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Resumen 

 

Las plaquetas son células con la capacidad de llevar a cabo diversas funciones en la respuesta 
inmunológica innata. Diversos estudios han demostrado la capacidad de liberación de proteínas 
microbicidas plaquetarias (PMP), proteínas derivadas de la estimulación con trombina (tPMP) y 
péptidos antimicrobianos (AMP), de los cuales sólo se han descrito la defensina beta 1 y 
catelicidina. Recientemente, los resultados obtenidos a través de un microarreglo de expresión 
génica realizado para comparar el perfil de RNAs mensajeros entre plaquetas en estado basal y 
plaquetas activadas por un proceso inflamatorio/infeccioso sugirieron que las plaquetas podrían 
contener otros péptidos antimicrobianos, como las defensinas de la familia alfa. El objetivo del 
presente trabajo es el de evaluar y caracterizar la expresión de defensina alfa 1 (DEFA1) en 
plaquetas y megacariocitos humanos.  
 
Los resultados demuestran la presencia del RNA mensajero y la proteína de DEFA1 en 
plaquetas de sangre periférica y en células Meg-01, línea celular de megacarioblastos 
humanos. Mediante microscopía confocal y tinciones con anticuerpos dirigidos hacia DEFA1 y 
Selectina-P, proteína de adhesión que se encuentra en los gránulos alfa de las plaquetas en 
estado basal, confirmamos que este péptido antimicrobiano se encuentra en los gránulos alfa 
plaquetarios, mientras que en las células Meg-01 se almacena en los gránulos alfa y 
citoplasma. Además, a través de ensayos in vitro, utilizando el modelo de partículas tipo 
plaqueta (PLP) en el cual se induce la maduración de las células Meg-01 mediante la 
estimulación con trombopoyetina (TPO) y se extraen sus PLPs por centrifugación, observamos 
que las células Meg-01 pueden transferir el RNA mensajero de DEFA1 a sus PLPs 
diferenciadas. Así mismo, confirmamos que tanto las plaquetas como las células Meg-01 son 
capaces de secretar DEFA1 al medio cuando son activadas con sus principales agonistas: 
trombina, adenosin difosfato (ADP) y lipopolisacárido (LPS), inclusive, los megacariocitos son 
capaces de secretar DEFA1 durante su proceso de maduración inducido con TPO. Finalmente, 
se comprobó el potencial antimicrobiano de la defensina secretada por plaquetas, para ello se 
realizaron cinéticas de actividad microbicida contra Escherichia coli utilizando los 
sobrenadantes, con o sin DEFA1, de plaquetas que fueron activadas con trombina, donde 
observamos que al eliminar DEFA1 de todas las proteínas que libera la plaqueta incrementa 
significativamente la proliferación de las bacterias. 
 
En conclusión, tanto plaquetas como megacariocitos humanos son capaces de expresar, 
almacenar y liberar DEFA1. Este péptido antimicrobiano es secretado en su forma activa y es 
capaz de llevar a cabo su función biológica antimicrobiana contra bacterias Gram negativas, en 
específico E. coli. Esto podría ser evidencia de una función desconocida por parte de las 
plaquetas y megacariocitos en la respuesta inmune innata. 
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Abstract 

 
Platelets are cells with the capacity to execute different functions in the innate immunity 
response. Diverse studies have demonstrated that platelets can release platelet microbicide 
proteins (PMP), thrombin-induced platelet microbicide proteins (tPMP) and antimicrobial 
peptides (AMP), from which only defensin beta 1 and cathelicidin have been described. 
Recently, the results obtained through a gene expression microarray made to compare the 
profile of messenger RNAs between platelets at baseline and platelets activated by an 
inflammatory or infectious stimuli suggested that platelets could contain other antimicrobial 
peptides, such as defensins of the alpha family. The objective of this work was to evaluate and 
characterize the expression of defensin alpha 1 (DEFA1) in human platelets and 
megakaryocytes. 
 
The results demonstrate the presence of mRNA and protein of DEFA1 in peripheral blood 
platelets and in Meg-01 cells, a cell line of human megakaryoblast. By confocal microscopy and 
staining with antibodies directed towards DEFA1 and Selectin-P, an adhesion protein found in 
the platelet alpha granules at basal state, we confirm that this antimicrobial peptide colocalize 
with platelet alpha granules, while in Meg-01 cells is colocalized in their alpha granules and 
cytoplasm. In addition, through in vitro assays, using the platelet-like particle (PLP) model in 
which maturation of Meg-01 cells is induced by thrombopoietin (TPO) stimulation and their PLPs 
are purified by centrifugation, we also observed that Meg-01 cells can transfer the mRNA of 
DEFA1 to their differentiated PLPs. Likewise, we confirm that both platelets and Meg-01 cells 
are capable of secreting DEFA1 to the medium when they are activated with their main agonists: 
thrombin, adenosine diphosphate (ADP) and lipopolysaccharide (LPS), and in addition, 
megakaryocytes are capable of secreting DEFA1 during their maturation process induced with 
TPO. Finally, the antimicrobial potential of platelet-secreted defensin was evaluated. For this 
purpose, the kinetics of the microbicidal activity against Escherichia coli was performed using 
the supernatants, with or without DEFA1, of platelets that were activated with thrombin. We 
observed that by eliminating DEFA1 from all the proteins released by the platelets significantly 
increases the proliferation of bacteria. 
 
In conclusion, platelets and human megakaryocytes are able to express, store and release 
DEFA1. This antimicrobial peptide is secreted in its active form and is capable of carrying out its 
biological antimicrobial function against Gram-negative bacteria, specifically E. coli. This could 
be evidence of a previously unknown role for platelets and megakaryocytes in the innate 
immune response. 
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1. Introducción 

 

Las plaquetas son pequeñas células (aproximadamente 2 μm de diámetro) que se derivan 

de los megacariocitos dentro de la médula ósea. Su papel fisiológico primario es el de 

detectar y reparar daños en el endotelio vascular. Durante una lesión vascular, el 

colágeno y diversas proteínas de la matriz extracelular serán expuestas a las plaquetas 

en circulación, promoviendo su unión y su activación. La adhesión estable al colágeno 

promueve la liberación de muchos mediadores solubles del almacén intracelular de las 

plaquetas, desencadenando el reclutamiento y activación de éstas mismas. Estos eventos 

son controlados por interacciones complejas que involucran a varias familias de 

moléculas, incluyendo: selectinas, integrinas, lípidos y citocinas. Junto con los leucocitos y 

los eritrocitos, las plaquetas activadas crean un agregado celular que impide la pérdida de 

sangre (1,2). 

 

En la sangre de un humano adulto hay aproximadamente un trillón de plaquetas y debido 

a que el tiempo de vida media de estas células es de alrededor de 8 a 10 días, 100 

billones de éstas deben ser producidas diariamente de los megacariocitos en la médula 

ósea para mantener las cuentas normales (150-400 x 109 plaquetas por litro de sangre). 

Ya que sus números son extremadamente altos y tienen la capacidad de liberar 

mediadores inflamatorios, las plaquetas pueden cumplir la función de centinelas y 

rápidamente comunicarse con diversas células del sistema inmunológico (3). 

 

1.1. Trombopoyesis y transferencia de moléculas a partir del Megacariocito. 

 

La producción de plaquetas requiere de una progresión compleja de eventos, proceso 

conocido como trombopoyesis, que culminan con un solo megacariocito liberando cientos 

de plaquetas a la circulación. Los megacariocitos producen plaquetas al modificar su 

citoplasma en largas extensiones llamadas proplaquetas, las cuales, morfológicamente 

parecen cadenas de perlas. Aunque los megacariocitos residen en la médula ósea, sus 

proplaquetas se extienden a través de las uniones endoteliales de los vasos sanguíneos, 

en donde son liberadas a la circulación y luego son fragmentadas en plaquetas 

individuales (4) (Figura 1). 
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Figura 1. Trombopoyesis. El proceso de producción de plaquetas inicia con un megacarioblasto en 
el nicho osteoblástico de la médula ósea (A), el cual, tras un proceso de maduración, da lugar a un 
megacariocito inmaduro con la capacidad de migrar al nicho vascular de la médula ósea donde recibe 
los estímulos de TPO, interleucina 11, 3 y 6 (B). De 4 a 10 horas después de la estimulación se 
observan cambios morfológicos drásticos que incluyen: endomitosis nuclear, síntesis de organelos 
y gránulos, y la remodelación del citoplasma. La célula pierde su expresión de CD34 e incrementa 
su expresión de CD41. La matriz de microtúbulos emerge de los centrosomas y migran a la periferia 
para formar pseudópodos (C). Organelos y gránulos migran a través de los microtúbulos mientras 
los pseudópodos continúan elongándose progresivamente para formar los procesos proplaquetarios 
del lado vascular del seno medular, dónde serán liberados (D). Finalmente, el núcleo será expulsado 
de la masa de proplaquetas y las plaquetas serán liberadas mediante fragmentación en los puntos 
de constricción (E). 

 

A pesar de su carencia de núcleo, las plaquetas contienen microRNAs (miRNA) y RNA 

mensajeros (mRNA) en su citoplasma que pudieron haber sido heredados del 

megacariocito. Sin embargo, las plaquetas tienen una estructura membranal única que 

permite el transporte de microvesículas y pequeñas moléculas dejando la posibilidad de 

que parte de su repertorio de RNA citoplasmático provenga de otras células en sangre 

periférica, inclusive este repertorio podría ser transportado de la plaqueta a otras células 

nucleadas. Para evaluar este último punto, el grupo de Risitano et al. utilizó células Meg-

01, línea celular de megacarioblastos, a las cuales se les transfectó el gen de la proteína 

verde fluorescente (GFP) y mediante la estimulación con trombopoyetina (TPO) generó 

partículas tipo plaqueta (PLP), por medio de RT-PCR comprobaron que las PLPs 
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contenían el mRNA de GFP, confirmando la transferencia de material genético de las 

células Meg-01 a sus PLPs. Al mismo tiempo, cocultivaron las PLP-GFP+ con células 

THP-1 y células HUVEC, los resultados obtenidos demostraban que las PLPs eran 

capaces de interiorizarse en las células y de transferir su mRNA, el cual era traducido a 

proteína por las células nucleadas. Lo anterior indica que las plaquetas, además de recibir 

el RNA del megacariocito, poseen la capacidad de transferir RNA citosólico a otras 

células, sugiriendo una nueva función para el transcriptoma plaquetario en cuanto a la 

regulación celular (5). 

 

Las células hematopoyéticas de los linajes mieloides y linfoides son conocidas por ser 

importantes fuentes de una variedad de citocinas inflamatorias. A través de RT-PCR se 

han detectado las citocinas inflamatorias: TNF-α, IL-1β, IL-3 e IL-6 en megacariocitos 

primarios, sus plaquetas diferenciadas y en cuatro líneas celulares megacariocíticas 

(Meg-01, Dami, CHRF-288-11 y M-07e), sugiriendo que la expresión de estas citocinas en 

las plaquetas se puede originar a partir de su precursor. Además, el nivel de la expresión 

relativa del mRNA de las citocinas seguía el siguiente patrón: plaquetas > megacariocitos 

> Meg-01 > Dami > CHRF-288-11 > M-07e, lo cual lleva a pensar que el nivel de 

expresión de las citocinas está fuertemente relacionado con el estado de maduración de 

las células (6). 

 

1.2. Proteínas plaquetarias. 

 

Muchas de las funciones de las plaquetas se deben a su capacidad para almacenar un 

gran número de moléculas biológicamente activas en gránulos intracelulares. Estas 

moléculas pueden ser liberadas a la circulación o ser traslocadas a la superficie de las 

plaquetas durante su activación, proceso que genera un incremento en la demanda de 

energía y es regulado por reacciones de glicólisis y fosforilación oxidativa, así como la 

oxidación de ácidos grasos y en menor grado de la glutaminólisis (7). Existen tres tipos de 

gránulos en las plaquetas: los gránulos α, los gránulos densos y los gránulos lisosomales. 

Los gránulos α son los más abundantes (40 a 80 por plaqueta), y ellos derivan su 

contenido de proteína por una combinación de endocitosis y de biosíntesis. La lista de 

proteínas en los gránulos α es extensa e incluye factores de la coagulación, quimiocinas, 

proteínas de adhesión, factores mitogénicos y reguladores de la angiogénesis (8) (Figura 

2). 
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Figura 2. Factores que contienen las plaquetas y su localización. Lista de mediadores bioactivos 
que son liberados por las plaquetas humanas, categorizados de acuerdo a su función principal. 
Modificado de Li JL, et al. 2017 (9). 

 

Los gránulos de las plaquetas contienen varias quimiocinas y citocinas pro- y anti-

inflamatorias que no tienen un papel claro en la hemostasia. Un ejemplo serían las altas 

concentraciones del factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) en plaquetas normales 

(10), por lo cual las plaquetas circulantes parecen ser importantes para regular los niveles 

de TGF-β. Los pacientes con trombocitopenia inmune tienen niveles bajos de TGF-β en 

circulación, pero la terapia para restaurar los niveles totales de plaquetas también 

normaliza los niveles de TGF-β (11). Es interesante mencionar que en algunos trabajos se 

muestra que los pacientes con trombocitopenia inmune tienen deficiencias en las células 

T reguladoras (Treg) CD4+CD25+FOXP3+ en sangre periférica, y se ha demostrado que 

las terapias que incrementan los números de plaquetas, como son la inyección 

intravenosa de inmunoglobulinas, dexametasona y eritropoyetina, restauran los números y 

funciones de las células Treg en estos individuos (12, 13), esto podría deberse a que al 

restaurar los número de plaquetas, también se normalizan los niveles TGF-β en sangre y 

se ha sugerido que esta citocina participa en la inducción de la expresión de Foxp3 y de 

esta manera en el mantenimiento de las Treg y en la inducción de las mismas a partir de 

células vírgenes (14). 
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Como se mencionó anteriormente, la membrana plaquetaria permite la interiorización de 

pequeñas biomoléculas, un ejemplo es el caso de las moléculas de MHC de clase I 

solubles que se encuentran en plasma y que su absorción por parte de las plaquetas 

podría tener implicaciones clínicas importantes al momento de realizarse una transfusión 

sanguínea, ya que estas moléculas solubles transfundidas pueden ser interiorizadas y 

posteriormente presentadas en la membrana plaquetaria (15,7), sin embargo, las 

consecuencias de esta transfusión son desconocidas. Además, se conoce que la 

endocitosis es un proceso importante para el ingreso de algunas proteínas hacia los 

gránulos α, como el fibrinógeno y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), 

entre otros (16); este proceso es selectivo, ya que se ha demostrado que las plaquetas no 

interiorizan todas las proteínas en plasma, a pesar de que se encuentren en altas 

concentraciones, tal es el caso de la albumina (17). Por lo cual, aún existe el debate sobre 

el origen de las proteínas que se encuentran almacenadas en las plaquetas. 

 

Las plaquetas no sólo son almacenes de moléculas bioactivas, también tienen la 

capacidad para sintetizar moléculas. Evidencias recientes sugieren que las plaquetas 

contienen una cantidad substancial de mRNAs, los cuales son empaquetados durante la 

formación de las plaquetas a partir de los megacariocitos. Además, las plaquetas 

contienen toda la maquinaria traduccional para generar sus proteínas durante los eventos 

hemostáticos e inflamatorios (18,19). La producción naciente de proteínas por las 

plaquetas puede indicar que estas células tienen otras funciones en la defensa del 

hospedero poco conocidas. Con los nuevos conocimientos sobre el análisis de proteómica 

de las plaquetas algunas de estas funciones comienzan a ser caracterizadas. Por 

ejemplo, los análisis proteómicos han demostrado que tienen la capacidad de incrementar 

la expresión de más de 300 proteínas diferentes después de la activación con trombina 

como son: interleucina 1 (IL-1), receptores Tipo Toll (TLRs), CD154 (también conocido 

como CD40L), entre otras (20). Dentro de los mediadores de la respuesta inmunológica 

que se ha demostrado que las plaquetas son capaces de sintetizar a partir de mRNA se 

encuentran: histamina, serotonina, tromboxano A2, Factor activador de plaquetas (PAF), 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), CXCL7, CXCL4, CXCL1, CXCL5, 

CCL5, CCL3, CCL7, IL-1β, trombocidinas 1 y 2, y el ligando de TREM1 (7). 

 

1.3. Transcriptoma de las plaquetas. 
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Como se ha mencionado anteriormente, las plaquetas contienen RNA citoplasmático y 

tienen la capacidad para realizar la síntesis proteica. Con la finalidad de conocer de forma 

global los transcritos presentes en las plaquetas se han utilizado microarreglos de 

expresión, y a partir de ellos se reportaron 2147 transcritos expresados en las plaquetas 

de individuos clínicamente sanos, 22% involucrados en el metabolismo y señalización de 

receptores y un 32% con una función desconocida. Por su parte el análisis en serie de 

expresión genética (SAGE) demostró que el 89% de los transcritos son mitocondriales. La 

retrotranscripción cuantitativa (qRT-PCR) confirmó la alta frecuencia de estos transcritos 

mitocondriales, siendo neurogranina (NGN), un substrato de la proteína C, y clusterina los 

más abundantes. La expresión de las proteínas derivadas de estos transcritos fue 

confirmada por medio de inmunoblots y citometría de flujo (21). Esto sugiere una relación 

entre la abundancia de los transcritos y la expresión de las proteínas derivadas de ellos. 

Otro estudio dónde incluyen el análisis de RNA no codificante, reveló la presencia de 

aproximadamente 9,500 mensajeros que dan origen a proteínas conocidas en las 

plaquetas, pero también se identificaron diversas clases de RNAs no codificantes, 

incluyendo: transcritos anti sentido, miRNAs, retro transposones y cientos de nuevos 

transcritos cortos y largos (22). 

 

La caracterización de los mRNAs de las plaquetas aporta una valiosa información 

respecto a su función en la salud y enfermedad. Un ejemplo es el incremento de la 

proteína mieloide relacionada 14 (MRP-14) en plaquetas aisladas de pacientes con infarto 

al miocardio con elevación del segmento ST. También, a través de microarreglos de 

expresión en plaquetas ha sido posible identificar un pequeño grupo de transcritos con 

fuerte correlación con la incidencia de individuos con trombocitopenia esencial negativa 

para JAK2 con un 85% de precisión (23). Otros estudios reportan que las plaquetas 

expresan diferencialmente transcritos en pacientes con enfermedad cardiovascular (24), 

anemia de células falciformes (25) y lupus eritematoso sistémico (26). Así mismo, se ha 

determinado que la expresión de algunos de estos transcritos no sólo se correlaciona con 

el entorno del individuo, herencia o enfermedades, sino que el índice de masa corporal 

(BMI) del individuo también correlaciona con la expresión de los transcritos asociados a la 

ruta NFκB, como son ICAM1, IFN-γ, IL-1 R1, IL-6, MPO, COX2, TNF, TLR2 y TLR4 (27). 

En un estudio posterior se demostró que los transcritos relacionados a IL-1 R1 e IL-1β 

aumentan su expresión en personas con obesidad, los cuales inducen la activación tanto 

del megacariocito como de las plaquetas promoviendo un ambiente protrombótico durante 
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la infección y obesidad; potencialmente contribuyendo al desarrollo de la enfermedad 

arterotrombótica (28). 

 

Recientemente, dentro de los análisis de mRNAs, se demostró, haciendo uso de la qRT-

PCR, que las plaquetas de individuos que presentan un mayor riesgo de enfermedad 

cardiovascular, debido al incremento en su BMI y a su perfil de lípidos, presentan una 

mayor cantidad de los transcritos de todos los TLRs (TLR1-TLR10), con un incremento 

significativo en los pacientes femeninos en comparación con los masculinos (29). 

 

1.4. Las plaquetas y la inmunidad innata. 

 

En trabajos recientes se ha demostrado que, además de realizar sus funciones 

hemostáticas tradicionales, las plaquetas son células efectoras versátiles con un amplio 

repertorio funcional dentro del sistema inmunológico, por lo que estas células podrían ser 

el puente entre la hemostasia y la respuesta inmunológica, contribuyendo en diferentes 

procesos: inflamatorios sistémicos, procesos inmunes y enfermedades (30) (Figura 3).  

 

Las plaquetas tienen el potencial para funcionar como sensores de la inmunidad innata 

debido a que presentan en su superficie receptores para el reconocimiento de patrones 

(PRRs) funcionales, tales como TLRs, también presentan receptores de complemento 

(CRs) y receptores para el fragmento cristalizable (FcRs) para inmunoglobulinas. 

Inclusive, su expresión puede incrementarse posterior a la activación plaquetaria (32). 

Esta función puede desencadenar el proceso inflamatorio, en el cual las plaquetas 

liberarán diversos elementos para la reparación de daño endotelial tales como factores de 

coagulación, citocinas, modificadores de la respuesta biológica, factores de crecimiento y 

factores angiogénicos (33). Sin embargo, en algunos casos las plaquetas pueden 

sobrepasar su función fisiológica y participar en la generación de inflamación patológica, 

facilitando el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (34), sepsis (35), artritis (36), 

entre otras. Las plaquetas, cuando son transfundidas a pacientes con trombocitopenia 

como componentes plaquetarios, incrementan sus funciones fisiológicas y de reparación 

de daño endotelial, pero en el 2-3% de los casos (37), la barrera fisiológica es 

sobrepasada y estas células liberan de sus gránulos α y  gránulos densos cantidades 

significativas de factores pro-inflamatorios y directamente inflamatorios, así como 

moléculas solubles de unión a la membrana. Inclusive, en algunas ocasiones, las 
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plaquetas también pueden liberar de sus gránulos densos factores que inducen procesos 

alérgicos (38).  

 

 

Figura 3. Participación de las plaquetas en la respuesta inmunológica. Las plaquetas están 
equipadas con un amplio repertorio de sensores para detectar señales de daño en el hospedero y 
patógenos. La activación plaquetaria a través de diversos estímulos inducirá la generación de 
pseudópodos extendidos, incrementando su área superficial y, por ende, incrementando su 
interacción con patógenos o sitios de daño. Entonces, las plaquetas activadas atrapan patógenos y 
liberan péptidos para la defensa del hospedero (HDPs), estos péptidos tienen una acción rápida y 
un efecto antimicrobiano potente sobre virus, bacterias, hongos y protozoarios. También son 
liberadas quimiocinas, como CXCL4 y CXCL8, para el reclutamiento de neutrófilos al sitio de 
infección. Además, las plaquetas son capaces de inducir la liberación de trampas extracelulares de 
neutrófilos (NETs), las cuales capturarán a los patógenos en matrices de DNA. En la inmunidad 
adaptativa, las plaquetas facilitan el procesamiento de patógenos y una efectiva señalización para la 
presentación de éstos de una célula presentadora de antígenos (APC) a una célula T, mediante 
señales de coestimulación vía CD40-CD40L. Paralelo a esto, las plaquetas, al detectar estímulos 
derivados del daño en el endotelio, inducirán la formación de coágulos de fibrina, por lo que las 
plaquetas podrían ser el nexo entre la respuesta inmune y la hemostasia. Modificado de Yeaman 
MR 2014 (31).  

 

Posterior a su activación, las plaquetas translocan a la selectina P (CD62P) de los 

gránulos α a la membrana. Esta selectina le permite a la plaqueta el reclutamiento e 

inmovilización de neutrófilos y monocitos en un sitio de daño endotelial (39). También se 
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ha observado el reclutamiento de eosinófilos a pulmón vía P-selectina en casos de asma 

severa (40). Posteriormente, se establece una unión más estable mediante la interacción 

de la proteína leucocitaria Mac-1 y el receptor plaquetario GPIbα, JAM3 e ICAM-2; 

promoviendo la formación de un trombo estable (41). El reclutamiento y estabilización de 

un complejo con otras poblaciones celulares de la respuesta inmunológica, como 

neutrófilos y monocitos, inducirá un incremento de la fagocitosis y, por lo tanto, una 

resolución de la infección más rápida y efectiva. Además, la unión plaqueta-neutrófilo va a 

potencializar el estallido respiratorio y la formación de trampas extracelulares de 

neutrófilos en respuesta a infecciones con bacterias Gram positivas y negativas (42) 

 

Otro mediador importante de la respuesta inmunológica liberado por la plaqueta es el 

ligando de CD40 (CD40L), su receptor, CD40, se encuentra en células endoteliales, 

monocitos, linfocitos y células dendríticas (DCs) (43). En monocitos, la unión al CD40L 

plaquetario estimula expresión de factor tisular, el cual activará la cascada de la 

coagulación (44). En las células endoteliales, CD40L plaquetario incrementa la expresión 

de los receptores de adhesión: E-selectina, VCAM-1 e ICAM-1; así como la secreción de 

citocinas proinflamatorias como son: IL-6, IL-8 y MCP-1 (45). Además de los mediadores 

de unión a la membrana, las plaquetas secretan un amplio rango de citocinas. Se ha 

demostrado que, posterior a su activación, las plaquetas sintetizan y secretan IL-1β, la 

cual incrementará tanto la expresión de receptores de adhesión, así como la secreción de 

IL-6 e IL-8 en células endoteliales, e incrementa la permeabilidad vascular mediada por el 

óxido nítrico (NO) (46, 47).  

 

Las plaquetas también tienen la capacidad de liberar la quimiocina RANTES (CCL5), la 

cual es usualmente liberada por las células T citotóxicas. Se ha observado que RANTES 

liberada por las plaquetas se une a las células endoteliales promoviendo la adhesión de 

monocitos al endotelio inflamado y a las placas ateroescleróticas (48, 49). 

Interesantemente, RANTES plaquetaria es capaz de formar heterómeros con la defensina 

alfa 1 de neutrófilos y el factor plaquetario 4 (PF4), estos heterómeros incrementan el 

reclutamiento de monocitos (50, 51). 

 

Estas propiedades, conjuntamente, les permiten a las plaquetas hacerle frente a 

patógenos infecciosos, con diferentes resultados dependiendo de la naturaleza del 

invasor, debido a que el arsenal plaquetario comprende desde incrementar de la 
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respuesta inmune innata, mediante la activación de diferentes células hasta inducir 

directamente la muerte bacteriana.  

 

1.5. Proteínas con actividad antimicrobiana en plaquetas. 

 

Cuando las bacterias entran en el sistema circulatorio, las plaquetas son de las primeras 

células que ellas encuentran (52). Es bien conocido que las bacterias inducen la 

activación plaquetaria directa e indirectamente (53), pero evidencias recientes indican que 

las plaquetas también pueden alterar la actividad bacteriana por medio de la liberación de 

proteínas microbicidas (Tabla 1). En conjunto, se les conoce como proteínas plaquetarias 

microbicidas (PMPs), e incluyen quimiocinas, fibrinopéptidos y timosina β-4 (54). Las 

plaquetas transportan las PMPs a los sitios de infección donde llevan a cabo efectos 

antimicrobianos directos y potencializan las propiedades antimicrobianas de los leucocitos 

(55, 56, 57, 58). En estos estudios se ha demostrado que las plaquetas de conejos 

contienen, dentro del grupo de las PMPs, proteínas catiónicas con actividad 

antimicrobiana in vitro contra S. aureus, E. coli y C. albicans (57), inclusive se ha 

demostrado la presencia de proteínas microbicidas plaquetarias inducidas por trombina 

(tPMP-1), las cuales tienen el potencial de lisar S. aureus (59). Más adelante, otro grupo 

de proteínas antibacterianas fue identificado, las trombocidinas (TC), en las que se 

incluyeron TC-1 y TC-2, las cuales eran capaces de erradicar Bacillus subtilis, E. coli, S. 

aureus y Lactococcus lactis (60). Uno de los puntos interesantes de este trabajo fue que 

se demostró que TC-2 no lisaba la membrana celular bacteriana, indicando que el 

mecanismo de acción de TC-2 es diferente al de TC-1 y hasta el momento es 

desconocido. 

 

Las quinocidinas plaquetarias (PK), quimiocinas con efectos microbicidas, son otro grupo 

de proteínas microbicidas plaquetarias. A pesar de que estas proteínas fueron descritas 

por primera vez en plaquetas, ahora es bien sabido que la identidad de estas proteínas es 

la misma que las quimiocinas liberadas por otras estirpes celulares. Por ejemplo, la 

proteína básica plaquetaria (PBP) es mejor conocida como CXCL7 en los monocitos y se 

han demostrado sus efectos antimicrobianos directos hacia bacterias Gram negativas 

(62). Una de las PKs más importantes es el Factor plaquetario 4 (PF4), también conocido 

como CXCL4. Numerosos estudios han demostrado que los niveles de PF4 en suero se 

incrementan dramáticamente durante un proceso infeccioso, y estos se correlacionan con 
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un incremento de los niveles de CD62P soluble en suero, sugiriendo que PF4 fue 

liberado, en parte, por la desgranulación de las plaquetas (63, 64).  

 

Tabla 1. Clasificación de las proteínas microbicidas que contienen las plaquetas 

Familia Proteínas 

Proteínas Microbicidas 

Plaquetarias (PMP) 

RANTES (CCL5) Fibrinopéptido A 

Timosina β-4 Fibrinopéptido B 

Proteínas Microbicidas 

Plaquetarias derivadas del 

estímulo con Trombina (t-PMP) 

Trombocidina (TC-1) 

Trombocidina 2 TC-2) 

Quinocidinas Plaquetarias (PK) 

Factor Plaquetario 4 (PF4) 

(CXCL4) 

Proteína Básica Plaquetaria 

(PBP) (CXCL7) 

IL-8 (CXCL8) 
Péptido Activador de Neutrófilos 

(NAP-2) 

Proteína Quimioatrayente de 

Monocitos (MCP-1) (CCL2) 

Monocina Inducida por Gamma 

(MIG) (CXCL9) 

Linfotactina (CL1) 
Proteína Inducida por Interferon 

Gamma 10 (IP-10) (CXCL10) 

Péptidos Antimicrobianos (AMP) Defensina Beta 1 (hBD-1) 

Adaptado de Yeaman 2010 (61)  

 

Recientes hallazgos muestran que las PMPs no abarcan en su totalidad el repertorio de 

proteínas con actividad antimicrobiana que contienen las plaquetas. Un grupo muy 

importante de este tipo de proteínas es el de los péptidos antimicrobianos (AMPs), los 

cuales son péptidos con un tamaño de 10 a 150 aminoácidos, con alrededor de un 60% 

de aminoácidos con carga positiva, estos son almacenados en las células como 

propéptidos o péptidos maduros y una vez secretados son capaces, no sólo de lisar 

bacterias, sino también de inducir apoptosis en células blanco, regenerar tejidos y 

modular la respuesta inmune. En humanos se han descrito 3 principales grupos de AMPs: 

1) Defensinas α y β; α-1 a 4 en neutrófilos, α-5 a 6 en las células de Panneth en el 

intestino delgado, β-1 de manera constitutiva a nivel del tracto génito urinario y respiratorio 

y β-2 en la mayoría del epitelio interno y en la piel. 2) Catelicidinas, sólo se conoce la LL-
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37 aislada de células mieloides y epiteliales. 3) Granulicina, producida por linfocitos T 

citotóxicos y NK (66). 

 

Hasta el momento, en las plaquetas sólo se ha caracterizado la presencia del mRNA y la 

proteína para Defensina beta 1 (hBD-1), expresada principalmente en células epiteliales, 

la cual se encuentra de manera extragranular como un componente citosplasmático de las 

plaquetas. hBD-1 es liberada en mayores concentraciones cuando las plaquetas son 

estimuladas con α-toxina, un producto de S. aureus capaz de permeabilizar las células 

blanco, a su vez, esta defensina es capaz inhibir el crecimiento de S. aureus y al mismo 

tiempo estimular a las células polimorfonucleares (PMN) para que formen NETs capaces 

de capturar y matar a las bacterias (67). En cuanto a las defensinas de la familia alfa, en 

un estudio proteómico de plaquetas de individuos clínicamente sanos se registró la 

presencia de Defensina alfa 1, sin embargo, su expresión no fue completamente 

caracterizada, ya que los autores no confirman la presencia del mRNA de la defensina e 

inclusive, consideran la idea de que algunas proteínas no antes descritas en plaquetas 

que hallaron en su ensayo proteómico pudieron haber sido liberadas por otros linajes 

celulares e interiorizadas por las plaquetas (68). 

 

1.6. Antecedentes directos. 

 

A pesar de que las plaquetas cuentan con bajas concentraciones de RNA, en el proyecto 

que antecede al presente, se logró realizar un microarreglo de expresión génica mediante 

un pool de RNAs de 8 pacientes con sepsis y sintomatología similar. Dentro de los 

mRNAs asociados a la respuesta inmunológica que están sobreexpresados encontramos 

a AZU1, IL-11, IL-17A, IL-21, LTF, MPO, PGLYRP1, PTGES, SLPI, CCL2, CAMP, 

DEFA4, DEFA1, BPI, entre otros; así como una disminución de la expresión de FCER2, 

TRAF2, IFNA8, NOX1 y IL23R en las plaquetas de pacientes con sepsis con respecto a 

un control basal. En la Tabla 2 se muestran los genes sobreexpresados en las plaquetas 

de individuos con sepsis que codifican para proteínas con función antimicrobiana (69). 

 

Cabe destacar que la presencia del gen de DEFA1 en las plaquetas fue de suma 

importancia, ya que las defensinas α (DEFA 1-3) se encuentran predominantemente en 

los gránulos azurófilos de los neutrófilos y son producidos por sus precursores en médula 

ósea (70), también se han identificado en células NK, células Tγδ, células B y monocitos 
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(71). Estas defensinas son péptidos catiónicos, relativamente ricos en arginina, con un 

peso molecular bajo de 3 a 4.5 kDa. Las secuencias de estas defensinas son casi 

idénticas: XC1YC2RIPAC3IAGERRYGTC4IYQGRLWAFC5C6, dónde “X” es alanina en 

DEFA1, ausente de DEFA2 y ácido aspártico en DEFA3, además, contienen tres puentes 

disulfuro en las posiciones: 1-6, 2-4 y 3-5 (70).  

 

Tabla 2. Genes asociados a proteínas microbicidas sobreexpresados en plaquetas activadas 

 
IL-8: Interleucina 8; BPI: Proteína incrementadora de la permeabilidad bacteriana; GRO-α: oncogen regulador de 
crecimiento alfa; MCP-1:  Proteína quimioatrayente de monocitos 1; PF-4: Factor plaquetario 4; PBP: Proteína 
básica plaquetaria; MIP-3α: Proteína inflamatoria de macrófagos alfa 3; I-TAC: Quimioatrayente alfa de células T 
inducido por interferón.  Adaptado de Valle-Jiménez X et al. 2019 (69). 

 

Los genes que codifican las defensinas alfa están localizados en el cromosoma 8p23, sin 

embargo, hasta el momento el gen que codifica para DEFA2 no ha sido identificado, lo 

que indica que DEFA2 podría ser un producto proteolítico de DEFA1 y DEFA3 debido a su 

gran homología con respecto a la secuencia de aminoácidos. Las defensinas alfa son 

producidas de manera constitutiva como propéptidos y su maduración a su forma 

biológicamente activa requiere de un proceso proteolítico para remover el pro-dominio N-

terminal, reduciendo el propéptido inicial de 75 aminoácidos a 56 aminoácidos (73).  

 

La principal función que se les adjudica a las defensinas alfa en la respuesta inmune es la 

ruptura de las membranas bacterianas. A través de ensayos in vitro donde utilizan la 

bacteria E. coli ML-35p, cepa reportera que permite monitorear la integridad de sus 

membranas en tiempo real, se observó que la defensina era capaz de permeabilizar la 
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membrana exterior y posteriormente la interior, induciendo la suspensión abrupta de la 

síntesis de DNA, RNA y proteínas, así como la pérdida del potencial formador de colonias 

(74); este proceso se puede llevar a cabo de manera intracelular dentro de los 

fagolisosomas de las células fagocíticas o de manera extracelular cuando la defensina es 

secretada al medio. 

 

Conjuntamente, las defensinas también tienen un efecto quimiotáctico en células 

mononucleares y neutrófilos, e inducen la migración de células T al sitio de infección (75). 

Inclusive, se ha demostrado que estas células mononucleares también presentan y 

secretan defensinas alfa, las cuales, además, tienen la capacidad de inhibir la infección 

con el virus de inmunodeficiencia humana (HIV) en macrófagos. Esta inhibición se debe a 

que las defensinas alfa 1-3 inducen un incremento en la producción de MIP-1α, MIP-1β y 

RANTES, quimiocinas que competirán contra el virus por el receptor CCR5 en los 

macrófagos (76). DEFA1 también ha mostrado una actividad neutralizante contra el virus 

del herpes simple de tipo I (HSV-1) y de tipo II (HSV-2), virus de la estomatitis vesicular, 

virus de la influenza A (IAV) y, en altas concentraciones, contra citomegalovirus (77).  Sin 

embargo, esta función neutralizante de la actividad viral por parte de las defensinas alfa 

desaparece cuando sus uniones disulfuro se reducen debido a un incremento de las 

concentraciones de albúmina (72), por lo cual, se requiere una concentración local muy 

alta de la defensina para que sobrepasen los efectos inhibidores de cualquier componente 

presente en el suero en el sitio de la infección o dentro del fagolisosoma. Para poder 

incrementar sus concentraciones de defensina intracelular, las células pueden adquirir 

defensinas exógenas de diferentes maneras, incluyendo la fagocitosis de gránulos 

azurófilos (78) y la pinocitosis no selectiva de proteínas catiónicas encontradas en el 

suero, como en el caso de BPI y lactoferrina (79).  

 

Como se mencionó anteriormente, las defensinas α no se han descrito completamente en 

plaquetas ni en megacariocitos, por lo cual surgen nuevas dudas acerca de si proviene de 

la línea megacariocítica, su potencial de traducción a proteína y su posterior secreción al 

medio. 
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2. Justificación 

 

 

Las plaquetas humanas son células capaces de producir y liberar diferentes proteínas con 

actividad microbicida, hasta la fecha no ha sido caracterizada la expresión de defensina 

alfa 1 en ellas. El presente trabajo pretende identificar este péptido en plaquetas y 

megacariocitos, célula precursora dónde hasta el momento no se han identificado 

péptidos antimicrobianos. También se requiere conocer su localización, capacidad de 

secreción y potencial microbicida. Los resultados de este proyecto son relevantes ya que 

podrían reafirmar que tanto las plaquetas como los megacariocitos participan en la 

respuesta inmunológica, además, permitirían confirmar funciones en la respuesta contra 

bacterias que no han sido caracterizadas previamente en este linaje celular. 
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3. Planteamiento del problema 

 

 

Las plaquetas son células que participan en la respuesta inmune hacia infecciones 

bacterianas gracias a su capacidad para reconocer diferentes componentes microbianos y 

a la capacidad de liberar proteínas antimicrobianas, como son: las proteínas microbicidas 

plaquetarias, trombocidinas, quinocidinas y defensina beta 1.  Con base en los resultados 

que arrojó un microarreglo de expresión génica de plaquetas de individuos con sepsis se 

observó que las plaquetas también podrían contener otras proteínas con acción 

microbicida, que no han sido caracterizadas previamente en este linaje celular. Dentro de 

ellas se identificó el transcrito de defensina alfa 1, el cual se incrementa en un proceso 

infeccioso-inflamatorio. Sin embargo, la expresión de esta defensina no ha sido 

caracterizada completamente en las plaquetas, y en los megacariocitos se desconoce la 

presencia de algún péptido antimicrobiano. Considerando lo anterior, nos preguntamos: 

¿Los megacariocitos y las plaquetas humanas pueden almacenar y secretar defensina 

alfa 1 funcionalmente activa? 
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4. Hipótesis 

 

Los megacariocitos y las plaquetas humanas tendrán la capacidad de expresar, 

almacenar y secretar defensina alfa 1 en su forma biológicamente activa.  
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5. Objetivos 

 

Objetivo general 

 

Identificar y caracterizar la expresión de Defensina alfa 1 en megacariocitos y su 

transferencia a las plaquetas diferenciadas, así como su localización y función biológica. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Identificar el mRNA de DEFA1 en plaquetas de sangre periférica y en las células 

Meg-01. 

2. Localizar la proteína de DEFA1 en plaquetas de sangre periférica y en las células 

Meg-01. 

3. Estandarizar la diferenciación de la línea Meg-01 a partículas tipo plaqueta con 

Trombopoyetina. 

4. Evaluar la transferencia del mRNA y proteína a partir de las células Meg-01 a las 

plaquetas en ensayos de diferenciación in vitro.  

5. Evaluar si las plaquetas, células Meg-01 y sus partículas diferenciadas son 

capaces de secretar DEFA1 al medio a partir de la estimulación con diversos 

agonistas. 

6. Determinar si las plaquetas pueden interiorizar la defensina usando el modelo de 

partículas tipo plaqueta. 

7. Analizar si la DEFA1 plaquetaria posee actividad antimicrobiana. 
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6. Materiales y métodos 

 

6.1. Material biológico. 

 

Línea celular de megacarioblastos humanos Meg-01 (ATCC® CRL-2021™; 

Manassas, VA, USA). Las células se mantuvieron viables y proliferando en suspensión 

con medio RPMI 1640 (ATCC) suplementado con L-glutamina (SIGMA-ALDRICH; St. 

Lois, MO, USA), 10% de suero fetal bovino (SFB; SIGMA-ALDRICH), inactivado por calor, 

y un 1% de antibiótico (estreptomicina-penicilina; Biowest, Nuaillé, FR) a 37°C y 5% de 

CO2. Las células se recolectaron mediante centrifugación a 750 g por 5 minutos.  

 

Cepa de Escherichia coli 11229™ (ATCC). La bacteria en un inicio se proliferó en caldo 

nutritivo (DIBICO; Cuautitlán Izcalli, Edo. de México, MEX) y posteriormente fue crecida 

en placas de agar nutritivo (BD Biosciences; Franklin Lakes, Nueva Jersey, USA), para 

tomar una colonia y crecerla en caldo nutritivo a 37°C  hasta llegar a su fase logarítmica 

del crecimiento  (aproximadamente 18 horas), este cultivo se lavó 3 veces con solución 

salina fosfatos (PBS) y se resuspendió en medio RPMI 1640 (GIBCO, Thermo Fisher 

Scientific; Waltham, Massachusetts, USA) con 30% de SFB (GIBCO), se prepararon 

alícuotas de 1 mL, las cuales se almacenaron a -80°C hasta su uso. Se determinó el 

número de unidades formadoras de colonias/ mL sembrando una serie de diluciones en 

placas de agar nutritivo (2.8 x 108 UFC/mL). 

 

6.2. Obtención de plaquetas de sangre periférica. 

 

Se recolectaron 8mL de sangre de individuos clínicamente sanos, bajo la aprobación del 

comité de ética (Anexo I) y bajo su consentimiento (Anexo II). Se centrifugaron por 15 

minutos a 150 g para obtener el plasma rico en plaquetas (PRP). El PRP se lavó con un 

regulador de citratos (CGS-EDTA; citrato de sodio 1.29 mM, ácido cítrico 3.12 mM, 

Etilendiaminotetraacético 4.99 mM pH=6.5) en una relación 1:1 (v/v) y se centrifugó por 15 

minutos a 150 g. Por último, se recolectó el paquete plaquetario precipitado y se 

resuspendió en 3mL de regulador CGS (citrato de sodio 3.87 mM, cloruro de sodio 39.96 

mM y dextrosa anhidra 9.99 mM pH= 6.5) para posteriormente centrifugar por 12 minutos 

a 150 g y recolectar el precipitado. 
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6.3. Obtención de partículas tipo plaqueta a partir de células Meg-01. 

 

Las partículas tipo plaqueta (PLP) se obtuvieron de cultivos de Meg-01 tratados con 100 

ng/mL de Trombopoyetina Humana Recombinante (TPO; Abcam; Cambridge, UK) por 48 

horas a 37°C. Los cultivos se centrifugaron a 150 g por 15 minutos, se recolectó el 

sobrenadante y se centrifugó a 750 g por 15 minutos. El sobrenadante obtenido se 

centrifugó nuevamente a 1600 g por 15 minutos y se recolectó el precipitado, el cual 

contiene las PLPs.  

 

6.4. Tinción de Wright. 

 

Se realizaron frotis a partir de plaquetas recién purificadas o de células MEG-01 

resuspendidas en PBS. Las laminillas se cubrieron con 3mL de colorante Wright (SIGMA-

ALDRICH) y se dejaron reposar por 10 minutos. Posteriormente, se adicionó regulador de 

fosfatos hasta obtener una coloración verde metálica y se reposaron por 20 minutos a 

temperatura ambiente. Finalmente, las laminillas se lavaron con agua destilada, se 

dejaron secar a temperatura ambiente y se observaron en un microscopio óptico. 

 

6.5. Extracción de RNA total. 

 

La extracción de RNA se realizó con el kit RNeasy Mini (QIAGEN; Hilden, DE). A los 

pellets de plaquetas, megacariocitos y PLPs se les agregó 500 µL de Regulador RLT para 

su desnaturalización y β-mercaptoetanol (10 μL por 1 mL de Regulador RLT) para eliminar 

la actividad de las RNAsas. Al lisado resultante se le agregó 200 µL de etanol al 70%.  

Posteriormente, se colocaron las muestras en una minicolumna y se centrifugaron durante 

15 seg a 8000 g, se eliminó el fluido sobrante. En seguida, se colocaron 350 µL de 

Regulador RW1, se centrifugó nuevamente durante 15 seg a 8000 g y se desechó el 

líquido sobrante. A la minicolumna se añadieron 500 µL de Regulador RPE, se centrifugó 

durante 15 seg a 8000 g y se eliminó el líquido sobrante. Se añadieron nuevamente 500 

µL de Regulador RPE a la minicolumna y se centrifugó durante 2 min a 8000 g y se retiró 

cuidadosamente la minicolumna RNeasy del tubo de recolección para colocarla un tubo 

eppendorf de 1.5 mL. Finalmente, se añadieron 50 µL de agua libre de RNAsas 

directamente a la membrana de la minicoluma y se procedió a centrifugar durante 1 min a 

8000g, para eluir el RNA. 
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Para eliminar la contaminación con DNA genómico, se utilizó el Kit DNA-free (Thermo 

Fisher Scientific; Waltham, Massachusetts, USA) siguiendo las instrucciones del 

fabricante, por lo cual a nuestras muestras de RNA se les agregó 3 µL de regulador de 

DNAsa libre de RNAsas y 1 µL de enzima rDNAsa. Se incubaron a 37°C durante 30 

minutos. Posteriormente, se le adicionaron 2 µL de Reagent Inhibitor y se incubaron 3 

minutos en frío. A continuación, se centrifugaron durante 3 min a 1600 g y se recuperó el 

sobrenadante con el RNA libre de DNA.  La concentración de RNA se cuantificó mediante 

análisis espectrofotométrico utilizando el Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se 

ajustó a una concentración de 1000 ng/µL para realizar la RT. 

 

6.6. Determinación de Defensina Alfa 1 por medio de PCR en punto final y tiempo 

real. 

  

Con el RNA purificado de plaquetas, células Meg-01 y PLPs se realizó la síntesis del 

cDNA mediante retro transcripción utilizando el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis 

(Thermo Fisher Scientific). Se adicionó 1 µL de oligo (dT) la cantidad necesaria de RNA 

para obtener una concentración de 1000 ng/µL en 12 µL de solución y se incubó en el 

termociclador (Axygen, Corning Inc., NY, USA) a 65°C por 5 minutos. Posteriormente, se 

le adicionó 8µL de la mezcla de reacción (4µL regulador de reacción 5X, 1 µL de 

RiboLock RNase Inhibitor, 1 µL de Revert Aid M-MuLV RT y 2 µL dNTP Mix) y se incubó a 

42°C por 60 minutos y a 70°C por 5 minutos.  

 

Para la amplificación del gen de Defensina alfa 1 (defa1) se realizaron reacciones de PCR 

en un volumen final de 15 ul utilizando el kit Maxima Hot Start PCR Mix 2X (Thermo 

Fisher Scientific). Las reacciones de PCR se prepararon adicionando a cada tubo para 

PCR: 7.5µL de Master Mix 2X, 0.6µL de iniciadores en una concentración 10uM y 1µL del 

cDNA a evaluar, las condiciones de reacción se muestran en la Tabla 3. Los productos 

amplificados se analizaron en un gel de agarosa al 2% (p/ v) y se visualizaron con tinción 

con bromuro de etidio. 

 

Los iniciadores que se utilizaron fueron diseñados para reconocer el gen de DEFA1 

(138pb) y corresponden a las siguientes secuencias: 

5’ CAGAAGTGGTTGTTTCCCTTGC  

3’ GAGTCTTCCCTGGTAGATGC.  
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Tabla 3. Condiciones de reacción para la amplificación los genes de β-actina y defensina 

alfa 1 

Desnaturalización 5 minutos 95°C 1 ciclo 

Hibridación 

60 segundos 95°C 

35 ciclos 60 segundos 60°C 

60 segundos 72°C 

Extensión 5 minutos 72°C 1 ciclo 

 

Los resultados se normalizaron con el gen constitutivo β-Actina (180pb), cuyos iniciadores 

son:  

5’ GCGTTACACCCTTTCTTGAC  

3’ TTGTGAACTTTGGGGGATGC. 

 

Para la cuantificación del gen mediante RT-PCR en tiempo real se utilizó la enzima 

Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), empleando 

7.5 µL del Mix (2X), 0.5 µL de cada uno de los iniciadores del gen de interés y 2 µL de 

cDNA. El equipo y software que se utilizó fue el step one plus Real time (Applied 

Biosystems; Foster City, California, USA). 

 

6.7. Determinación de Defensina Alfa 1 mediante citometría de flujo. 

 

Las plaquetas de sangre periférica, células Meg-01 y las PLPs fueron recolectadas, 

lavadas con PBS y tratadas con el kit de fijación/permeabilización Citofix/Cytoperm (BD 

Biosciences) para realizar una tinción intracelular indirecta con 5 µL del anticuerpo 

primario múrido anti-DEFA1 humana (clona: D1F4, Novus Biologicals; Littleton, Colorado, 

USA) y 1 µL del anticuerpo secundario anti-ratón purificado de cabra y conjugado con 

Alexa Fluor 647 (Jackson Immunoresearch; West Grove, PA, USA), entre cada adición de 

anticuerpo se realizó una incubación de 30 minutos a 4°C y dos lavados con PBS. 

Posteriormente, se realizó una tinción superficial agregando a las preparaciones 5 µL de 

mAbs anti-CD41 humano conjugado con FITC (clona: MOPC-21; BD Biosciences), se 

incubaron a 4°C durante 30 minutos. Finalmente, las preparaciones se lavaron 2 veces 

con PBS y las células fueron recolectadas nuevamente en este regulador de fosfatos. 

Como control de isotipo, se utilizaron los anticuerpos: DEFA1; múrido IgG1, κ monoclonal 

(clona: B11/6; BD Biosciences), CD41 FITC múrido IgG3, κ monoclonal (clona: J606; BD 
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Biosciences). Las células se analizaron en el citómetro de flujo MACSQuant (Milteny 

Biotec; Bergisch Gladbach, DE) y los resultados obtenidos fueron analizados con el 

software FlowJO v10 (FlowJo, LLC; Ashland, Oregon, USA). 

 

6.8. Localización de Defensina Alfa 1 mediante microscopía confocal. 

 

Se realizaron frotis a partir de plaquetas recién purificadas de sangre periférica o de 

células Meg-01, respectivamente resuspendidas en PBS. Las preparaciones se fijaron y 

permeabilizaron mezclando e incubando a 4°C durante 30 minutos con solución 

Cytofix/Cytoperm™ (BD Biosciences). Se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno con 

PBS IX. Las laminillas fueron incubadas por 30 minutos a 4° con los anticuerpos: CD41 

FITC múrido IgG3, κ monoclonal (clona: J606; BD Biosciences) y CD62P conjugado con 

BV421 (clona AK-4, BD Biosciences). Posteriormente, se incubaron durante 12 horas a 

4°C con el anticuerpo de ratón monoclonal anti DEFA1 humana (clona: D1F4, Novus 

Biologicals) diluido 1:25. Se eliminó el exceso de anticuerpo primario mediante dos 

lavados con Perm/Wash. Se retiró el sobrenadante y se procedió a realizar la tinción 

secundaria incubando las laminillas a 4°C durante 30 minutos con el anticuerpo policlonal 

de cabra anti-ratón conjugado con Alexa Fluor®647 (Jackson Immuno) diluido 1:50. Se 

eliminó el exceso de anticuerpo y se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno con 

Perm/Wash. Los controles de isotipo que se utilizaron fueron los mismos de los ensayos 

de citometría de flujo (apartado anterior). Finalmente, las muestras fueron visualizadas en 

el microscopio confocal LSM 5 Pascal (Carl Zeiss; Oberkochen, DE) y las imágenes 

analizadas utilizando el software LSM Image Browser (Carl Zeiss). 

 

6.9. Ensayos de liberación de Defensina Alfa 1 

 

Las plaquetas, células Meg-01 y PLPs fueron recolectadas y se estimularon 1 x 106 

células de cada población celular con trombina (Dade Behring Inc; Deerfield, Illinois, USA) 

(1 UI/mL), adenosin difosfato (ADP; SIGMA-ALDRICH) (1 µg/mL) y LPS (SIGMA-

ALDRICH) (1 µg/mL), durante 30 minutos a 37°C. Se recolectó el sobrenadante y se 

cuantificó DEFA1 secretado mediante un ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas 

(ELISA) (R&D Systems; Minneapolis, Minnesota, USA). Además, se estimularon células 

Meg-01 con TPO (100 ng/mL) (Abcam) a 37°C durante 48 horas. Se recolectaron 

sobrenadantes a: 30 minutos, 6, 12, 24 y 48 horas. Se cuantificó la liberación de DEFA1 
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de mediante densidad óptica, la lectura se realizó a 450nm con el lector de microplacas 

Chromate 4300 (Awareness Technology Inc.; Palm City, FL, USA). 

 

6.10. Ensayos de interiorización de Defensina Alfa 1 

 

Se recolectó el plasma de los 6 donadores clínicamente sanos que participaron en los 

ensayos de citometría de flujo y se cuantificó en ellos la concentración de DEFA1 

mediante ensayos de ELISA (R&D Systems). Posteriormente, se produjeron PLPs a las 

que se les agregó la cantidad necesaria de plasma para llegar a una concentración de 

5ng de DEFA1 por 1x106 PLPs. La solución se llevó a un volumen final de 1mL con medio 

RPMI 1640 (ATCC) y las muestras fueron incubadas por 15, 30, 60 y 180 minutos, en 

cada punto de tiempo se recolectaron PLPs y sobrenadantes. Se realizó una tinción 

intracelular en las PLPs para evaluar la expresión de DEFA1 por citometría de flujo y la 

concentración de DEFA1 en los sobrenadantes se determinó mediante ensayos de ELISA 

(R&D Systems). 

 

6.11. Determinación de la actividad antimicrobiana de Defensina Alfa 1 secretada 

por plaquetas 

 

La actividad microbicida de la defensina alfa 1 liberada por plaquetas fue determinada 

contra Escherichia coli (11229™, ATCC). Para este ensayo, se obtuvieron plaquetas de 

cuatro donadores sanos, las cuales fueron estimuladas con trombina (Dade Behring) (1 

U/mL x 106 células) en medio RPMI 1640 (ATCC) e incubadas a 37 °C por 30 minutos. 

Los sobrenadantes fueron recolectados y en ellos se cuantificó DEFA1 mediante ensayos 

de ELISA.  

 

Posteriormente, se incubaron 1x105 UFC/mL de bacterias con medio RPMI 1640 (GIBCO) 

o ampicilina (500 µg/mL), o con los sobrenadantes de las plaquetas estimuladas con una 

concentración de 15 ng/mL de DEFA1, o con los mismos sobrenadantes, pero con la 

DEFA1 eliminada mediante panning. El proceso de panning se llevó a cabo incubando 

una placa de 96 pozos con 100 µL por pozo de anticuerpo monoclonal de ratón anti-

DEFA1 humana (clona: 867919R; R&D Systems) durante 12 horas a temperatura 

ambiente, en seguida se lavó con Tween al 0.05% y se incubó con 1% de albúmina suero 

bovino en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente, nuevamente se lavó la placa y en 

seguida se adicionaron los sueros en los que se requería el bloqueo de DEFA1, los cuales 
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se incubaron por dos horas a temperatura ambiente. Se recolectaron los sueros y se 

procedió a seguir con el experimento principal.  

 

Posteriormente, se tomaron alícuotas de 20 µL de las bacterias bajo las diferentes 

condiciones descritas anteriormente durante dos horas, en intervalos de 30 minutos, y se 

sembraron en placas de agar nutritivo (BD Biosciences) por el método de dispersión con 

varilla acodada. Finalmente, las placas con medio se incubaron por 18 horas a 37°C y se 

determinó el número de UFC/mL por conteo en placa. 

 

6.12. Pruebas Estadísticas 

 

Los datos obtenidos son presentados como el promedio ± la desviación estándar del 

número indicado de experimentos. Se utilizó la prueba U de Mann-Whitney en la 

comparación de los resultados de PCR en tiempo real entre las células Meg-01 y las 

plaquetas. Para el análisis de los resultados de citometría entre células Meg-01 y 

plaquetas se utilizó U de Mann-Whitney, para los ensayos entre PLPs y células Meg-01 

con y sin tratamiento con TPO se utilizó la prueba Kruskal-Wallis. En los experimentos de 

interiorización de DEFA1 en las PLP se utilizó la prueba de ANOVA de dos vías junto con 

la prueba de comparación múltiple de Dunn-Sidek. Además, los resultados de los ensayos 

de liberación de DEFA se analizaron mediante la prueba Kruskal-Wallis y la prueba de 

comparación múltiple de Dunn-Sidek. Finalmente, en la determinación de la actividad 

antimicrobiana de DEFA1 secretada por plaquetas se utilizó la prueba de ANOVA de dos 

vías con la comparación múltiple de Tukey. El tipo de prueba estadística se seleccionó 

tomando en cuenta el número de repeticiones y la distribución de los datos en cada 

experimento, para determinar una diferencia significativa se consideró el valor de p< 0.05. 
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7. Resultados 

 

7.1. Las plaquetas de sangre periférica y las células Meg-01 contienen el RNA 

mensajero de Defensina Alfa 1. 

 

A pesar del tamaño celular de las plaquetas (Figura 4A) con respecto a las células Meg-

01 (Figura 4B) fue posible la correcta purificación del RNA y posteriormente, mediante RT-

PCR determinó la presencia del mRNA de defensina alfa 1 en ambas poblaciones 

celulares (Figura 4C).  Además, se llevó a cabo la amplificación por medio de PCR en 

tiempo real para cuantificar el cambio de expresión entre ambos tipos celulares. 

Observando una expresión 40 mil veces mayor del gen de DEFA1 en las plaquetas de 

sangre periférica con respecto a las células Meg-01 (Figura 4D). Con los resultados 

anteriores, se confirmó la presencia del gen de la DEFA1 en la línea megacariocítica, 

además de una expresión significativamente mayor en las plaquetas de individuos 

clínicamente sanos. 

 

Figura 4. Expresión del mRNA de Defensina Alfa 1 en plaquetas y en células Meg-01. Tinción 
de Wright que muestra la morfología propia de la población de (A) plaquetas y (B) células Meg-01 
por medio de microscopía óptica (40x). (C) Productos de PCR obtenidos por la amplificación de los 
iniciadores de DEFA1 (138pb) a partir de cDNA de plaquetas y células Meg-01, como control positivo 
se utilizó cDNA de leucocitos totales. (D) Productos obtenidos de PCR en tiempo real de tres 
muestras representativas, la gráfica de barras muestra la expresión relativa de DEFA1 (expresada 
como 2-ΔΔCt) en plaquetas y células Meg-01, los resultados fueron normalizados con β-Actina. En 
cada caso se realizaron 6 repeticiones. Análisis por Mann-Whitney, **p< 0.01. 
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7.2. Las plaquetas y las células Meg-01 contienen Defensina Alfa 1 a nivel de 

proteína. 

 

El análisis de la expresión de DEFA1 a nivel de proteína se llevó a cabo mediante 

citometría de flujo, para ello se realizó una tinción de la superficie extracelular con un 

anticuerpo monoclonal dirigido contra CD41 (integrina alfa-IIb/beta-3), sólo expresado por 

células de la línea megacariocítica, observando que el incremento de la expresión de 

CD41 en superficie está relacionado con un mayor estado de maduración. Para el análisis 

se seleccionaron sólo las células CD41+ (Figura 5A). A través de tinciones intracelulares 

se analizó la expresión de DEFA1 (Figura 5B). Los resultados demuestran la presencia de 

la proteína en ambos tipos celulares, siendo las células Meg-01 quienes presentan una 

mayor intensidad media de fluorescencia (MFI) (17.84 ± 2.45) y un mayor porcentaje de 

células positivas (91.9% ± 3.53%), con respecto a las plaquetas de sangre periférica (5.23 

± 1.28 y 33% ± 8.53%, respectivamente) (Figura 5C). Esto nos indica que, a pesar de que 

las plaquetas tienen una mayor cantidad de RNA mensajero de DEFA1, a nivel de 

proteína tienen una expresión 3 veces menor con respecto a las células Meg-01.  

 

7.3. Las plaquetas y células Meg-01 contienen Defensina Alfa 1 en sus gránulos alfa 

 

Diversas proteínas con actividad microbicida que provienen de las plaquetas, se 

encuentran de manera intracelular en los gránulos alfa plaquetarios. Sin embargo, se ha 

demostrado la presencia de defensina beta 1 de manera extragranular, como un 

componente citoplasmático de las plaquetas. Por lo cual, se buscó la localización de 

DEFA1 en las plaquetas y en las células Meg-01. Para ello, se realizaron tinciones 

intracelulares con los anticuerpos seleccionados para los ensayos de citometría de flujo y, 

adicionalmente, se agregó un anticuerpo anti-CD62P humano para identificar gránulos 

alfa, debido a que las P-selectinas se encuentran dentro de los gránulos alfa cuando las 

plaquetas se encuentran en un estado no activado. En la Figura 6, se muestran las 

imágenes de microscopía confocal, donde los gránulos alfa se observan en una 

coloración azul y de color rojo la defensina, al sobreponer las imágenes podemos 

observar que la defensina colocaliza con los gránulos α (coloración rosa), tanto en las 

plaquetas como en las células Meg-01. Sin embargo, en las células Meg-01 también se 

observa la defensina de manera extragranular, por lo cual, los megacariocitos también 

podrían contener DEFA1 en su citoplasma o en otro tipo de gránulos, diferentes a los 

gránulos alfa. 
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Figura 5. Determinación de la proteína de Defensina Alfa 1 en plaquetas y células Meg-01 por 
citometría de flujo. (A) Se purificaron plaquetas de sangre periférica de donadores clínicamente 
sanos y se recolectaron células Meg-01 de cultivos celulares, a partir de gráficos de eventos sencillos 
se seleccionaron las células que por su tamaño y complejidad correspondieran a plaquetas o células 
Meg-01, posteriormente, se seleccionaron las células CD41 para el análisis intracelular de la 
expresión de DEFA1 por citometría. (B) Histogramas de dos muestras representativas donde se 
observa la expresión de DEFA1 (línea sombreada) en plaquetas y células Meg-01, con sus 
respectivos controles de isotipo (línea punteada). (C) Gráfica de barras que muestran la intensidad 
media de fluorescencia (MFI) de la expresión de DEFA1 en plaquetas y células Meg-01. Resultados 
promedio de 6 experimentos. Análisis por Mann-Whitney, **p< 0.01.  

 

7.4. La estimulación con TPO en las células Meg-01 induce la producción de 

partículas tipo plaqueta (PLP)  

 

De acuerdo con los resultados anteriores, se confirmó la presencia del mRNA y la 

proteína de DEFA en las plaquetas humanas. Sin embargo, esta defensina podría ser 

endógena o exógena, es decir, las plaquetas podrían haberla heredado de los 

megacariocitos o podrían haberla internalizado del medio. Por lo cual, para demostrar el 

primer caso se utilizó el modelo de partículas tipo plaqueta (PLP), el cual es un modelo de 

trombopoyesis in vitro a partir de células Meg-01 estimuladas con TPO. 

 

Por microscopía óptica se evaluaron las modificaciones morfológicas que presentaban las 

células estimuladas con TPO (Figura 7). En las células sin tratamiento hasta las 48 horas 
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no se observan células con elongaciones, en cambio en las células incubadas con TPO a 

partir de la sexta hora se observan al menos 2 células por campo visible (40x) con el 

tamaño y elongaciones propias de un megacariocito maduro, además de un incremento 

en el número de células por campo, indicando un incremento en la proliferación; a las 48 

horas se observa un mayor número de células maduras por campo visible, en el fondo y 

alrededor de estas células se observan pequeños fragmentos circulares, los cuales 

podrían ser plaquetas liberadas al medio por la fragmentación de células que hayan 

alcanzado la madurez necesaria antes del tiempo establecido. 

 

Figura 6. Localización de Defensina Alfa 1 en plaquetas y células Meg-01.  Se purificaron 
plaquetas de sangre periférica de donadores sanos (A) y se recolectaron células Meg-01 (B) a partir 
de cultivos celulares. Se realizaron tinciones intracelulares con anticuerpos para identificar CD41 
(verde), marcador de linaje megacariocítico; CD62P (azul), marcador de gránulos α; y DEFA1 (rojo) 
mediante microscopía confocal. Experimento representativo de 2, por cada experimento se 
analizaron 5 células Meg-01 y 10 plaquetas. Escala = 5µm. 
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Figura 7. Cambios morfológicos inducidos con trombopoyetina en las células Meg-01.  Las 
células Meg-01 fueron estimuladas con 100ng/mL de Trombopoyetina (TPO) por 48 horas. Los 
cambios morfológicos se evaluaron por microscopía óptica (25x) con o sin tratamiento con TPO en 
los intervalos de tiempo: 0, 3, 6, 12 y 48 horas. Las flechas indican células Meg-01 que presentan 
elongaciones propias de un estado mayor de madurez. 

 

Las células fueron recolectadas y se purificaron sus PLPs siguiendo el esquema de 

Risitano et al. (5). Con el fin de evaluar que realmente fueran plaquetas se realizó un 

marcaje contra CD41 y mediante citometría de flujo comparamos la expresión de CD41 

entre las células Meg-01 tratadas con TPO y sus PLPs (MFI = 6.62 ± 0.19 y 92.2 ± 2.1, 

respectivamente). Así mismo, mediante citometría de flujo comparamos el tamaño (FSC) 

y la expresión de CD41 entre PLPs y plaquetas (MFI = 92.2 ± 2.1 y 35.5 ± 3.2, 

respectivamente) (Figura 8). Los resultados demuestran que no hay diferencia 

significativa en cuanto a tamaño y porcentaje de células CD41+.  

 

7.5. Las células Meg-01 pueden transferir Defensina Alfa 1 a sus PLPs. 

 

Posteriormente, se procedió a evaluar la expresión relativa del mRNA de DEFA1 en las 

PLPs y en las células Meg-01 con o sin tratamiento con TPO por medio de RT-PCR en 

tiempo real. Los resultados muestran en el análisis una mayor expresión del mRNA de 

DEFA1 en las PLPs con respecto a las células Meg-01 sin tratamiento (170 veces) (Figura 
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9A). Caso contrario cuando se evaluó a nivel de proteína por citometría de flujo, donde se 

observó una tendencia a disminuir su expresión de DEFA1 cuando las células Meg-01 

inician el proceso de diferenciación (Figura 9B), lo cual se demuestra al analizar las MFIs 

donde se muestra una MFI significativamente más alta en las células Meg-01 (16.54 ± 3.4 

MFI) con respecto las PLPs (0.08 ± 0.83 MFI) (Figura 9C). Los resultados corroboran que 

tanto el mRNA como la proteína están presentes en las PLPs y debido a que no están en 

contacto con otros linajes celulares ni con algún medio que pudiera contener mRNAs, se 

sugiere que los heredan directamente de las células Meg-01.  

 

 

Figura 8. Comparación de tamaño y expresión de CD41 entre plaquetas y partículas tipo 
plaquetas. Se purificaron las PLP derivadas de la estimulación de células Meg-01 con 
trombopoyetina y se comparó su tamaño, complejidad y expresión de CD41 con respecto a plaquetas 
purificadas de donadores sanos mediante citometría de flujo.  A partir de gráficos de eventos 
sencillos seleccionamos la región correspondiente a plaquetas en ambos casos. Los histogramas 
pertenecen a una muestra representativa de 6 ensayos, dónde comparamos la expresión de CD41 
que presentan las PLPs con respecto a las plaquetas de un individuo sano y a las células Meg-01, 
no se observan diferencias entre PLPs y plaquetas. 

 

Sin embargo, al comparar la expresión del mRNA de la defensina con la de la proteína se 

observa una disminución significativa de la expresión de ésta última y un incremento 

significativo en el contenido del mRNA a medida que madura la célula, resultados 

equiparables a los resultados obtenidos con las plaquetas de sangre periférica. Esto 

sugiere que las células Meg-01 al iniciar su proceso de maduración incrementan la 

síntesis de mRNAs de DEFA1 los cuales serán heredados a sus plaquetas diferenciadas. 
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Figura 9. Comparación de la expresión de Defensina Alfa 1 entre células Meg-01 y sus 
partículas tipo plaquetas diferenciadas. Células Meg-01 (1 X 106) y fueron estimuladas con 
trombopoyetina (TPO) (100 ng/mL) durante 48 horas. Posteriormente, las PLPs derivadas de células 
Meg-01 fueron purificadas mediante una serie de centrifugaciones. (A) Por medio de qRT-PCR se 
evaluó el contenido del mRNA de DEFA1, expresado en células Meg-01 con o sin el estímulo de 
trombopoyetina (TPO) y en sus PLPs diferenciadas. La gráfica muestra el promedio de la expresión 
relativa, expresado como 2-ΔΔCt, de seis experimentos, los resultados fueron normalizados con β-
actina. (B) A través de tinciones intracelulares con anticuerpos se evaluó el contenido de DEFA1 en 
las PLPs y en las células Meg-01 con o sin tratamiento con TPO por medio de citometría de flujo, lo 
histogramas muestran un experimento representativo (C) Análisis de seis experimentos de citometría 
de flujo donde los resultados se muestran como el promedio de las intensidades medias de 
fluorescencia (MFI) ± desviación standard (SD). Análisis por Kruskal-Wallis y la comparación múltiple 
de Dunn, ***p< 0.001. 
  

 

7.6. Las Partículas tipo Plaqueta pueden interiorizar Defensina Alfa 1 del medio 

 

Posteriormente, se compararon los resultados obtenidos de la expresión de DEFA1 por 

citometría entre las PLPs y plaquetas de sangre periférica. Los resultados demuestran 

que las plaquetas tienen una mayor expresión de DEFA1 (5.25 ± 0.98 MFI, 34.25 ± 8.3%) 

con respecto a las PLPs (0.32 ± 0.83 MFI, 9.63 ± 1.25%) (Figura 10A). Por lo cual, se 
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realizaron ensayos de absorción de la defensina para evaluar si las plaquetas de estos 

individuos obtenían esos niveles de DEFA1 debido al contacto con un medio rico en 

defensinas. Para ello, se evaluó la concentración de DEFA1 en los sueros de los 6 

individuos que participaron en los ensayos de citometría de flujo (Figura 10B). Se 

produjeron PLPs y se incubaron con los sueros para posteriormente evaluar la expresión 

de DEFA1 en las PLPs por citometría de flujo, de manera intracelular y superficial, 

además, se cuantificó la concentración de DEFA1 en los sobrenadantes.  

 

Los resultados de citometría de flujo indican un incremento significativo del contenido de 

DEFA1 intracelular a los 30 minutos de incubación con el suero (0.79 ± 0.14 MFI) con 

respecto a su control sin suero (0.28 ± 0.07 MFI); en la superficie, los niveles de DEFA1 

se incrementaron significativamente a partir de los 15 minutos de incubación con los 

sueros (0.33 ± 0.04 MFI), la cual se fue incrementando a los 30 min (0.42 ± 0.06 MFI), 1 

hora (0.43 ± 0.03 MFI) y 3 horas (0.52 ± 0.03 MFI) con respecto a su control sin suero 

(0.005 ± 0.002; 0.038 ± 0.015; 0.043 ± 0.006 y 0.065 ± 0.042 MFI respectivamente) 

(Figura 10C). Sin embargo, al analizar el porcentaje de células positivas se observó un 

incremento significativo del porcentaje de PLPs que presentaban DEFA1 en su interior a 

partir de los 15 minutos cuando éstas eran tratadas con el suero de los donadores. Este 

porcentaje disminuyó en tiempos posteriores, pero mantienen valores significativamente 

superiores con respecto al control de PLPs sin tratamiento con suero. En las PLPs 

sometidas a una tinción superficial, este porcentaje se incrementó a partir de los 15 

minutos sin observar disminución en los tiempos de incubación posteriores (Figura 10D).  

 

A pesar de que las PLPs tratadas con suero mostraron un incremento de los niveles de 

DEFA1 en su superficie, lo cual nos sugiere un posible anclaje de DEFA1 a la superficie 

plaquetaria, este incremento seguía siendo menor con respecto al incremento observado 

de manera intracelular a los 30 min. Al evaluar las concentraciones de DEFA1 en los 

sobrenadantes observamos una disminución significativa a los 30 minutos de incubación 

(1.72 ± 0.56 ng/mL), que al compararla con nuestro control sin PLPs (4.77 ± 0.09 ng/mL) 

podemos confirmar que esta disminución se debe a la interiorización de la defensina y no 

a la degradación de la proteína. Por otra parte, después de 1 h de incubación con el 

suero, la concentración de DEFA1 en los sobrenadantes se incrementa sugiriendo que 

después de su absorción la plaqueta podría secretar nuevamente el péptido 

antimicrobiano (Figura 10E).  A través de este modelo in vitro, se sugiere que las 
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plaquetas en sangre podrían captar del medio extracelular parte de la DEFA1 que 

contienen.  
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Figura 10.- Evaluación de la capacidad de interiorización de la Defensina Alfa 1 en partículas 
tipo plaqueta. (A) Se produjeron partículas tipo plaqueta [PLP] y se purificaron plaquetas de sangre 
de donadores sanos [PLT] y se les realizaron tinciones intracelulares para evaluar la expresión de 
DEFA1 por citometría de flujo. Análisis de seis experimentos de citometría de flujo donde los 
resultados se muestran como el promedio de las intensidades medias de fluorescencia (MFI) ± 
desviación standard (SD), la diferencia significativa se determinó mediante la prueba de Mann-
Whitney, *p< 0.05 y **p< 0.01. (B) Se recolectaron los sueros de seis individuos sanos y se evaluó 
la concentración de DEFA1 mediante ensayos de ELISA. Los sueros fueron normalizados a una 
concentración de 5ng/mL de DEFA1, en ellos se incubaron las PLPs por 15, 30, 60 y 180 minutos. 
Posteriormente, se realizaron tinciones intracelulares y superficiales para DEFA1 en las PLPs y se 
analizó por citometría de flujo, las gráficas muestran (C) MFI ± SD y (D) el porcentaje de células 
positivas para DEFA1. (E) La concentración de DEFA1 en los sobrenadantes donde fueron 
incubadas las PLPs con el suero fue evaluado mediante ELISA. Las PLPs sin suero fueron utilizadas 
como controles. La diferencia significativa entre PLPs y PLPs con suero en los ensayos de citometría, 
así como entre las concentraciones de DEFA1 en los sobrenadantes de las PLPs con suero (▲) y el 
suero sin PLPs (●) fue determinada mediante una prueba de ANOVA de dos vías y la prueba de 
comparaciones múltiples de Dunn. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 y ****p< 0.0001. 
 
 
 

7.7. Las plaquetas, las células Meg-01 y las partículas tipo plaqueta secretan 

Defensina Alfa 1 posterior a su activación con diferentes agonistas 

 

Las plaquetas son capaces de liberar al medio diversas proteínas cuando son activadas 

debido al reconocimiento de diversos agonistas, ya sean proteínas almacenadas en sus 

gránulos o de síntesis de novo. Una de las proteínas más importantes para la activación 

plaquetaria y posterior liberación del contenido de sus gránulos es la trombina, de ahí que 

a algunas proteínas se les conozca como “proteínas microbicidas plaquetarias inducidas 

por trombina” (tPMP) (31). 

 

Tomando esto en cuenta, además de los resultados que confirman que DEFA1 se 

encuentra dentro de los gránulos alfa, se evaluó la capacidad de secreción de DEFA1 por 

parte de las células Meg-01, PLPs y plaquetas de sangre periférica tras su estimulación 

con trombina, ADP y LPS, moléculas conocidas por causar la activación y agregación 

plaquetaria. Los resultados que se obtuvieron de los ensayos de ELISA con los 

sobrenadantes, muestran que los tres tipos celulares son capaces de secretar DEFA1 tras 

su estimulación. Las células Meg-01 liberaron cantidades significativamente más altas de 

DEFA1 cuando son estimuladas con trombina y LPS (23.16 ± 4.87 ng/mL y 5.72 ± 4.02 

ng/mL respectivamente) (Figura 11A). Por otra parte, las PLPs respondieron con una 

mayor secreción de DEFA1 cuando son tratadas con ADP (19.03 ± 10.02 ng/mL) y con 

LPS (6.64 ± 3.94 ng/mL) (Figura 11B).  
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En cuanto a las plaquetas purificadas de sangre de donadores sanos, éstas son capaces 

de reaccionar ante los tres estímulos (trombina, ADP y LPS) liberando DEFA1 al medio de 

manera significativa (17.45 ± 7.22 ng/mL, 18.12 ± 9.54 ng/mL y 15.12 ± 3.8 ng/mL 

respectivamente) (Figura 11C). Estos resultados indican que las células de la línea 

megacariocítica son capaces de secretar DEFA1 al medio cuando son activadas. 

 

Por otra parte, uno de los principales activadores del megacariocito es la trombopoyetina 

(TPO), por lo cual, decidimos evaluar si las células Meg-01, megacarioblastos capaces de 

madurar a megacariocitos, podían ser capaces de secretar DEFA1 durante su proceso de 

maduración. Para ello, se cultivaron células Meg-01, se les dio el mismo tratamiento con 

TPO que cuando se produjeron PLPs y se cuantificó DEFA1 en los sobrenadantes a 

diferentes tiempos. Los resultados muestran que los megacariocitos son capaces de 

liberar DEFA1 cuando son tratados con TPO e inclusive la concentración de DEFA1 se 

incrementa con mayor tiempo de exposición a la TPO (Figura 11D). 

 

7.8. La Defensina Alfa 1 secretada por las plaquetas tiene actividad antimicrobiana 

hacia Escherichia coli. 

 

Finalmente, para evaluar el potencial antimicrobiano de la DEFA1 plaquetaria se 

purificaron plaquetas de sangre periférica de donadores clínicamente sanos y fueron 

tratadas con trombina, se recuperaron los sobrenadantes y en ellos se eliminó, o no, la 

defensina con anticuerpos mediante panning. En ambos sobrenadantes se incubaron 

1x105 UFCs de E. coli durante dos horas, tomando alícuotas cada 30 minutos y 

sembrándose en placas de agar nutritivo, para posteriormente realizar el conteo de UFCs. 

 

 

En las placas se observó que a partir de los 30 minutos hubo una disminución significativa 

de las UFCs cuando las bacterias eran incubadas con los sobrenadantes que contienen la 

defensina con respecto al control de bacterias sin sobrenadantes. En contraste, cuando 

las bacterias son incubadas con los sobrenadantes sin la defensina hay un incremento 

significativo en el número de UFCs a partir de los 90 minutos con respecto a las bacterias 

incubadas con el sobrenadante completo. Sin embargo, en comparación con las bacterias 

control sus UFCs son menores, debido a que, tras su activación, las plaquetas tienen la  
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Figura 11.- Ensayos de liberación de Defensina Alfa 1 por de las células Meg-01, partículas 
tipo plaquetas y plaquetas de sangre periférica. (A) Células Meg-01, (B) partículas tipo plaqueta 
(PLP) y (C) plaquetas purificadas de sangre de donadores sanos fueron estimuladas ya sea con 1 

UI/mL de Trombina, 1 µg/mL de ADP ó 1 µg/mL de LPS por 30 min y se evaluó la liberación de 

defensina alfa 1 (DEFA1) en los sobrenadantes por ensayos de ELISA. Los resultados se muestran 
como el promedio de 9 experimentos individuales para las plaquetas y el promedio de 6 para células 
Meg-01 y PLPs ± SD. (D) Células Meg-01 fueron estimuladas con 100 ng/mL de trombopoyetina 
(TPO) durante 30 minutos, 6, 12, 24 y 48 horas, en los sobrenadantes se evaluó la concentración de 
DEFA1 mediante ensayos de ELISA. Los resultados se muestran como el promedio de 6 
experimentos individuales en cada caso ± SD. (S/T: Sin tratamiento). Análisis por Kruskal-Wallis y la 
prueba de comparación múltiple de Dunn-Sidek, *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 ****p< 0.0001.  
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capacidad de liberar diversas proteínas con actividad microbicida (Figura 12). Indicando 

que la defensina alfa que secretan las plaquetas humanas tiene actividad microbicida 

hacia bacterias Gram negativas, en específico E. coli. 

 

 

Figura 12.- Cinética de la actividad antimicrobiana de Defensina Alfa 1 plaquetaria contra 
Escherichia coli. 1x105 unidades formadoras de colonias de E. coli fueron preincubadas a 37°C por 
30, 60, 90 o 120 minutos con los sobrenadantes de plaquetas purificadas de donadores clínicamente 
sanos estimuladas con 1 U/mL of trombina los cuales contienen DEFA1 (15 ng/mL) (▲) o con los 
mismos sobrenadantes con DEFA1 neutralizada (Δ). Medio RPMI (●) fue usado como control. Al 
finalizar cada preincubación se tomaron 20 µL de los sobrenadantes o medio de control y se 
sembraron por dispersión en placas de agar nutritivo, las cuales se incubaron por 18h y se determinó 
el número de UFC/mL. Los valores muestran el promedio de 4 experimentos independientes. La 
diferencia significativa fue determinada mediante la prueba de ANOVA de dos vías y la prueba de 
comparaciones múltiples de Tukey, dónde *p< 0.01 y **p< 0.0001 entre (▲) y (●); #p< 0.01 entre (▲) 
y (Δ). 
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8. Discusión 

 

Las plaquetas son células cuyo papel más conocido reside en la hemostasia, sin 

embargo, se ha demostrado que cumplen diferentes funciones en la respuesta del 

hospedero contra infecciones, una de ellas es la liberación de proteínas con actividad 

microbicida, dentro de las cuales no había sido descrita alguna defensina de la familia 

alfa. Además, las plaquetas son células anucleadas, por lo cual si se identificaba la 

defensina alfa 1 (DEFA1) en ellas, existía la posibilidad de que también se encontrara en 

los megacariocitos, linaje celular donde, hasta el momento, no se han identificado 

péptidos antimicrobianos.  

 

Los resultados de este trabajo demuestran por primera vez la presencia de la proteína y el 

mRNA de defensina alfa 1 en las plaquetas humanas de sangre periférica y en la línea 

celular Meg-01. Así mismo, se confirmó que los megacariocitos son capaces de expresar 

DEFA1 y transferir esta proteína a sus plaquetas diferenciadas mediante el modelo de 

producción de partículas tipo plaqueta (PLP) a partir de células Meg-01, a través de este 

mismo modelo también se comprobó que las PLPs pueden interiorizar la DEFA1 

sugiriendo que las plaquetas en sangre también podrían captarla del medio. Esta 

defensina se encuentra dentro de los gránulos α de las plaquetas y de las células Meg-01, 

éstas última también la contienen en su citoplasma. Por último, comprobamos que estas 

poblaciones celulares son capaces de secretar DEFA1 al medio cuando son activadas 

con diversos agonistas, inclusive las células Meg-01 pueden liberarla cuando son 

estimuladas con trombopoyetina. Esta defensina es liberada al medio en su forma 

biológicamente activa, capaz de disminuir las UFCs de la bacteria Escherichia coli. 

 

Cabe destacar que la presencia del transcrito de DEFA1 en las plaquetas fue de suma 

importancia, ya que las defensinas alfa se encuentran predominantemente en los gránulos 

azurófilos de los neutrófilos y son producidos por sus precursores en médula ósea (70), 

aunque también se han identificado en células NK, células γδT, células B y monocitos 

(71). A diferencia de la defensina β1 que se encuentra en el citoplasma plaquetario (67), 

DEFA1 se localizó en los gránulos α de las plaquetas de individuos sanos, sugiriendo que 

las plaquetas podrían secretarla a partir de la estimulación con agonistas plaquetarios 

(trombina, ADP, etc.) y que, además, podrían adquirirla de manera exógena, similar a 

como la adquieren los gránulos azurófilos de los neutrófilos; mientras que en las células 
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Meg-01 se localizó en los gránulos α y en su citoplasma, sugiriendo que los 

megacariocitos podrían liberar DEFA1 al medio a través de agonistas que no 

forzosamente induzcan su desgranulación, como la trombopoyetina o la eritropoyetina. 

 

Además, las plaquetas tienen una estructura membranal única que permite el transporte 

de pequeñas moléculas, como es el caso de las moléculas de MHC de clase I solubles 

que se encuentran en el plasma y que su absorción puede tener implicaciones clínicas 

importantes (7), dejando la posibilidad de que parte de su repertorio de RNA 

citoplasmático y proteínas intracelulares provengan de otras células en sangre periférica o 

que este repertorio pueda ser transportado de la plaqueta a otras células. Debido a esto, 

decidimos confirmar su presencia en las células Meg-01 y en sus PLPs diferenciadas, las 

cuales al ser de reciente creación y no haber tenido contacto con otros linajes celulares o 

con algún medio que pudiera contener defensinas, nos reafirmó que la DEFA1 es 

producida por los megacariocitos y éstos son capaces de transferirla a sus plaquetas 

diferenciadas.  

 

Al realizar los ensayos de absorción observamos que las PLPs podían interiorizar DEFA1 

del medio, sugiriendo que las plaquetas en sangre también podrían captar defensinas 

exógenas. En diversos trabajos se ha demostrado que las células pueden adquirir 

defensinas exógenas en diferentes maneras, incluyendo la fagocitosis de gránulos 

azurófilos (80) y la pinocitosis no selectiva de proteínas catiónicas encontradas en el 

suero, como en el caso de BPI y lactoferrina (81). Además, es bien sabido que la 

endocitosis es un proceso importante para el ingreso de algunas proteínas hacia los 

gránulos α, como el fibrinógeno y el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), 

entre otros (78); este proceso es selectivo, ya que se ha demostrado que las plaquetas no 

interiorizan todas las proteínas en plasma a pesar de que se encuentren en altas 

concentraciones, tal es el caso de la albumina, (79). Estos resultados en conjunto 

sugieren que el megacariocito en médula ósea es capaz de expresar el mRNA y la 

proteína de DEFA1 y transferirla a sus plaquetas diferenciadas, cuando las plaquetas se 

encuentran en circulación éstas son capaces de incrementar su contenido de DEFA1 al 

captar DEFA1 exógeno que se encuentra inmerso en el plasma. 

 

Curiosamente, tanto en las plaquetas de sangre periférica como en las PLPs se observó 

un incremento significativo en la cantidad de transcritos de DEFA1 con respecto a las 
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células Meg-01, quedando la duda de si las plaquetas serían capaces de sintetizar la 

proteína a partir de todos los transcritos. También esta podría ser otra forma en que las 

células PMN incrementan sus concentraciones intracelulares de DEFA1, no 

necesariamente incrementando sus niveles de proteína, sino sus niveles de mRNA, ya 

que se ha demostrado que las plaquetas son capaces de transferir mRNAs a través de 

microvesículas hacia otros linajes celulares que tengan la capacidad de traducirlos a 

proteínas (5). Por otra parte, la disminución de mRNA de DEFA1 en las células Meg-01 

cuando se estimulan con TPO podría deberse a que se esté produciendo más proteína de 

la capacidad que tiene la célula de sintetizar RNA, ya que observamos en los ensayos de 

secreción que a medida que se incrementa el tiempo de exposición de las células Meg-01 

a la TPO también se incrementa la liberación de la defensina. Además, el proceso de 

trombopoyesis, mediado por TPO, requiere que el megacariocito inicie un proceso 

apoptótico dependiente, o no, de caspasas (82-84), por lo que estas células estarán 

enfocadas en la síntesis de novo de proteínas pro-apoptóticas, por lo que el contenido 

inicial de mRNA de DEFA1 en el megacariocito, previo a la estimulación con TPO, podría 

repartirse entre la traducción de la proteína en la misma célula y a su 

compartimentalización para su transferencia a las plaquetas de reciente creación. 

 

Los resultados de este trabajo también demuestran que las plaquetas tienen la capacidad 

para secretar la defensina al medio, para ello requiere que la plaqueta se encuentre en un 

estado activado, ya sea con trombina, ADP o LPS. Estos resultados corroboran los 

resultados que muestran que DEFA1 se encuentra en los gránulos α, ya que se sabe que 

los 3 agonistas inducen una pronta activación y posterior liberación del contenido de sus 

gránulos hacia el medio extracelular (16). Esto concuerda con la información que se tiene 

sobre la liberación de proteínas con actividad microbicida inducidas por trombina (59).  

 

Además, se ha demostrado en trabajos anteriores que las plaquetas humanas durante un 

proceso infeccioso-inflamatorio se encuentran en un estado mayor de activación que 

inducirá una modificación su fenotipo inmunológico, incrementando la expresión de 

receptores para el reconocimiento de patógenos, en especial TLR4 (85-87), cuyo ligando 

es el LPS, así como una acumulación de las mismas células en el sitio de infección 

incrementando la concentración de proteínas microbicidas en ese sitio y promoviendo una 

defensa antimicrobiana directa por parte del hospedero (88-90). Por lo cual, los resultados 

que muestran un incremento en la liberación de DEFA1 ante la activación con LPS 
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sugieren un papel fundamental de las células de la línea megacariocítica para la 

resolución de procesos inflamatorios mediados por microorganismos Gram negativos.  

 

Así mismo, si las plaquetas son capaces de secretar DEFA1 tras su activación con 

agonistas derivados de una lesión endotelial (trombina y ADP), entonces los niveles en 

suero de esta defensina se deberían encontrar elevados en patologías donde la 

inflamación no provenga de un proceso infeccioso y las plaquetas se encuentren en un 

mayor estado de activación, como en las enfermedades cardiovasculares y metabólicas. 

Sin embargo, no en todas estas patologías se encuentran elevados los niveles en suero 

de DEFA1, más aún, en individuos con obesidad que presentan un alto riesgo de generar 

enfermedades cardiovasculares se ha detectado una disminución significativa de DEFA1 

en suero a medida que se incrementan los niveles séricos de colesterol (91).  

 

Esto sugiere que la defensina podría estar siendo secuestrada al momento de su 

liberación, ya que DEFA1-3 tienen una alta afinidad por moléculas glicosiladas 

(glicolípidos, glicoproteínas y proteoglicanos principalmente), por lo que las moléculas de 

DEFA1 liberadas suelen unirse al glicocalix superficial de la célula que las secretó o al de 

las células cercanas (72). En trabajos recientes se ha demostrado que las defensinas alfa 

pueden unirse a las plaquetas induciendo un incremento en la expresión superficial de 

Selectina-P de manera dosis dependiente, la agregación plaquetaria y sensibilizando a las 

plaquetas para tener una mayor respuesta ante un estímulo con ADP, por lo cual las 

DEFA1-3, por sí solas, son capaces de activar a las plaquetas de manera independiente a 

la vía de la trombina (92). Así mismo, el tratamiento con DEFA1-3 induce la unión del 

fibrinógeno a las plaquetas de manera dosis y tiempo dependiente, mediante la vía del 

receptor mayor de fibrinógeno GPII/bIIa. Conjuntamente, el tratamiento con las defensinas 

inducirá la movilización de calcio y desgranulación en las plaquetas, acompañada por el 

incremento CD40L superficial y la liberación de su forma soluble (93). Como 

consecuencia habrá un incremento en la formación de asociaciones entre plaquetas y 

monocitos en sangre periférica. 

 

Debido a que las plaquetas también tienen la capacidad de secretar DEFA1 tras su 

activación, ésta, a su vez, podría unirse a la superficie plaquetaria incrementando su 

estado de activación en un efecto denominado “rebinding”. Este proceso podría contribuir 

a la formación de estructuras tipo amiloides, junto con el fibrinógeno y la trombospondina 
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1 (TSP1), las cuales tienen la capacidad de capturar diferentes microorganismos, pero 

también la de producir microoclusiones vasculares (93). Este fenómeno podría tener una 

gran relevancia clínica, ya que la DEFA1 plaquetaria podría desencadenar la activación 

de plaquetas vecinas y formación de trombos, contribuyendo a la patogénesis de 

enfermedades cardiovasculares e inflamatorias. 

 

Por otra parte, se demostró que los megacariocitos también pueden secretar DEFA1 

cuando son tratados con TPO, lo cual sugiere dos cosas: los megacariocitos también son 

una fuente de producción de defensinas alfa en médula ósea, y que durante el proceso de 

trombopoyesis se lleva a cabo también la liberación de DEFA1. Se cuenta con evidencia 

donde se muestra que la médula ósea humana presenta una mayor concentración de 

defensinas alfa con respecto a sus concentraciones en plasma de sangre periférica 

sugiriendo que una fuente importante de defensinas en plasma proviene de médula ósea 

(94), por lo cual una de las funciones de los megacariocitos durante la trombopoyesis 

podría ser la liberación de DEFA1 para incrementar sus concentraciones en plasma de 

sangre periférica. Hasta el momento, se desconoce si los megacariocitos son capaces de 

desempeñar funciones inmunorreguladoras, por lo cual la liberación de DEFA1 podría ser 

una de ellas, ya que se ha demostrado que las DEFA1-3 secretadas por neutrófilos tienen 

la capacidad de inhibir la secreción de IL-6, IL-β y NO mediante la inhibición de la 

traducción de las mismas en macrófagos derivados de monocitos (95, 96), por lo cual los 

megacariocitos también podrían tener la capacidad de disminuir el proceso inflamatorio al 

inhibir la producción de citocinas proinflamatorias. En cuanto a los efectos fisiológicos de 

las defensinas en médula ósea, sólo un estudio ha encontrado que las defensinas alfa 

pueden inhibir la diferenciación de monocitos en individuos con leucemia mielomonocítica 

crónica (97), sin embargo, el impacto de DEFA1 en médula ósea, en la hematopoyesis o 

en neoplasias hematopoyéticas requiere de más estudios a profundidad. 

 

Como se mencionó anteriormente, DEFA1 puede unirse a la superficie plaquetaria e 

inducir su activación, por lo cual durante la trombopoyesis podría liberarse también alguna 

proteína que impida esta unión para evitar la activación plaquetaria. Nuestro estudio 

también tiene la limitante de que, para emular el proceso de trombopoyesis, la línea 

celular Meg-01 fue estimulada sólo con TPO y el estímulo no se llevó a cabo en un 

biorreactor como sugieren los trabajos de Nakagawa et. al, dónde remarcan la 

importancia que tiene el microambiente rico en citocinas y factores de crecimiento en el 
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nicho hematopoyético para la producción en masa de plaquetas funcionales, en términos 

de hemostasia; así mismo, la regulación del pH, temperatura y el cambio de presión son 

importantes para simular la migración del megacariocito inmaduro del nicho osteoblástico 

al nicho vascular en médula ósea y la liberación de las plaquetas al torrente sanguíneo 

(98, 99). Debido a esto, utilizar únicamente trombopoyetina para producir plaquetas a 

partir de células Meg-01 podría interferir con los niveles fisiológicos reales que libera el 

megacariocito en médula ósea durante su maduración y posterior fragmentación en 

plaquetas en el torrente sanguíneo.  

 

Finalmente, se evaluó el potencial microbicida de la defensina alfa 1 liberada por las 

plaquetas, demostrando que este péptido antimicrobiano es secretado por las plaquetas 

en su forma activa y es capaz de disminuir la proliferación de bacterias Gram negativas, 

de forma equiparable a las defensinas producidas por leucocitos (74) y a las 

recombinantes (100). Sabemos que las principales funciones que se les adjudica a las 

defensinas en la respuesta inmune innata son la permeabilización de la membrana 

bacteriana y la suspensión abrupta de la síntesis de DNA, RNA y proteínas bacterianas 

acompañada de la pérdida del potencial formador de colonias (74).  

 

Conjuntamente, las defensinas también tienen un efecto quimiotáctico en células 

mononucleares y neutrófilos, e inducen la migración de células T al sitio de infección (75). 

Sin embargo, desconocemos si estas funciones también se les pueden conferir a las 

defensinas secretadas por plaquetas, por lo tanto, se requieren más estudios para 

comprobar la funcionalidad de la defensina alfa 1 secretada por estas células. 

 

Las plaquetas igualmente se conocen por tener diferentes funciones en respuesta a las 

infecciones virales. La interacción directa o indirecta con virus resultará en la activación y 

desgranulación plaquetaria, por lo cual, la mayor parte de su función antiviral reside en la 

liberación de quinocidinas (PK) y proteínas microbicidas que contiene en sus gránulos α. 

Una de las PKs más importantes en estos procesos es PF4 (CXCL4), molécula que tiene 

la capacidad de unirse a gp120, sitio de unión a CD4, impidiendo la infección con HIV-1 

en células T (101, 102). Otros mecanismos indirectos que tienen las plaquetas para evitar 

las infecciones virales derivan del reclutamiento y estimulación de otras poblaciones 

celulares gracias al incremento superficial de la Selectina-P, de la liberación de CD40L y 

diversas PKs (103). 
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Dentro de estas PKs secretadas ante una infección por virus, ahora sabemos que también 

se podría encontrar DEFA1, aumentando su arsenal de defensa antiviral. El efecto 

antiviral de DEFA1 se ha evaluado en diversos procesos infecciosos, pero del que se 

tienen más evidencias es el caso del HIV-I, donde los efectos inhibitorios en la replicación 

del virus incluyen su inactivación directa, mediante la inducción de la producción de MIP-

1α, MIP-1β y RANTES que compitan con el virus por la unión con CCR5 (76), y la 

neutralización de las células blanco de la infección, mediante la interferencia con la 

señalización de la proteína C cinasa (PKC) (104), este último mecanismo no se ha 

corroborado dentro de la defensa viral plaquetaria. Inclusive, la falta de control en la 

diseminación de la infección viral en estos individuos podría deberse a una disminución de 

la DEFA1 en suero, la cual podría estar relacionada a la trombocitopenia persistente que 

padecen los individuos HIV+ en etapas avanzadas (105).  

 

Los resultados de este trabajo nos demuestran que las plaquetas y megacariocitos son 

capaces de producir y secretar defensina alfa 1, pero se requieren más estudios para 

caracterizar funciones previamente desconocidos en el linaje celular megacariocítico en la 

respuesta inmunológica y verificar su impacto en el desarrollo de diferentes 

enfermedades. 
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9. Conclusiones 

 

 Las plaquetas y megacariocitos humanos contienen el mRNA y la proteína de 

defensina alfa 1. 

 En las plaquetas, la defensina alfa 1 se encuentra dentro de los gránulos alfa 

 En los megacariocitos, la defensina alfa 1 se encuentra dentro de los gránulos alfa 

y en el citoplasma. 

 A través del modelo de partículas tipo plaqueta, se confirmó la transferencia de la 

defensina alfa 1 de los megacariocitos a sus plaquetas diferenciadas.  

 Las plaquetas y los megacariocitos tienen la capacidad de secretar defensina alfa 

1 cuando son estimulados con trombina, ADP y LPS. 

 Las plaquetas tienen la capacidad de interiorizar defensina alfa 1. 

 Las plaquetas al ser estimuladas con trombina secretan defensina alfa 1 actividad 

antimicrobiana contra Escherichia coli. 
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ANEXO II. Carta de consentimiento informado 

 

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACIÓN EN PROTOCOLOS 
DE INVESTIGACIÓN 

 

Lugar y fecha: __________________________________________________________ 

Por medio de la presente, C._______________________________________________ 

 

Autorizo mi participación en el protocolo de investigación titulado:           

“Identificación de nuevos ARNs mensajeros asociados a la respuesta inmune en las plaquetas 
de pacientes con sepsis” 

Aprobado por el comité de ética del Hospital General de Zona 1, cuyo objetivo es identificar 
nuevos ARNs mensajeros asociados a la respuesta inmune. Los resultados obtenidos a través 
de este proyecto podrían ayudar a la generación de nuevo conocimiento y a encontrar nuevas 
funciones en la respuesta inmunológica por parte de las plaquetas. 

Se me ha explicado que mi participación consistirá en autorizar la toma de una muestra de 10 ml 
de sangre para la obtención de suero y plaquetas. 

Declaro que se me ha informado que el proyecto es una investigación de riesgo mínimo debido 
a que se requiere de una punción para la obtención de la muestra sanguínea, sin embargo, no 
conlleva ningún tipo de riesgo significativo para mi salud ni para mi vida. 

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento, en que lo 
considere conveniente. 

El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificará en las 
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos relacionados con mi 
privacidad serán manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a 
proporcionarme la información actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta 
pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo. 

 

 

Nombre y firma del responsable. 

 

 

 

Nombre, firma y matrícula del Investigador Responsable. 

 

 

 

Testigos:      

                     Nombre y firma                                     Nombre y firma 
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ANEXO III. Portada del artículo 

 


