacción de ACP, su genotipo, la dosis 

administrada del antígeno DNP-albúmina y el tiempo en el que son sacrificados tras la inducción de la 

reacción de ACP. 
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Figura 33A 
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Figura 33B 
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Figura 33C 
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Figura 33. Estudio inmunohistoquímico de la presencia de depósitos de fibrina después de la 

reacción de ACP en los 12 animales analizados, en diferentes condiciones en cuanto a la dosis de 

antígeno DNP-albúmina sérica humana (20 o 100 µg) administrada y en cuanto al tiempo en el que los 

animales son sacrificados después de someterse a la reacción de ACP (1 o 6 horas). Los ratones 6-/7-  que 

no expresan triptasa mMCP-6 (paneles de la derecha), muestran más depósitos de fibrinógeno/fibrina (en 

verde) que los ratones 6+/7- (paneles de la izquierda). 

 

Figura 33D 



 

 

104 

 En las imágenes de la figura 33 se muestra cómo se encuentra una diferencia 

notable en la cantidad de fibrinógeno/fibrina inmunoreactiva entre las orejas de los 

ratones 6+/7- y las orejas de los ratones  transgénicos carentes de triptasa 6-/7-, a las 6 

horas de inducir la ACP, tanto en los animales provocados con 20 µg de DNP-albúmina 

(Fig. 33A) como en los provocados con la dosis mayor del antígeno de 100 µg (Fig. 

33B). La diferencia en los datos inmunohistoquímicos es muy notable en el caso de los 

ratones provocados con 100 µg del antígeno DNP-albúmina, posiblemente porque una 

dosis mayor de antígeno causa la liberación de más cantidad de mMCP-6 capaz de 

destruir por proteólisis el fibrinógeno que está alrededor antes de que éste pueda 

convertirse en fibrina. 

 La diferencia entre los niveles de depósitos de fibrinógeno/fibrina entre ambos 

tipos de ratones, 1 hora después de inducir la reacción de ACP, es menos clara en el 

caso de la dosis menor de DNP-albúmina de 20 μg (Fig.33C). Una posible explicación 

es que la triptasa mMCP-6 exocitada tarda unas horas en destruir mediante proteólisis el 

fibrinógeno extravasado en los sitios de edema en el ratón 6+/7-. Al igual que ocurre en 

el análisis a las 6 horas, la diferencia se ve mas clara con la dosis mayor de antígeno de 

100 µg (Fig. 33D). 
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 Previamente se ha demostrado que el fibrinógeno de ratón es una diana 

preferente de la triptasa de ratón mMCP-7 natural y recombinante, in vitro e in vivo 

(49). Ahora se demuestra que el fibrinógeno de ratón también es una diana preferente de  

la triptasa mMCP-6 unida iónicamente al glicosaminoglicano heparina o a 

proteoglicanos serina-glicina (Figs. 27, 28). Este hallazgo es inesperado ya que ambas 

triptasas recombinantes mMCP-6 y mMCP-7 no tienen preferencias de substrato 

idénticas cuando se analiza una biblioteca de péptidos expresados en fagos. Además se 

muestra que la triptasa mMCP-6 tiene un papel fundamental en prevenir la acumulación 

de depósitos de fibrina en los tejidos, cuando los mastocitos de la piel de los ratones B6 

degranulan en la reacción de ACP (Figs. 30, 32, 33). El hecho de que las cadenas  α del 

fibrinógeno de ratón (Fig. 25, 26) y del fibrinógeno humano (Figs. 13-16, 21, 22, 23) se 

rompan de forma similar por los complejos recombinantes triptasa humana-β• heparina 

a pH neutro, sugiere que los datos obtenidos  in vivo en los ratones, reflejan lo que 

ocurre en humanos en los sitios de inflamación.   

 La capacidad para formar fibrina cuando la piel o una superficie mucosa se daña,  

es esencial para evitar la pérdida de de sangre y la entrada de patógenos en el 

organismo. Sin embargo, la formación de depósitos de fibrina y de coágulos de fibrina y 

plaquetas intravasculares o tisulares, puede tener consecuencias fatales. Cuando los 

mastocitos en la piel y otros tejidos conectivos degranulan, estas células del sistema 

inmunitario liberan rápidamente el contenido de sus gránulos secretores, que incluye la 

histamina y los complejos triptasa•proteoglicanos serina-glicina. La histamina es el 

principal factor que aumenta la permeabilidad vascular, debido a su capacidad de unirse 

a los receptores  H1 localizados sobre la superficie de las células del endotelio vascular, 
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induciendo el edema que se produce en los tejidos. Esto causa un flujo del fibrinógeno 

del plasma hacia los tejidos en el sitio de la inflamación.  

 El fibrinógeno es un componente principal de la sangre, donde su concentración 

normal es ~2 mg/mL. Como es una glicoproteína de fase aguda sintetizada en el hígado, 

sus niveles circulantes pueden llegar a 4 mg/mL en situaciones de enfermedad. La 

isoforma principal del fibrinógeno en el plasma humano y de ratón  es un dímero, 

formado por  dos monómeros que consisten cada uno en tres cadenas peptídicas  unidas 

por puentes disulfuro. Se ha mostrado que las triptasas de ratón y humana rompen el 

extremo C-terminal de la cadena α del fibrinógeno, sin encontrarse ninguna evidencia 

de proteólisis en el extremo N-terminal de la cadena (Figs. 21, 22, 23). Debido a la 

restricción espacial de los dos monómeros del fibrinógeno en la unidad dimérica 

circulante (114), es probable que el extremo N-terminal de la cadena α tenga dificultad 

para acceder al poro central del tetrámero de la triptasa (51), especialmente cuando la 

triptasa está unida a la heparina, glicosaminoglicano cargado negativamente que 

restringe la preferencia de substrato del enzima (50). El extremo C-terminal de la 

cadena α no está unido covalentemente a las cadenas β y γ de la proteína mediante 

puentes disulfuro. Por eso, está más expuesta que el resto de la proteína plasmática. 

Posiblemente, esta característica estructural es la razón por la que el extremo C-terminal 

de la cadena α  del fibrinógeno es más susceptible a las triptasas de los mastocitos de 

ratón y humanos que las cadenas β y γ.  

El factor Xa es la proteasa de tipo serina que convierte la pro-trombina en 

trombina activa. La heparina tiene un efecto anticoagulante en parte por su actividad 

anti-factor Xa. Una vez formada, la trombina es regulada negativamente por la anti-

trombina-III/serpina C1. En ausencia de heparina o sulfato de heparano, la eficiencia de 
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la interacción trombina•serpina C1 es pobre. Sin embargo, cuando la serpina C1  

encuentra una secuencia pentasacárida altamente sulfatada presente en las cadenas de la 

heparina del proteoglicano serina-glicina y de las cadenas sulfato de heparano del 

proteoglicano syndecan-4, este inhibidor de proteasa sufre un cambio conformacional 

que incrementa su afinidad por la trombina más de 1000 veces. Es decir, la heparina 

actúa también potenciando el efecto inhibitorio de la serpina C1 sobre la trombina. Los 

mastocitos de la piel de ratones y humanos tienen proteoglicanos serina-glicina que 

contienen cadenas de heparina. En los  sitios de edema que se forman cuando los 

mastocitos cutáneos degranulan, no se observan depósitos de fibrina, como puede verse 

en los ratones 6+/7-  B6 sometidos  a la reacción de ACP (Figs. 30, 32, 33). Por eso, se 

ha propuesto que el factor anticoagulante relevante liberado de los mastocitos activados 

es la heparina, que impediría la formación de fibrina evitando la generación de trombina 

dependiente del Factor Xa, así como potenciando la inactivación de la trombina 

dependiente de la serpina C1.   

Aunque la heparina de origen porcino se utiliza farmacológicamente para 

prevenir la coagulación dependiente de la trombina in vivo e in vitro, se cree que los 

glicosaminoglicanos relevantes fisiológicamente son las cadenas anticoagulantes del 

sulfato de heparano de los proteoglicanos endógenos syndecan-4 de la superficie de las 

células endoteliales (115). En apoyo a esta conclusión, no más de un tercio de las 

cadenas de heparina unidas a los proteoglicanos serina-glicina en los mastocitos de 

ratón y humanos son, capaces de activar la serpina C1, y muchas preparaciones de 

heparina tienen una actividad anticoagulante pobre por sí mismas, como ocurre con la 

preparación utilizada en este estudio para crear los complejos triptasa•heparina (Fig. 

29). Además, la heparina de los mastocitos está unida covalentemente al núcleo 



 

 

109 

peptídico resistente a proteasas del proteoglicano serina-glicina, y la función primaria de 

este proteoglicano serina-glicina resultante es empaquetar numerosas proteasas neutras 

en los gránulos secretores de los mastocitos (36, 37). Cuando los mastocitos se activan y 

degranulan en diversos tejidos conectivos, sus complejos proteasa•proteoglicano serina-

glicina exocitados permanecen intactos en la matriz extracelular durante horas (52). La 

mayoría de estos complejos son finalmente  fagocitados por macrófagos (116) y otras 

células (117, 118) donde se destruyen en los lisosomas. Así, en circunstancias normales, 

apenas queda disponible en los tejidos el glicosaminoglicano que contiene la heparina, 

para unirse a la serpina C1, al Factor Xa, o incluso a la trombina. Los fragmentos de 

heparina de bajo peso molecular que se utilizan farmacológicamente para prevenir la 

coagulación sanguínea tampoco se han detectado en los tejidos con edema en ratones ni 

en humanos. Por lo tanto, queda por determinar el mecanismo por el cual los mastocitos 

previenen la coagulación sanguínea y el depósito de fibrina en los tejidos con edema.  

Pejler y Karlström (119) publicaron que la trombina puede ser destruida 

lentamente por el miembro de la familia de las quimasas de los mastocitos mMCP-4 in 

vitro, si la reacción tenía lugar en ausencia de plasma o suero. Este hallazgo sugiere la 

posibilidad de que la destrucción de la trombina dependiente de esta quimasa pudiera 

ser un modo alternativo por el que los mastocitos impidieran la coagulación sanguínea y 

la formación de fibrina in vivo. Se ha demostrado que los mastocitos de los ratones 6-/7- 

no tienen defecto en la expresión de mMCP-4 (2). El descubrimiento de que se 

acumulan depósitos de fibrina en la piel de ratones 6-/7- B6 que han sido sometidos a la 

reacción de ACP (Fig. 19B), sugiere por tanto que la destrucción de la trombina 

dependiente de mMCP-4 no es el modo primario por el que los mastocitos previenen la 

coagulación de la sangre y la formación de fibrina en los tejidos con edema, al menos en 
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el ratón B6 durante la reacción de ACP. En apoyo a esta conclusión, mMCP-4 y su 

enzima relacionada quimasa humana-1 (120, 121) son altamente susceptibles a varios 

inhibidores de proteasas presentes en el plasma (y por tanto en el fluido del edema), al 

contrario que mMCP-6, mMCP-7 (49), y la triptasa humana-β (53) (Fig. 19B). Si 

mMCP-4 y la quimasa humana-1 son rápidamente inactivadas por varios inhibidores de 

proteasas en el plasma, no sería posible que estas serín proteasas de los mastocitos 

pudieran funcionar como anticoagulantes eficaces in vivo.  

En el mecanismo anticoagulante dependiente de los mastocitos que se descubre 

en este estudio, los tetrámeros de las triptasas de estas células destruyen por proteólisis 

el fibrinógeno antes de que esta proteína del plasma pueda convertirse en fibrina por la 

acción de la trombina. Los datos mostrados sugieren que los complejos mMCP-6• y 

triptasa humana-β•heparina rompen el extremo C-terminal expuesto de la cadena α del 

fibrinógeno, como ya se había demostrado para mMCP-7 (49). En apoyo de esto datos 

in vitro, se detectó in vivo un notable aumento en la cantidad de depósitos de fibrina en 

la piel de los ratones que no expresan triptasa 6-/7- B6, 6 horas después de la inducción 

de una reacción de ACP (Figs. 30, 32, 33).  

En el presente estudio se ha mostrado que los complejos triptasa humana-

β•heparina rompen de forma preferencial la cadena α del fibrinógeno humano en la 

posición Lys575 (Figs. 21, 22 y 23). Aunque Thomas y colaboradores (106) publicaron 

en su estudio in vitro que un complejo no definido triptasa humana-β•heparina 

purificado de pulmón humano también rompe la cadena α del fibrinógeno humano, 

estos investigadores concluyeron que la proteólisis ocurre de forma preferencial en la 

posición Arg591, que reside en una secuencia de 14 aminoácidos que no está presente 

en el fibrinógeno de otras especies, incluyendo el ratón (Fig. 24). El descubrimiento de 
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que los complejos triptasa•heparina de ratón y humanos rompen rápidamente la cadena 

α del fibrinógeno de ratón (Figs. 25-28) revelaron que estos complejos deben degradar 

el fibrinógeno en un sitio más conservado que presumiblemente reside anteriormente a 

Arg591. El hallazgo de que los péptidos liberados en esta digestión eran reconocidos 

solo débilmente por el anticuerpo antifibrinógeno ab83477 (Fig. 17B) indican que los 

complejos triptasa humana-β•heparina rompen finalmente el dominio C-terminal de 69 

aminoácidos de la cadena α del fibrinógeno en más de un sitio.  

Para explicar los datos obtenidos mediante SDS-PAGE e inmunoblot (Figs. 13-

16 y 19) y del análisis  MS/MS y de la secuencia de aminoácidos C-terminal (Figs. 21-

23), los complejos triptasa humana-β•heparina podrían romper inicialmente la cadena α 

del fibrinógeno en Lys575 y después romper rápidamente el nuevo péptido generado de 

69 aminoácidos en múltiples sitios incluido Arg591. Alternativamente, la triptasa 

humana-β podría “morder” progresivamente el extremo C-terminal de la cadena α del 

fibrinógeno, parando finalmente en Lys575. Estas posibilidades no son mutuamente 

excluyentes, y se obtuvo evidencia experimental para ambas (Figs. 21-23). Los 

complejos recombinantes mMCP-6•heparina rompen de forma preferencial péptidos 

expresados en fagos en secuencias Lys-Thr (50) como la secuencia Lys575-Thr576 en 

la cadena α del fibrinógeno de ratón (Fig. 24). Sin embargo, si el escenario del 

“mordisqueo” es la manera principal por la que los complejos endógenos triptasa 

humana-β• y mMCP-6•heparina atacan la cadena α del fibrinógeno in vivo, es posible 

que la ruptura finalice en Lys575 debido a un problema estérico en la inserción del 

dominio C-terminal que quedaría en la cadena α dentro del poro central de la unidad 

tetramérica con forma de rosco de la triptasa.  
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El hecho de que las triptasas mMCP-6, mMCP-7, y la triptasa humana-β son 

anticoagulantes más eficaces que muchas preparaciones de heparina en base a su peso 

(Fig. 29), tiene implicaciones clínicas importantes y cambian el paradigma de cómo los 

mastocitos de ratones y humanos evitan la coagulación sanguínea y la acumulación de 

fibrina cuando estas células inmunes degranulan. La formación de depósitos de fibrina y 

de coágulos de fibrina y plaquetas en los tejidos, podría tener consecuencias 

devastadoras in vivo. Así, estos datos aportan una explicación de por qué no se ha 

identificado ningún humano carente de triptasa-β (27) y por qué los mamíferos poseen 

dos genes que codifican estas serín proteasas de mastocitos que reconocen el 

fibrinógeno. Los hallazgos también justifican la aparente fuerte presión en la evolución 

para evitar la expresión de inhibidores de proteasas circulantes que pudieran inactivar 

eficazmente las triptasas de los mastocitos de ratones y humanos. El descubrimiento de 

que no se acumulan depósitos de fibrina en la piel de los ratones 6+/7- B6 cuando se les 

somete a la reacción de ACP, en contraste con lo que ocurre en los ratones 6-/7- B6 

(Figs. 30, 32, 33), enfatiza la importancia de utilizar ratones transgénicos carentes de 

ambas triptasas en modelos de enfermedad, como se ha destacado previamente en un 

estudio de artritis (56).  

Finalmente, estos datos explican por qué algunos pacientes pediátricos con 

mastocitosis cutánea difusa, que presentan episodios agudos de degranulación 

mastocitaria durante infecciones, cirugía o vacunación, liberando triptasa-β en sangre 

periférica y en las lesions cutáneas, presentan sangrado de dichas lesiones o del tracto 

gastrointestinal (122). De forma anecdótica se ha observado también que algunas 

mujeres tienen un sangrado similar al de la menstruación poco después de sufrir un 

episodio de anafilaxia grave (Castells, datos no publicados) con liberación de tripasa-β 
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en sangre periférica y local de los mastocitos uterinos. El hallazgo de que las triptasas 

mMCP-6, mMCP-7 y la triptasa humana-β son potentes anticoagulantes, plantea la 

posibilidad de que la próxima generación de inhibidores de triptasa que son más 

específicos que los disponibles en la actualidad podrían ser útiles en prevenir los 

trastornos de sangrado que ocurren a veces en pacientes con mastocitosis sistémica y/o 

anafilaxia. El uso de complejos recombinantes triptasa-β•heparina (16. 17) también 

podría ser una forma más eficaz  de prevenir la enfermedad tromboembólica en la 

clínica  que utilizando heparina sola.  
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Conclusiones: 

1. El fibrinógeno es un substrato preferencial de la triptasa de ratón mMCP-6 y de 

la triptasa humana-β. 

2. La acción proteolítica de las triptasas sobre el fibrinógeno es resistente a los 

inhibidores de proteasas presentes en el suero. 

3. La triptasa humana-β ejerce su acción lítica sobre el fibrinógeno humano, de 

forma preferencial, en el extremo C-terminal de la cadena α, en la posición 

Lys575, en una secuencia conservada en el fibrinógeno murino y probablemente 

en algún sitio más del extremo C-terminal. 

4. La acción proteolítica de las triptasas sobre el fibrinógeno impide la coagulación 

del plasma dependiente de la trombina in vitro. 

5. La acción proteolítica de la triptasa mMCP-6 sobre el fibrinógeno, impide que se 

formen coágulos de fibrina in vivo en los tejidos, cuando los mastocitos se 

activan y degranulan, lo cuál tendría consecuencias fatales. 

 

El papel crítico de las triptasas, impidiendo la coagulación del plasma inducida 

por la trombina y la formación de depósitos de fibrina en los tejidos con edema tras 

la degranulación de los mastocitos, explica la persistencia de estas proteasas a lo 

largo de la evolución. 
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Investigaciones futuras: 

1. La detección de los fragmentos liberados de la proteólisis del fibrinógeno por las 

triptasas, como el péptido de ~7 kDa derivado del extremo C-terminal de la 

cadena α, podría servir como marcador de activación mastocitaria y de 

anafilaxia. Quedaría por determinar su estabilidad y su persistencia en el tiempo 

tras la reacción anafiláctica. El desarrollo de un anticuerpo capaz de reconocer 

estos fragmentos, podría suponer un método diagnóstico alternativo a la 

determinación de triptasa en el suero, la cuál se detecta en cantidades muy 

pequeñas y sólamente entre 1-4 horas tras el inicio de la reacción. 

2. Se desconoce si los productos liberados de la degradación del fibrinógeno por 

acción de la triptasa tienen alguna función fisiológica. 

3. El poder anticoagulante de la triptasa, mayor que el de la heparina, podría tener 

utilidad clínica en el tratamiento y prevención de la enfermedad 

tromboembólica. 
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Conclusions: 

1. Fibrinogen is a preferred target of human tryptase-β and mMCP-6. 

2. The proteolytic effect of tryptases on fibrinogen is resistant to the protease 

inhibitors present in blood. 

3. Human tryptase-β preferentially cleaves the C-terminus of fibrinogen α-chain at 

Lys575, in a sequence that is conserved in murine fibrinogen, and probably 

somewhere else at the C-terminus. 

4. The tryptase proteolytic effect on fibrinogen hinders thrombin dependent 

coagulation of plasma in vitro. 

5. The proteolytic effect of mMCP-6 on fibrinogen hinders the deposition of fibrin 

in tissues in vivo when MCs activate and degranulate, which would have life-

threatening consequences. 

 

The critical role of tryptases, hindering thrombin dependent coagulation of 

plasma and deposition of fibrin in edema tissues when MCs degranulate, 

explains the persistence of these proteases along evolution. 
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Future directions: 

1. The in vivo detection of phragments released from tryptase digestion of 

fibrinogen, like the ~7 kDa peptide derived from the C-terminus of fibrinogen α 

chain, could be usefull as a biomarker of MC activation and anaphylaxis. Its 

stability and detection time in blood after anaphylaxis remains to be determined. 

The development of an antibody able to recognize these fragments could be an 

alternative diagnostic method to serum tryptase levels measurement, which is 

detected in very small amounts and only between 1-4 hours after the reaction. 

2. It is not known if fibrinogen degradation products after tryptase digestión could 

have any physiologic function. 

3. The anticoagulant power of tryptase, greater than that of heparin, could be useful 

in prevention and treatment of thromboembolic disease. 
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