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ABSTRACT 
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive and lethal 
malignancies, driven by late diagnosis, limited therapeutic options, and high 
metastatic potential. Beyond their canonical roles in hemostasis, platelets have 
emerged as active modulators of tumor progression and promising noninvasive 
biomarkers. Among platelet-associated molecules, α-defensins, particularly 
Defensin Alpha 1/3 (DEFA1/3), have been implicated in inflammation and immunity; 
however, their contribution to PDAC pathogenesis remains unclear. We combined 
bioinformatic analysis of platelet transcriptomes with functional and in vivo zebrafish 
xenograft validation to investigate the impact of DEFA1/3 on PDAC aggressiveness. 
DEFA1/3 was significantly upregulated in PDAC-derived platelets. Defensin-
enriched platelet-like particles (defensin-rich platelets, DRPs) and recombinant 
DEFA1/3 enhanced pancreatic cancer cell proliferation, migration, and three-
dimensional growth in vitro and promoted tumor dissemination in zebrafish 
xenografts. Transcriptomic profiling revealed the upregulation of SPARC, KDM6A, 
and GATA6, whereas clinical data from The Cancer Genome Atlas (TCGA)-PDAC 
linked high DEFA1/3 expression to poor survival, increased immune infiltration, and 
activation of epithelial–mesenchymal transition (EMT). Platelet-derived DEFA1/3 
acts as a functional modulator of PDAC progression, linking platelet granule content 
to tumor aggressiveness and highlighting a potential biomarker and therapeutic 
target within the platelet–tumor axis. 
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1. INTRODUCCION  

1.1. ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS: UNA NEOPLASIA DE ALTA 
LETALIDAD 

 
El adenocarcinoma ductal de páncreas (PDAC) es una de las neoplasias más 

agresivas y letales a nivel mundial (Antunes-Ferreira et al., 2023). En 2022 se 

reportaron más de medio millón de casos nuevos y cerca de 470 mil muertes, lo que 

lo posiciona entre las principales causas de mortalidad por cáncer (Sherman et al., 

2025; Wang et al., 2021). A pesar de los avances en cirugía, diagnóstico y terapias 

sistémicas, la tasa de supervivencia a cinco años apenas alcanza el 10%, reflejando 

un progreso limitado en comparación con décadas anteriores (Leiphrakpam et al., 

2025). Las proyecciones epidemiológicas indican que la incidencia global podría 

aumentar hasta un 95% para el año 2050, con casi un millón de diagnósticos 

anuales (Bray et al., 2024). Esta elevada mortalidad se relaciona con el diagnóstico 

tardío, la resistencia intrínseca a la quimioterapia y un fenotipo altamente 

metastásico característico de la enfermedad (Siegel et al., 2024). 

 

El PDAC se origina principalmente a partir de lesiones precursoras conocidas como 

neoplasias intraepiteliales pancreáticas (PanINs), que progresan gradualmente 

desde alteraciones ductales de bajo grado hasta lesiones malignas invasoras 

(Pelosi et al., 2017). Este proceso implica la acumulación progresiva de mutaciones 

somáticas en genes clave como KRAS, TP53, CDKN2A y SMAD4, acompañada de 

una profunda reprogramación del microambiente tumoral (Varghese et al., 2025). 

Las PanINs se desarrollan en un entorno caracterizado por inflamación crónica, 

fibrosis y una respuesta inmunitaria alterada, factores que contribuyen al 

establecimiento de un microambiente favorable para la tumorigénesis (Seidel et al., 

2025). 

 

En los últimos años, se ha reconocido que factores sistémicos no tumorales, como 

las plaquetas estas desempeñan un papel activo en la progresión del cáncer (Li et 



 
 

2 

al., 2017). Las plaquetas (PLTs) son fragmentos anucleados derivados de 

megacariocitos, tradicionalmente conocidas por sus funciones en la hemostasia y la 

trombosis (Scridon, 2022). Sin embargo, en el contexto del cáncer, adquieren 

funciones adicionales: regulan la angiogénesis, facilitan la invasión y contribuyen a 

la evasión inmunitaria (Li et al., 2023; Tian et al., 2025). En pacientes con PDAC, la 

trombocitosis es frecuente y se ha asociado con mal pronóstico, menor respuesta 

terapéutica y mayor potencial metastásico (Zhou et al., 2018). 

 

El concepto de plaquetas educadas por tumor (Tumor-Educated Platelets, TEPs) 

por sus siglas en ingles describe aquellas plaquetas cuyas firmas transcriptómicas 

y proteómicas son remodeladas por señales derivadas del tumor (Walke et al., 

2024). Estas plaquetas no solo reflejan la influencia sistémica del cáncer, sino que 

también pueden participar activamente en la remodelación del microambiente 

tumoral a través de mediadores secretados y mecanismos de comunicación 

intercelular (Xing et al., 2019). Por ejemplo, se ha descrito que el ARN plaquetario 

de ITGA2B constituye un biomarcador sólido para la detección de cáncer, mientras 

que factores plaquetarios como el TGF-β promueven la transición epitelio-

mesénquima (EMT), un proceso crucial en la diseminación metastásica(Asghar et 

al., 2020; Xing et al., 2019). 

 

Dentro del arsenal molecular de las plaquetas, los péptidos antimicrobianos (AMPs) 

representan una familia de biomoléculas de particular interés. Los AMPs son 

polipéptidos de menos de 100 aminoácidos, con carga neta positiva y alto contenido 

de residuos básicos como lisina y arginina, además de una proporción significativa 

de aminoácidos hidrofóbicos (Fu et al., 2023). Estas características estructurales les 

permiten adoptar conformaciones anfipáticas al interactuar con membranas 

biológicas, confiriéndoles la capacidad de desestabilizar la bicapa lipídica de 

patógenos (Xu & Lu, 2020). Los AMPs son componentes esenciales de la inmunidad 

innata y se han identificado en una amplia diversidad de organismos, desde 

bacterias hasta humanos, participando en la defensa del huésped y en la 

modulación de respuestas inflamatorias (Cho & Hahm, 2025). 
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1.2. PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS Y DEFENSINAS: COMPONENTES DE LA 
INMUNIDAD INNATA 
Entre los AMPs, las defensinas constituyen una de las familias más conservadas y 

funcionalmente versátiles (Goldberg et al., 2025). Estas moléculas son péptidos 

catiónicos ricos en arginina que contienen tres puentes disulfuro intramoleculares 

formados por seis residuos de cisteína, responsables de su estructura tridimensional 

estable (Nagib et al., 2025). En los mamíferos, las defensinas se dividen en tres 

subfamilias principales: α-defensinas (DEFA), β-defensinas (hBD) y θ-defensinas, 

clasificadas según la disposición de los enlaces disulfuro (Yang et al., 2002). Las α-

defensinas se encuentran principalmente en neutrófilos y células epiteliales, 

mientras que las β-defensinas son producidas por células epiteliales de mucosas, y 

las θ-defensinas, con una estructura cíclica, están restringidas a algunos primates 

(Lehrer & Lu, 2012). 

 

Las α-defensinas humanas, también conocidas como péptidos de neutrófilos 

humanos (HNPs), incluyen seis miembros denominados DEFA1–6 (Lehrer & Lu, 

2012). De estos, las DEFA1–3 se localizan en los gránulos de los neutrófilos y son 

producidas de manera constitutiva por precursores mieloides, aunque también 

pueden ser inducidas por linfocitos T CD8 activados (Zhang et al., 2025). 

Adicionalmente, las defensinas entéricas HD-5 y HD-6 son sintetizadas por las 

células de Paneth en el intestino y participan en la protección de la mucosa intestinal 

(Lehrer & Lu, 2012). Las α-defensinas se sintetizan como precursores inactivos 

(prepro-defensinas) que requieren procesamiento proteolítico para su activación, lo 

que asegura su liberación regulada durante la respuesta inmune o la degranulación 

celular (Figueredo & Ouellette, 2010). 

 

1.3. MECANISMOS DE ACCION DE LAS DEFENSINAS 
Más allá de su función antimicrobiana, las defensinas desempeñan roles 

inmunomoduladores y citotóxicos que las vinculan con procesos inflamatorios 

crónicos y cáncer (Figueredo & Ouellette, 2010). Se ha demostrado que las α-
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defensinas pueden modular la proliferación, diferenciación y migración celular, así 

como influir en la angiogénesis y en la regulación de la apoptosis (Sabit et al., 2024). 

En distintos tipos de cáncer, las concentraciones plasmáticas elevadas de HNP1–3 

se han asociado con el crecimiento y proliferación tumoral, sugiriendo su potencial 

como biomarcadores moleculares(Li et al., 2024). De hecho, se ha reportado que 

las defensinas α pueden estar sobreexpresadas en tejidos tumorales de colon y que 

sus niveles séricos son significativamente más altos en pacientes con neoplasias 

epiteliales, lo que las posiciona como posibles marcadores diagnósticos o 

pronósticos (Bonamy et al., 2018; Sabit et al., 2024). 

 

En el contexto de las plaquetas, las α-defensinas derivadas de plaquetas 

representan un campo emergente de investigación. Estudios recientes han 

demostrado que tanto las plaquetas como los megacariocitos expresan Defensina 

Alfa 1/3 (DEFA1/3) a nivel de ARN y proteína, almacenadas en los gránulos α y 

liberadas tras la activación plaquetaria (Valle-Jimenez et al., 2020). Este hallazgo 

sugiere que las defensinas podrían contribuir a la comunicación entre las plaquetas 

y las células tumorales, modulando el microambiente y favoreciendo la progresión 

maligna. 

 

1.4. DEFENSINAS Y CANCER: ENTRE INFLAMACION Y PROGRESION 
TUMORAL 
La participación de las defensinas en el cáncer se ha documentado en múltiples 

neoplasias epiteliales (Zhao et al., 2022). En cáncer de colon, mama, pulmón y 

próstata se ha observado sobreexpresión de defensinas, asociada con aumento de 

proliferación celular, migración e invasión (Wu et al., 2021; Zhao et al., 2022). En 

modelos clínicos, concentraciones séricas elevadas de DEFA1–3 se han 

correlacionado con la progresión tumoral y el mal pronóstico, proponiéndose como 

biomarcadores potenciales. Su implicación no se limita a la citotoxicidad directa, 

sino que también abarca la modulación del microambiente tumoral, donde pueden 

promover la inflamación crónica, la angiogénesis y la remodelación tisular (Jeong et 

al., 2025). Estas evidencias sugieren que las defensinas actúan como una doble 
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espada biológica: protectoras frente a infecciones, pero potencialmente pro-

tumorigénicas en contextos de inflamación persistente o señalización aberrante(Xu 

& Lu, 2020).  

 

1.5. RELEVANCIA DE DEFA1/3 EN PLAQUETAS Y CANCER PANCREATICO 
En el contexto de las plaquetas, se ha demostrado que tanto las plaquetas como los 

megacariocitos expresan DEFA1/3 a nivel de ARN y proteína, almacenadas en los 

gránulos α y liberadas tras la activación plaquetaria (Valle-Jimenez et al., 2020). 

Este hallazgo sugiere que las defensinas no solo participan en la defensa 

antimicrobiana, sino también en la comunicación intercelular entre plaquetas, 

células inmunes y células tumorales. Dado que el PDAC se desarrolla en un entorno 

inflamatorio e hipervascularizado, donde las plaquetas son abundantes y 

metabólicamente activas, es plausible que las defensinas derivadas de plaquetas 

contribuyan a la modulación del microambiente tumoral, favoreciendo la 

proliferación, migración e invasión de las células cancerosas. No obstante, el papel 

funcional de DEFA1/3 plaquetaria en la progresión del PDAC ha sido escasamente 

explorado. Entender cómo estos péptidos pueden transformar las interacciones 

entre plaquetas y células tumorales representa un desafío clave para identificar 

nuevos biomarcadores y blancos terapéuticos en esta enfermedad de alta letalidad. 

 

2. JUSTIFICACION  
El PDAC representa una de las neoplasias más agresivas y letales a nivel mundial, 

con una supervivencia a cinco años inferior al 10%. Su comportamiento clínico se 

caracteriza por una alta capacidad metastásica, diagnóstico tardío y resistencia a 

los tratamientos convencionales, lo que resalta la urgencia de identificar 

biomarcadores tempranos y nuevos blancos terapéuticos que permitan mejorar su 

pronóstico. En los últimos años, las plaquetas han trascendido su función 

hemostática clásica para ser reconocidas como moduladores activos del 

microambiente tumoral. Estas células, al interactuar con células malignas y 

componentes del sistema inmune, pueden favorecer la angiogénesis, la evasión 
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inmunitaria y la diseminación metastásica, estableciendo un eje funcional entre 

hemostasia e invasión tumoral. En este contexto, el estudio del contenido proteico 

y transcriptómico plaquetario ha cobrado relevancia, al revelar que las plaquetas 

actúan como sensores periféricos del estado tumoral, capaces de reflejar 

alteraciones sistémicas mediante cambios en su perfil de expresión. 

 

Entre las moléculas plaquetarias con posible impacto biológico, las α-defensinas 

DEFA1/3 —péptidos antimicrobianos almacenados en los gránulos alfa— se han 

vinculado con procesos inflamatorios, inmunomodulación y remodelación tisular. Sin 

embargo, su papel en la progresión del PDAC permanece poco comprendido. 

Estudios preliminares sugieren que las defensinas pueden influir en la plasticidad 

celular, la EMT y la infiltración inmunitaria, procesos estrechamente relacionados 

con la agresividad tumoral. No obstante, la fuente y el mecanismo de acción de 

estas moléculas en el contexto del PDAC no han sido completamente dilucidados. 

En este proyecto se propone elucidar el rol funcional de DEFA1/3 derivada de 

plaquetas en la progresión del PDAC, integrando aproximaciones bioinformáticas, 

celulares e in vivo. Mediante el análisis transcriptómico de plaquetas obtenidas de 

pacientes, la generación de plaquetas ricas en DEFA1/3 (DRPs) y modelos de 

xenotrasplante en pez cebra, se busca demostrar que las plaquetas no son simples 

correlatos sistémicos del cáncer, sino actores activos en la modulación del 

comportamiento tumoral. El enfoque integrativo adoptado en este estudio ofrece 

una doble relevancia: 

 

Desde la perspectiva biológica, permitirá comprender los mecanismos mediante los 

cuales las plaquetas y su contenido granular particularmente las defensinas 

contribuyen a la agresividad y diseminación del PDAC. 

 

Desde la perspectiva clínica, el estudio propone a DEFA1/3 como biomarcador 

potencial de progresión tumoral y como blanco terapéutico emergente dentro del eje 

plaqueta–tumor, abriendo nuevas posibilidades para la detección y el tratamiento 

personalizado de esta enfermedad devastadora. 



 
 

7 

 

Así, la investigación contribuye a fortalecer la comprensión de la interacción entre 

el sistema hemostático e inmunitario en el cáncer pancreático, alineándose con las 

tendencias internacionales que promueven el estudio de biomarcadores circulantes 

y modelos funcionales traslacionales para el diseño de estrategias terapéuticas más 

eficaces. 

 

3. PREGUNTA DE INVESTIGACION  
¿Cuáles son los efectos de las plaquetas enriquecidas en defensinas DEFA1/3 

sobre la agresividad de las células de adenocarcinoma ductal de páncreas y en la 

modulación de los programas moleculares asociados a su progresión? 

4. HIPOTESIS  
Si las plaquetas ricas en DEFA1/3 participan activamente en la comunicación entre 

las plaquetas y las células tumorales pancreáticas, entonces su sobreexpresión y 

liberación modulará procesos de proliferación, migración, EMT y diseminación 

tumoral, mediante la activación de genes asociados a la agresividad del PDAC 

contribuyendo así a un fenotipo más maligno y a un peor pronóstico clínico. 

 

5. OBJETIVOS 

5.1. OBJETIVO GENERAL  
Evaluar el papel funcional de las DRPs en la progresión del PDAC, mediante el 

análisis transcriptómico, estudios funcionales in vitro y validación in vivo en modelos 

de xenoinjerto en pez cebra, con el propósito de determinar su impacto en la 

proliferación, migración, EMT y diseminación tumoral, así como su potencial valor 

como biomarcador y modulador del eje plaqueta–tumor. 
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5.2. OBJETIVOS PARTICULARES 
 
1. Analizar los perfiles transcriptómicos plaquetarios de pacientes con 

adenocarcinoma ductal de páncreas PDAC y de controles sanos mediante enfoques 

bioinformáticos, con el fin de identificar genes diferencialmente expresados 

asociados a la progresión tumoral. 

 

2. Desarrollar y caracterizar un modelo celular in vitro de megacariocitos MEG-01 

con sobreexpresión estable de DEFA1/3, capaz de generar partículas de tipo 

plaquetario con el propósito de evaluar su funcionalidad y su grado de similitud 

estructural y biológica con plaquetas humanas. 

 

3. Evaluar el efecto funcional de las DRPs sobre procesos asociados a la 

agresividad tumoral, incluyendo proliferación, migración, clonogenicidad y 

formación de esferoides en líneas celulares de adenocarcinoma pancreático, así 

como su capacidad para favorecer la diseminación tumoral in vivo en modelos de 

pez cebra. 

 

4. Correlacionar la expresión de DEFA1/3 con parámetros clínicos y moleculares de 

pacientes con PDAC del consorcio TCGA-PAAD, a fin de determinar su asociación 

con supervivencia global, infiltración inmune y activación de programas de EMT. 

 

6. MATERIALES Y METODOS 

6.1. CULTIVO CELULAR 
 
Las líneas celulares humanas 293T, AsPC-1, BxPC-3, Capan-2 y MEG-01 se 

obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU.). 

Todas las líneas celulares fueron certificadas por la ATCC. Las células se cultivaron 

conforme a las recomendaciones del proveedor.  Las células 293T se mantuvieron 

en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; ATCC 30-2002) 

suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS; Gibco, Cat. No. 16000044; 
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Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) y 1% de penicilina–estreptomicina 

(10,000 U/mL; Cat. No. 15140122; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).  

Las líneas AsPC-1, BxPC-3 y MEG-01 se cultivaron en RPMI-1640 (ATCC 30-2001) 

con 10% de FBS y 1% de penicilina–estreptomicina. Las células Capan-2 se 

cultivaron en McCoy’s 5A (ATCC 30-2007) con las mismas condiciones.  Todas las 

culturas se mantuvieron a 37 °C en una atmósfera humidificada con 5% de CO₂, 

subcultivándose cada 2–3 días para mantener el crecimiento exponencial. En todos 

los experimentos, las células se emplearon entre los pases 5 y 20 para garantizar 

la consistencia. Antes del tratamiento, las células se sembraron en frascos T-75 

(Corning, NY, EE.UU.) o en placas de 6 pozos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EE.UU.) y se dejaron adherir durante la noche. Al día siguiente, el medio se 

reemplazó por medio libre de suero durante 12 h para sincronizar el crecimiento y 

reducir la variabilidad derivada del suero.  Para los ensayos de estimulación con 

defensinas, las células se trataron con Defensina Alfa humana recombinante 1/3 

(DEFA1/3; Abcam, Cambridge, Reino Unido, Cat. #ab97409) a una concentración 

final de 100 ng/mL durante 72 h. Los controles no tratados Nt recibieron solo el 

vehículo bajo las mismas condiciones.  Todos los tratamientos se realizaron en 

triplicado biológico y cada experimento se repitió al menos tres veces de manera 

independiente para asegurar reproducibilidad. Todas las líneas celulares estaban 

libres de micoplasma. 

6.2. CLASIFICACION DE LOS PERFILES TRANSCRIPTOMICOS 
 
Para clasificar los perfiles transcriptómicos plaquetarios de pacientes y controles, se 

implementó un algoritmo de Support Vector Machine (SVM) por sus siglas en inglés, 

utilizando el paquete e1071 (v1.7-13) en R versión 4.3.0 (R Foundation for Statistical 

Computing, Viena, Austria).  Las matrices de expresión de RNA-seq normalizadas 

se importaron en R, filtrando los genes de baja abundancia (CPM < 1 en > 80% de 

las muestras) para reducir el ruido. Los transcritos restantes se transformaron a log₂ 

y se escalaron a media cero y varianza unitaria antes del entrenamiento del modelo.  

El algoritmo SVM proyectó cada muestra en un espacio de características de alta 

dimensión, donde cada eje representa un transcrito. La posición de una muestra en 
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cada eje corresponde al valor de expresión normalizado de ese gen.  

Se aplicó una estrategia One-Versus-One (OVO) para manejar la clasificación 

multiclase, entrenando un modelo binario para cada par de clases. La asignación 

final de cada muestra se determinó por votación mayoritaria entre los clasificadores 

pareados.  Se utilizó un kernel radial (RBF) para capturar relaciones no lineales 

entre perfiles de expresión génica. Los parámetros C (coste) y γ (gamma) se 

optimizaron mediante validación cruzada de 10 pliegues dentro de una búsqueda 

en malla (grid search, función tune.svm).  El desempeño del modelo se evaluó 

usando precisión (accuracy), F1-score y área bajo la curva ROC (AUC), calculadas 

con los paquetes caret (v6.0-94) y pROC (v1.18.5).  El error de clasificación se 

determinó a partir de matrices de confusión generadas con las muestras de prueba 

retenidas (20% del conjunto total). Todos los análisis se realizaron con scripts 

reproducibles en R, fijando la semilla aleatoria con set.seed(1234) para garantizar 

resultados consistentes. 

6.3. DIFERENCIACION DE PARTICULAS DE TIPO PLAQUETARIAS (PLPS) A 
PARTIR DE CELULAS MEG-01  
 
Para obtener PLPs, las células de megacariocitos MEG-01 se diferenciaron in vitro 

siguiendo un protocolo optimizado basado en (Risitano et al., 2012), con 

modificaciones menores, las células MEG-01 se sembraron a una densidad de 2 × 

10⁵ células/mL en medio RPMI-1640 suplementado con 10% de FBS y 1% de 

penicilina/estreptomicina.  Se añadió trombopoyetina humana recombinante (TPO; 

PeproTech No. 300-18, EE.UU.) a una concentración final de 100 ng/mL, 

manteniendo las células a 37 °C y 5% CO₂.  El proceso de diferenciación duró 7 

días, añadiendo TPO fresco cada tercer día para mantener la maduración de los 

megacariocitos y la formación de proplaquetas.  Para la diferenciación con ácido 

valproico (VPA) se utilizó 2mM, bajo el mismo método que con TPO. La morfología 

celular se monitoreó diariamente mediante microscopía de contraste de fases, 

confirmando la aparición de extensiones citoplasmáticas y protrusiones similares a 

plaquetas. Al finalizar, las PLPs se purificaron mediante centrifugación diferencial: 

(1) 100× g por 5 min para eliminar células intactas, (2) 150× g por 15 min para retirar 

restos grandes, (3) 750× g por 15 min para sedimentar las PLPs (Valle-Jimenez et 
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al., 2020). El pellet se resuspendió en medio RPMI sin suero y se cuantificó por 

ensayo de Bradford y conteo en cámara de Neubauer bajo microscopía óptica.  La 

morfología y pureza de las PLPs se verificaron mediante tinción de Giemsa antes 

de los ensayos funcionales. 

6.4. AISLAMIENTO DE PLTS DE DONADORES SANOS 

Las PLTs fueron aisladas a partir de donadores voluntarios de laboratorio bajo 

condiciones estériles. La sangre total se recolectó en tubos BD Vacutainer® con 

citrato de sodio (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) para evitar la 

coagulación, y las muestras fueron procesadas dentro de las 2 horas posteriores a 

la recolección para preservar la integridad plaquetaria. El plasma rico en plaquetas 

(PRP) se obtuvo mediante centrifugación de la sangre total a 100× g durante 20 

minutos a temperatura ambiente sin freno. La capa superior de PRP se transfirió 

cuidadosamente a un nuevo tubo, y se añadió ácido acetilsalicílico hasta alcanzar 

una concentración final de 200 μM para inhibir la activación plaquetaria. 

Posteriormente, el PRP fue centrifugado nuevamente a 100× g durante 20 minutos 

para eliminar eritrocitos residuales. Las plaquetas se concentraron mediante 

centrifugación del sobrenadante a 800× g durante 20 minutos a RT, y el 

sobrenadante fue descartado. El pellet resultante se resuspendió suavemente en 

buffer de Tyrode (pH 7.4) suplementado con 0.1% de albúmina sérica bovina (BSA) 
(Sigma-Aldrich; Cat. No. A2153). La concentración y pureza plaquetaria se 

evaluaron mediante conteo manual utilizando una cámara de Neubauer bajo 

microscopía óptica, y la morfología se verificó por microscopía de contraste de fases 

(Dhurat & Sukesh, 2014). 

Las plaquetas purificadas se utilizaron inmediatamente después de su aislamiento 

para todos los ensayos funcionales. Las muestras de PRP se obtuvieron de 

donadores voluntarios que proporcionaron sangre periférica exclusivamente para 

investigación in vitro. No se recopilaron datos personales ni clínicos, y todas las 

muestras fueron anonimizadas antes de su procesamiento. El uso de material 

biológico derivado de sangre humana se llevó a cabo conforme a las normas 

institucionales de bioseguridad y ética, bajo clasificación de riesgo mínimo, sin 
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requerir consentimiento informado formal, de acuerdo con la (NOM-012-SSA3-
2012;, Mexico City, Mexico, 2013.) y las Directrices CIOMS (2016) . 

6.5. GENERACION DE PARTICULAS DERIVADAS DE PLAQUETAS 

Para generar DRPs, la línea celular de megacariocitos MEG-01 fue modificada 

genéticamente mediante transducción lentiviral para sobreexpresar DEFA1/3. 

Las partículas lentivirales se produjeron mediante co-transfección de células 293T 
utilizando Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 11668019; 

Waltham, MA, USA) junto con los siguientes plásmidos: 

• pLV-DEFA1/3, vector donador que contiene la secuencia codificante de 

DEFA1/3 insertada en el vector pLV-DEFA1/3. 

• pLJM1-GFP, vector control utilizado para evaluar la eficiencia de 

transducción mediante fluorescencia verde. 

• psPAX2 (Addgene, plásmido #12260; Watertown, MA, USA), plásmido de 

empaquetamiento. 

• pCMV-VSV-G (Addgene, plásmido #8454; Watertown, MA, USA), plásmido 

de envoltura. 

Las células transfectadas se mantuvieron en DMEM con 10% de FBS durante 48 

horas, y los sobrenadantes virales se recolectaron cada 12 horas durante tres días, 

se filtraron a través de una membrana PES de 0.45 μm, y se almacenaron a 4 °C 

hasta su uso. 

Las células MEG-01 se sembraron a una densidad de 2 × 10⁵ células/mL y se 

infectaron con los sobrenadantes virales a una multiplicidad de infección (MOI) de 

100, en presencia de 8 μg/mL de polibreno para mejorar la eficiencia de infección. 

Después de 48 horas, el medio fue reemplazado y las células se cultivaron por 72 

horas adicionales antes de iniciar la selección con puromicina (1 μg/mL) (Skalamera 

et al., 2012). Tras tres rondas de selección, se obtuvieron poblaciones estables con 

una eficiencia de transducción aproximada del 80%, verificada por fluorescencia 

GFP. Posteriormente, las células MEG-01-DEFA1/3 y MEG-01-EV (vector vacío, 
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control negativo) fueron estimuladas con TPO, 200 ng/mL durante 7 días para 

inducir la formación de PLPs in vitro. 

Las partículas liberadas fueron recolectadas por centrifugación diferencial, como se 

describe en la Sección 4.3, y designadas como DRPs y PLPs-EV (plaquetas 
control derivadas del vector vacío). La sobreexpresión de DEFA1/3 en células 

MEG-01-DEFA1/3 y en DRPs fue confirmada mediante qPCR y Western blot antes 

de los ensayos funcionales posteriores. 

6.6. ESTUDIOS GENOMICOS 

El ARN total fue extraído, y los análisis de RT-PCR se realizaron según el protocolo 

descrito por (Bandala et al., 2001), con ligeras modificaciones para garantizar la 

reproducibilidad. En resumen, el ARN total se obtuvo de las líneas celulares AsPC-

1, BxPC-3, MEG-01, PLPs-Ev y DRPs utilizando el reactivo TRIzol™ (Invitrogen, 

Waltham, MA, USA, No. 15596026), siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

concentración y pureza del ARN se determinaron mediante espectrofotometría 

NanoDrop™2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), midiendo la 

relación A260/A280, y la integridad se verificó mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1%. Para la retrotranscripción, 1 μg de ARN total fue convertido a cDNA 

en una reacción final de 20 μL utilizando ThermoScript™ Reverse Transcriptase 

(Invitrogen), con cebadores hexámeros aleatorios y el buffer de reacción 

suministrado por el fabricante. Las amplificaciones por PCR se realizaron con 

AmpliTaq Gold™ DNA polymerase (Applied Biosystems) en un volumen final de 25 

μL, que contenía 2.5 μL de buffer 10×, 0.5 μL de mezcla de dNTPs (10 mM cada 

uno), 1 μL de cada cebador (10 μM) y 1 μL de cDNA como plantilla. El ciclaje térmico 

se llevó a cabo en un Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) bajo las siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 95 °C por 

10 min, seguida de 30 ciclos de 95 °C por 30 s, 50 °C por 45 s y 72 °C por 1 min, 

con una extensión final de 72 °C por 5 min. 
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 Los productos de PCR fueron separados en geles de agarosa al 1–2%, teñidos con 

SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, No. S33102) y visualizados bajo luz UV. 

Las bandas correspondientes a los tamaños esperados se excisaron y purificaron 

con el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Alemania). La 

eficiencia y linealidad de la amplificación se verificaron mediante curvas estándar 

derivadas de diluciones seriadas del cDNA, confirmando que las reacciones 

ocurrieron dentro de la fase logarítmica. La lista de primers utilizados se presenta 

en la siguiente tabla.  

 

6.7. TRANSFECCION 

Para la producción de partículas lentivirales, las células 293T fueron co-

transfectadas con los siguientes plásmidos: vector donador pLV-IRES-DEFA1/3, 
vector control pLJM1-GFP, plásmido de empaquetamiento psPAX2, y plásmido de 

envoltura pCMV-VSV-G, siguiendo las instrucciones del fabricante para el uso de 

Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, USA). 

Previo a la transfección, el ADN plasmídico fue purificado utilizando un kit Maxiprep 
libre de endotoxinas (Qiagen, Cat. No. 12362, Alemania) con el fin de asegurar 

una eficiencia óptima y evitar citotoxicidad. Para cada placa de 10 cm de diámetro, 

se emplearon 12 μg de ADN total, mezclados en una proporción 4:3:2:1 
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correspondiente a pLV-IRES-DEFA1/3: psPAX2: pCMV-VSV-G: pLJM1-GFP, 
combinados con el reactivo Lipofectamine en medio Opti-MEM™ e incubados 

durante 20 minutos a temperatura ambiente antes de adicionarlos a las células. Tras 

un periodo de co-transfección de 8 horas, el medio de transfección fue reemplazado 

por DMEM completo suplementado con 10% de FBS, y las células se incubaron a 

37 °C y 5% de CO₂. Los sobrenadantes virales se recolectaron a las 48 y 72 horas 
post-transfección, se clarificaron mediante centrifugación a 500× g durante 10 

minutos, y se filtraron a través de un filtro PES de 0.45 μm para eliminar restos 

celulares. La suspensión viral se concentró por ultracentrifugación a 25,000× g 

durante 2 horas a 4 °C utilizando un rotor SW32 Ti (Beckman Coulter). El pellet viral 

resultante se resuspendió en 1 mL de PBS estéril que contenía 1% de BSA, y se 

almacenó a −80 °C en alícuotas de un solo uso para evitar ciclos repetidos de 

congelación y descongelación. Los títulos virales se determinaron mediante la 

infección de células 293T con diluciones seriadas del stock viral y cuantificación 

de células GFP-positivas a las 72 horas mediante microscopía de fluorescencia, 

siguiendo el protocolo descrito por Schwarz-Cruz et al., 2020 (Schwarz-Cruz et al., 

2020). Para determinar las condiciones óptimas de transducción, las células AsPC-

1 se sembraron hasta alcanzar 80% de confluencia y se infectaron con partículas 

lentivirales Lv-GFP a diferentes multiplicidades de infección (MOI = 10, 20, 50, 100 

y 200). Después de 48 horas, la expresión de GFP fue evaluada mediante 

microscopía de fluorescencia (Leica, Wetzlar, Alemania). Se seleccionó un MOI de 

100 como valor óptimo para los experimentos posteriores, ya que permitió una 

expresión robusta del transgén minimizando la citotoxicidad. La transducción se 

realizó a 37 °C durante 24 horas, tras lo cual el medio con virus se sustituyó por 

medio RPMI completo con 10% de FBS. 

Las células se incubaron por 48 horas adicionales antes de iniciar la selección 

antibiótica. Para generar líneas celulares estables, se añadió puromicina (2 μg/mL; 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) al medio, el cual se renovó cada dos días. La 

selección continuó hasta que todas las células no infectadas perdieron viabilidad 

(aproximadamente 5–7 días). 
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Las clonas sobrevivientes fueron expandidos y mantenidos en 1 μg/mL de 

puromicina para conservar la expresión estable del transgén. Las poblaciones 

resultantes se designaron como MEG-01-DEFA1/3 y MEG-01-GFP, 

correspondientes a células con expresión estable de DEFA1/3 o del control GFP, 

respectivamente (Schwarz-Cruz et al., 2020). 

6.8. ENSAYOS DE MIGRACION CELULAR 

Para evaluar los efectos de DEFA1/3 y de las partículas derivadas de plaquetas 

sobre la capacidad migratoria de células de cáncer de páncreas, se utilizaron las 

líneas celulares AsPC-1 y BxPC-3. Se sembraron 4 × 10⁵ células en placas Ibidi® 
de 35 mm que contenían el sistema Culture-Insert 2 Well (Cat. No. 80206; Ibidi 

GmbH, Gräfelfing, Alemania), permitiendo la formación de monocapas confluentes 

en 24 horas. Cada pozo del inserto recibió 70 μL de suspensión celular, 

incubándose a 37 °C y 5% de CO₂ en atmósfera humidificada. Para garantizar que 

el cierre de la herida reflejara migración y no proliferación celular, el medio se 

suplementó con 5 μM de citosina β-D-arabinofuranósido (Ara-C; Sigma-Aldrich, Cat. 

No. C1768) como inhibidor de la síntesis de ADN. Después del periodo inicial de 

adhesión (24 h), el inserto se retiró cuidadosamente con pinzas estériles para crear 

un espacio libre definido (herida). Las células fueron tratadas bajo las siguientes 

condiciones experimentales: 

• DEFA1/3 recombinante (100 ng/mL; Abcam, Waltham, MA, USA) 
• PLP-Ev (control derivado de vector vacío) 
• DRPs (plaquetas enriquecidas en defensinas) 
• Nt (control sin tratamiento) 

Las culturas se mantuvieron por 72 horas bajo condiciones estándar. El cierre de la 

herida fue monitoreado mediante captura de cinco campos aleatorios por condición 

utilizando un microscopio invertido de contraste de fases (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Alemania) a las 0, 24, 48 y 72 horas. 



 
 

17 

Las imágenes se analizaron con el software ImageJ versión 1.53t (NIH, Bethesda, 

MD, USA). El porcentaje de cierre de la herida se calculó mediante la fórmula: 

Migration	rate = 	-1 −	!"#$%	'()'	'*	*+,)	*
+$+*+'-	!"#$%	'*	./

0× 100 

Cada condición se ensayó por triplicado, y los resultados se presentan como media 

± S.E.M. (error estándar de la media) de al menos tres experimentos 

independientes. 

6.9. CULTIVO DE ESFEROIDES 

Las células Capan-2 y BxPC-3 de cáncer pancreático fueron cultivadas mediante la 

técnica de recubrimiento líquido (“liquid overlay”), descrita por (Espinosa et al., 

2012), con ligeras modificaciones. Las placas Petri P60 se recubrieron con una fina 

capa de agarosa al 1% (p/v) (Sigma-Aldrich, Cat. No. A0169; St. Louis, MO, USA) 

preparada en PBS estéril, dejándose solidificar a temperatura ambiente para 

impedir la adhesión celular. Posteriormente, se sembraron 1 × 10⁶ células 

(previamente cultivadas como monocapa) sobre cada placa recubierta con agarosa, 

utilizando medio Leibovitz L-15 suplementado con 5% de FBS (Gibco), e incubando 

a 37 °C en atmósfera humidificada. 

Después de 48 horas, los agregados celulares flotantes comenzaron a formar 

esferoides compactos. Las culturas se mantuvieron durante 7 días, reemplazando 

el medio cada dos días para mantener el equilibrio nutricional y eliminar restos 

celulares o esferoides irregulares. Para mejorar la homogeneidad de los esferoides, 

las placas se colocaron en un incubador con agitación rotatoria (60 rpm) a partir del 

segundo día, lo que favoreció fuerzas de cizalla uniformes y una morfología más 

homogénea. 

El crecimiento de los esferoides se monitoreó diariamente mediante microscopía 

invertida (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), y los diámetros se cuantificaron 

utilizando un micrómetro ocular calibrado (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Alemania) o 

mediante análisis digital con ImageJ. Se midieron al menos 30 esferoides por 

condición para determinar el diámetro promedio ± S.E.M. 
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6.10. ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR 

La viabilidad celular se evaluó mediante tinción con violeta de cristal (Sigma-Aldrich; 

Cat. No. C0775), siguiendo el método descrito por Feoktistova et al. (2016) 

(Feoktistova et al., 2016), con ligeras modificaciones. En resumen, se sembraron 5 

× 10³ células por pozo en placas de 96 pozos de fondo plano (Corning, USA), en 

200 μL de medio de cultivo completo, permitiendo su adhesión durante la noche a 

37 °C en una atmósfera con 5% de CO₂. A las 0 y 72 horas, los pozos se lavaron 

cuidadosamente dos veces con PBS para eliminar desechos y células no adheridas. 

Las células adheridas se fijaron con metanol al 100% durante 10 minutos a 

temperatura ambiente y se dejaron secar al aire. Posteriormente, las células se 

tiñeron con una solución de violeta de cristal al 0.05% (p/v) (Sigma-Aldrich) durante 

15 minutos, se lavaron abundantemente con agua destilada para eliminar el exceso 

de colorante y se secaron nuevamente al aire. 

Para cuantificar la viabilidad celular, se añadió ácido acético al 33% (v/v) en cada 

pozo para solubilizar el colorante unido, y la densidad óptica (DO) se midió a 570 

nm utilizando un lector de microplacas (Synergy HT; BioTek, Winooski, VT, USA). 

La viabilidad relativa (%) se calculó con la siguiente fórmula: 

Cell	viability = 	!"	$%&
!"	'&

× 100  

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado en tres experimentos 

independientes, y los resultados se expresaron como media ± S.E.M. (error 

estándar de la media). Imágenes representativas de los pozos teñidos se capturaron 

con una cámara digital a 1× de aumento antes de la cuantificación. 

6.11. ENSAYO DE CLONOGENICIDAD 

Las líneas celulares BxPC-3, AsPC-1 y Capan-2 se sembraron a baja densidad 

(300–800 células/pozo), dependiendo de la línea celular, en placas de 6 pozos, 
permitiendo su adhesión durante la noche. Posteriormente, las células fueron 

tratadas bajo las siguientes condiciones experimentales: Nt sin tratamiento, PLP-Ev 
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o DRPs, y se incubaron durante 10–14 días hasta la formación de colonias visibles 

(>50 células). En cada pase, los pozos paralelos se fijaron con paraformaldehído al 

4% (Sigma-Aldrich; Cat. No. 158127) durante 10 minutos y se tiñeron con violeta de 

cristal al 0.05%, para confirmar la formación de colonias. Para evaluar la 

clonogenicidad seriada, las colonias se tripsinizaron, se resuspendieron en 

suspensión unicelular y se resembraron a densidad clonal bajo las mismas 

condiciones durante dos pasajes adicionales (P2–P3). En el pasaje final, las 

colonias se fijaron y tiñeron como se describió anteriormente. 

El número de colonias se cuantificó utilizando el software ImageJ (NIH, USA) y se 

expresó como la fracción de supervivencia relativa al control Nt. La persistencia de 

la capacidad de formación de colonias a lo largo de los pasajes se interpretó como 

evidencia de potencial de autorrenovación. Todos los experimentos se realizaron 

por triplicado en tres ensayos biológicos independientes. 

6.12. ANALISIS POR WESTERN BLOT 

Los lisados proteicos totales de PTLs, PLPs-Ev y DRPs se obtuvieron utilizando un 

buffer de lisis RIPA (50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1% NP-40; 0.1% SDS; 

0.5% desoxicolato de sodio) suplementado con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Sigma-Aldrich, Cat. #P8340 y #P0044, St. Louis, MO, USA). Las 

concentraciones de proteína se determinaron con el kit Pierce™ BCA Protein Assay 

(Thermo Fisher Scientific, Cat. #23225) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se cargaron 20–30 μg de proteína total por muestra, mezcladas con buffer de 

muestra Laemmli 4× (Bio-Rad, Cat. #1610747) conteniendo 5% de β-

mercaptoetanol, y se desnaturalizaron a 95 °C durante 5 minutos. Las proteínas se 

separaron mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12% y se transfirieron 

a membranas de nitrocelulosa de 0.2 μm (Bio-Rad, Cat. #1620112) utilizando el 

sistema Trans-Blot® Turbo Transfer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). 

Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente con 

Intercept® TBS Blocking Buffer (LI-COR, Cat. #927-60001) y se incubaron toda la 

noche a 4 °C con los anticuerpos primarios diluidos en buffer de bloqueo con 0.1% 

de Tween-20. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: 
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• Anti-DEFA1/3 (anticuerpo monoclonal de ratón, Abcam, Cat. #ab97409; 

dilución 1:1000) 

• Anti-GAPDH (anticuerpo monoclonal de conejo, Cell Signaling Technology, 

Cat. #5174; dilución 1:5000), utilizado como control de carga. 

Después del lavado, las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura 

ambiente con los anticuerpos secundarios infrarrojos específicos por especie: 

• Cabra anti-ratón IgG (IRDye® 680RD; LI-COR, Cat. #926-68070; 1:10,000) 

• Cabra anti-conejo IgG (IRDye® 800CW; LI-COR, Cat. #926-32211; 

1:10,000). 

Las señales fluorescentes se detectaron mediante un sistema Odyssey® CLx 

Infrared Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA). Las intensidades 

de las bandas se cuantificaron con el software Image Studio™ Lite versión 5.2 (LI-

COR Biosciences), y los niveles de DEFA1/3 se normalizaron respecto a GAPDH. 

Todos los análisis por Western blot se realizaron en triplicados biológicos para 

asegurar reproducibilidad.  

6.13. MANTENIMIENTO DEL PEZ CEBRA (DANIO RERIO) Y CUMPLIMIENTO 
ETICO 

Los peces cebra adultos Danio rerio de la cepa Tab-wik, originalmente 

proporcionados por el Dr. Ernesto Maldonado (Instituto de Ciencias del Mar y 

Limnología, UNAM) y el Dr. Francisco Carmona (Instituto de Fisiología Celular, 

UNAM), fueron mantenidos bajo condiciones estándar de acuicultura a 28.5 °C, con 

pH ajustado entre 7.0 y 7.5, y un ciclo de 14 h de luz / 10 h de oscuridad. Los 

embriones se mantuvieron en agua de embrión (agua destilada suplementada con 

5 g/L de sal Instant Ocean® y 7.5 mg/L de NaHCO₃). Los procedimientos generales 

de mantenimiento y manipulación de adultos y larvas siguieron los protocolos 

establecidos en The Zebrafish Book: A Guide for the Laboratory Use of Zebrafish 
Danio rerio (Westerfield, 2000.). Los procedimientos experimentales se realizaron 

conforme a los estándares internacionales de bienestar animal, incluyendo las guías 

de la Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) de la University of 
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Oregon, y fueron aprobados por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto Nacional de Medicina Genómica 

(INMEGEN) (número de aprobación 427). Para la eutanasia, los embriones mayores 

de 4 días post-fertilización (dpf) se sacrificaron mediante inmersión en agua fría (2–

4 °C) hasta que cesaron los movimientos operculares, seguida de una exposición 

adicional de varios minutos al mismo medio frío, conforme a las Guías de la 

Asociación Médica Veterinaria Americana (AVMA) para la eutanasia de animales 

(2020). 

6.14. CUIDADO Y MONITOREO DE LOS ANIMALES 

Todos los procedimientos se diseñaron para minimizar el dolor y el estrés. Los 

embriones fueron anestesiados con 0.04% de tricaína (MS-222; Sigma-Aldrich, Cat. 

No. E10521) durante las microinyecciones, se manipularon bajo un 

estereomicroscopio para evitar daño mecánico. Los embriones fueron monitoreados 

periódicamente durante las 24 h posteriores a la inyección para detectar signos de 

morfología anormal, hemorragia o muerte. Aquellos que presentaron 

malformaciones o pérdida de viabilidad fueron excluidos del análisis. No se 

observaron eventos adversos inesperados. Los criterios humanitarios de 

finalización se definieron como muerte o malformación severa antes de la captura 

de imágenes a las 24 h post-inyección. Los embriones sobrevivientes se 

fotografiaron y posteriormente se mantuvieron bajo condiciones estándar. La 

eutanasia de larvas mayores de 4 dpf se realizó conforme a las guías AVMA (2020). 

6.15. PREPARACION DE EMBRIONES, MICROINYECCION Y ENSAYOS DE 
MIGRACION IN VIVO 

A los 2 dpf, los embriones fueron descorionados manualmente utilizando pinzas 

Dumont No. 5 y anestesiados en 0.04% de tricaína (MS-222; Sigma-Aldrich, Cat. 

No. E10521). Los embriones se colocaron sobre placas Petri recubiertas con 

agarosa al 3% para asegurar estabilidad durante la inyección. Las células BxPC-3 

de cáncer pancreático, previamente tratadas con DRPs, PLPs o sin tratamiento 
Nt, se emplearon para los xenotrasplantes. Se inyectaron aproximadamente 300 
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células en el saco vitelino de cada embrión, considerando cada pez cebra como 

una unidad experimental independiente. 

En cada experimento independiente, se asignaron 20 embriones por grupo (DRP, 

PLP y Nt), con un total aproximado de 60 embriones por réplica y 300 embriones en 

total. El tamaño de muestra se basó en modelos de xenotrasplante validados 

previamente en pez cebra Martínez-López et al., 2021 [58,59], los cuales 

demostraron variabilidad de diseminación tumoral reproducible dentro de este 

rango, garantizando confiabilidad estadística sin requerir un cálculo formal de poder. 

Las células se marcaron previamente con CellTracker™ Red CMTPX (Thermo 

Fisher Scientific, Cat. No. C34552), se resuspendieron a 1 × 10³ células/10 μL, e 
~300 células se inyectaron en el saco vitelino bajo condiciones cegadas, siguiendo 

los procedimientos de xenotrasplante adaptados de Martínez-López et al. (2021) 

[58,59]. Se utilizaron capilares de vidrio borosilicato (10 cm de longitud, diámetro 

externo de 1.0 mm, diámetro interno de 0.58 mm, sin filamento; Sutter Instrument, 

Novato, CA, USA), los cuales fueron estirados con un puller vertical (Modelo 51210, 

Stoelting Co., Wood Dale, IL, USA) y recortados a 0.8 cm desde el hombro con 

pinzas Dumont No. 5. Las inyecciones se realizaron mediante un inyector neumático 

de pico-litros (PLI-100A; Warner Instruments, Holliston, MA, USA). Tras la inyección, 

los embriones se enjuagaron con agua de embrión y se incubaron a 34 °C en placas 

Petri con suficiente volumen de agua, manteniendo una densidad ≤30 embriones 

por placa. 

Criterios de inclusión: 

(i) embriones viables de 2 dpf,  
(ii) xenotrasplante exitoso, verificado inmediatamente tras la inyección (T₀) por la 

presencia de células tumorales fluorescentes en el sitio del saco vitelino. Los 

embriones se consideraron elegibles para el análisis independientemente de si las 

células fluorescentes permanecieron confinadas al saco vitelino o ya se habían 

diseminado a las 24 h post-inyección; la migración se trató como variable de 

resultado. 
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Criterios de exclusión (predefinidos): fallas técnicas en la inyección (entrega fuera 

del sitio objetivo o fuga excesiva en T₀), malformaciones graves, hemorragia o 

muerte antes de la toma de imágenes a las 24 h. Cada grupo experimental incluyó 

exactamente 20 embriones (n = 20 por grupo y por réplica); el número exacto 

utilizado se especifica en la leyenda de cada figura correspondiente. 

A las 24 h post-inyección, los embriones fueron analizados en condiciones cegadas 

utilizando un microscopio de epifluorescencia Zeiss equipado con una cámara 

digital Canon. Las imágenes se procesaron con el software FIJI–ImageJ, 

cuantificando el número de células fluorescentes detectadas en el tronco posterior 

y la cola (más allá del saco vitelino) [58]. 

6.16. ALEATORIZACION Y CONTROL DE FACTORES DE CONFUSION 

La aleatorización se realizó según la secuencia temporal de tratamiento durante el 

proceso de inyección. Los embriones, obtenidos de diferentes desoves, se 

seleccionaron sin distinción y se inyectaron alternando los grupos (DRP, PLP y Nt) 
para evitar sesgos dependientes del tiempo o del operador. Cada jornada 

experimental incluyó los tres grupos para minimizar efectos de lote. Todos los 

embriones se mantuvieron bajo condiciones idénticas (temperatura, densidad ≤30 

embriones/placa y ciclo de 14 h luz / 10 h oscuridad). Las posiciones de las placas 

dentro del incubador se rotaron diariamente para evitar sesgos de localización. La 

evaluación de resultados se realizó a las 24 h post-inyección bajo condiciones 

cegadas. El operador conocía la asignación de tratamiento durante la inyección, 

pero la evaluación de resultados se efectuó con archivos de imagen codificados 

para reducir el sesgo del observador. La variable primaria fue el número de células 

BxPC-3 fluorescentes que migraron más allá del saco vitelino a las 24 h post-

inyección, cuantificado con FIJI–ImageJ, como medida directa del efecto pro-

tumorigénico de los DRPs in vivo. 

Las variables secundarias incluyeron: 

• el área fluorescente total correspondiente a las células diseminadas, y 
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• el porcentaje de embriones con xenotrasplantes exitosos. 

Estas variables se seleccionaron con base en estudios previos de xenotrasplante 

en pez cebra que evaluaron dinámicas de diseminación e invasión tumoral 
(Martinez-Lopez et al., 2021). El tamaño de muestra (n = 20 embriones por grupo y 

por réplica) se estableció considerando esta variable primaria. 

6.17. ANALISIS TRANSCRIPTOMICO Y SUPERVIVENCIA 

Los datos de expresión de RNA-seq y las anotaciones clínicas asociadas para 

PDAC se obtuvieron del repositorio TCGA-PAAD a través del Genomic Data 

Commons (GDC) Data Portal (https://portal.gdc.cancer.gov/, consultado el 1 de 

marzo de 2025). Los conteos crudos fueron normalizados a CPM (counts per million) 
y transformados a escala log₂ utilizando el flujo de trabajo limma/voom 

implementado en R (v4.3.0). Para los análisis de supervivencia, los pacientes fueron 

estratificados en cuartiles con base en la expresión de DEFA1/3, y la supervivencia 

global (OS) se comparó mediante curvas de Kaplan–Meier, generadas con los 

paquetes survival (v3.7-0) y survminer (v0.4.9) en R. Con el fin de evaluar posibles 

interacciones con los niveles circulantes de plaquetas, los pacientes se 

subdividieron en cuatro categorías (alto/bajo DEFA1/3 × alto/bajo conteo 

plaquetario), utilizando los valores medianos de ambas variables. La significancia 

estadística se determinó mediante la prueba de log-rank. Todos los análisis se 

realizaron en R, utilizando datos públicos de TCGA, de acuerdo con las guías 

internacionales de reproducibilidad computacional. 

6.18. ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO GENICO  

Para explorar las asociaciones funcionales de la expresión génica, se realizó un 

análisis de enriquecimiento génico por muestra individual (ssGSEA) por sus siglas 

en ingles utilizando el paquete Gene Set Variation Analysis (GSVA) de R (v3.21). 
Se emplearon conjuntos génicos curados relacionados con activación plaquetaria, 

infiltración de neutrófilos y EMT como rutas de referencia (Li et al., 2022). Las 

asociaciones entre la expresión de DEFA1/3 y las puntuaciones de enriquecimiento 

ssGSEA a través de las muestras se evaluaron mediante correlación por rangos de 

https://portal.gdc.cancer.gov/
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Spearman. La fuerza de correlación se cuantificó mediante el coeficiente rho, y los 

valores de p se calcularon para determinar su significancia. 

Las gráficas de dispersión con líneas de regresión lineal se generaron utilizando el 

paquete ggplot2 (v3.5.1), mostrando los valores de rho y p en cada panel 

(Hanzelmann et al., 2013). Todos los análisis se llevaron a cabo en R (v4.3.0) 

utilizando los datos públicos de TCGA-PAAD. 

6.19. ANALISIS DE CORRELACION CON GENES ASOCIADOS A 
AGRESIVIDAD TUMORAL 

Para explorar los programas moleculares relacionados con la agresividad del PDAC, 

se seleccionó un panel de genes previamente reportados como marcadores de 

subtipos tumorales y progresión: SPARC, GATA6, KDM6A y EGR1 [63]. Las 

puntuaciones transcriptómicas para los programas de invasión (MMPs), motilidad 

(integrinas) y EMT-like se calcularon empleando conjuntos génicos curados de 

hallmark y GO, disponibles en la Molecular Signatures Database (MSigDB v7.5) por 

sus siglas en ingles. Las asociaciones entre la expresión génica y las puntuaciones 

de programa se evaluaron mediante correlación por rangos de Spearman, y los 

resultados se visualizaron como gráficas de regresión con intervalos de confianza 

al 95%, generadas en R (v4.3.0). 

6.20. ANALISIS ESTADISTICO 

Los datos se expresan como media ± S.E.M. (error estándar de la media), obtenidos 
de un mínimo de tres experimentos independientes, cada uno realizado por 

triplicado. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante análisis de 

varianza de una vía (ANOVA), seguido de la prueba post hoc de Tukey para evaluar 

diferencias pareadas. El nivel de significancia estadística se estableció en p < 0.01. 

Todos los análisis estadísticos y las representaciones gráficas se efectuaron 

utilizando el software GraphPad Prism versión 9.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). 
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7. RESULTADOS 
7.1. ALTERACIONES TRANSCRIPTOMICAS EN PLAQUETAS DERIVADAS DE 
PACIENTES CON PDAC 

Con el propósito de explorar las modificaciones moleculares presentes en las 

plaquetas circulantes de pacientes con cáncer de páncreas, se realizó un análisis 

del conjunto de datos de secuenciación de RNA-seq reportado por Best et al. En 

dicho estudio, se caracterizó el transcriptoma plaquetario de pacientes con diversos 

tipos de cáncer y de donadores sanos, el cual fue utilizado para entrenar un 

algoritmo de aprendizaje automático destinado a la detección tumoral. En el 

presente trabajo, en lugar de centrarse en la predicción, se seleccionó un 

subconjunto de ese conjunto de datos con el fin de investigar los cambios 

transcripcionales específicos asociados al PDAC. 

El análisis incluyó plaquetas aisladas de 35 pacientes con PDAC y 55 donadores 
sanos. Los conteos crudos de RNA-seq se procesaron utilizando el marco analítico 

CAGE (Correlative Analyses of Gene Set Enrichment). Los datos fueron 

normalizados a conteos por millón (CPM) y transformados mediante voom, lo que 

permitió un análisis de expresión diferencial con estabilización de varianza. 

Este enfoque reveló una distribución distintiva de genes diferencialmente 
expresados entre las plaquetas derivadas de PDAC y las de individuos sanos 

(Figura 1a), evidenciando un proceso de reprogramación transcripcional en las 

plaquetas circulantes de pacientes con cáncer. El mapa de calor mostró un grupo 

de genes significativamente sobreexpresados en las plaquetas derivadas de PDAC, 

delineando una firma transcripcional específica de cáncer. 

Para contextualizar estos hallazgos, los genes diferencialmente expresados se 

compararon con un panel curado de biomarcadores de cáncer previamente 

establecidos, identificándose una coincidencia significativa de 94 genes (18.8%). 

Entre ellos, destacaron varios miembros de la familia de las defensinas, 

incluyendo DEFA8P (Fold change = 16.87), DEFA4 (Fold change = 11.37) y 

DEFA1B (Fold change = 10.14), los cuales mostraron una sobreexpresión 
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consistente (Figura 1b). Las defensinas son reconocidas moléculas efectoras de la 

inmunidad innata y de la defensa epitelial, por lo que estos resultados sugieren un 

posible papel inmunomodulador de las defensinas plaquetarias en el microambiente 
tumoral. 
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FIGURA 1. CARACTERIZACION BIOINFORMATICA DE LAS ALTERACIONES 
TRANSCRIPTOMICAS EN CÁNCER DE PANCREAS 

Los datos transcriptómicos se obtuvieron del conjunto GSE68086, que comprende 
perfiles de RNA-seq de plaquetas derivadas de pacientes con PDAC (n = 35) y de 
donadores sanos (n = 55). (a) Se realizó un análisis de agrupamiento jerárquico no 
supervisado de los genes diferencialmente expresados (|log₂FC| ≥ 1, p ajustado < 
0.05, corrección de Benjamini–Hochberg) mediante el paquete limma (v4.3) de R, 
evidenciando una clara segregación entre los transcriptomas plaquetarios de 
pacientes con PDAC y los controles. La escala de color del mapa de calor 
representa los niveles de expresión génica normalizados, donde el color rojo indica 
sobreexpresión y el azul represión relativa al promedio de expresión de cada gen. 
(b) Se muestran los diez genes más sobreexpresados en plaquetas de PDAC, 
destacando miembros de la familia de las defensinas (DEFA4, DEFA1B y DEFA8P) 
por su fuerte incremento y su papel establecido en la defensa inmune y el 
mantenimiento de la integridad epitelial. (c) El análisis de enriquecimiento de 
conjuntos génicos (GSEA) se realizó con los paquetes ClusterProfiler (v4.10.1) y 
fgsea (v1.28.0) de R, utilizando la colección Hallmark del MSigDB. El puntaje de 
enriquecimiento normalizado (NES) refleja la magnitud y dirección del sobre-
representamiento de cada conjunto génico. Los valores nominales de p y q (FDR) 
se derivaron de 10 000 permutaciones basadas en fenotipo. En conjunto, los análisis 
indican que el transcriptoma plaquetario de pacientes con PDAC presenta una 
reprogramación inmune y secretora, apoyando el concepto de plaquetas 
“educadas” por el tumor como moduladores activos de la progresión del cáncer. Los 
datos se presentan como media ± S.D., y la significancia estadística se definió como 
p ajustado < 0.05. Abreviaturas: PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma; GSEA, 
Gene Set Enrichment Analysis; NES, normalized enrichment score; RNA-seq, 
secuenciación de ARN; DEFA, defensina alfa. 

El análisis de enriquecimiento de términos de Gene Ontology (GO) proporcionó una 

visión funcional complementaria. Las rutas más significativamente enriquecidas 

incluyeron exocitosis regulada (GO:0045055), procesos relacionados con 

homeostasis celular, producción de citocinas, migración de linfocitos y regulación 

negativa de la diferenciación de leucocitos. En conjunto, estos hallazgos resaltan 

alteraciones amplias en las funciones inmunes y secretoras de las plaquetas 

derivadas de PDAC. Además, se observó enriquecimiento en rutas asociadas con 

el desarrollo de megacariocitos y la producción plaquetaria, lo que sugiere un 

vínculo potencial entre la progresión tumoral y la modulación hematopoyética 

(Figura 1c). 
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En su conjunto, estos resultados aportan una primera evidencia de que las 

defensinas plaquetarias, particularmente los miembros de la familia DEFA, 

podrían constituir componentes activos de la comunicación plaqueta–tumor en 

PDAC, fundamento sobre el cual se desarrollaron los experimentos funcionales 

subsecuentes. 

7.2. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO LENTIVIRAL PLVX-DEFA1/3 Y 
GENERACION DE LA LINEA CELULAR MEG-01 CON SOBREEXPRESIÓN DE 
DEFA1/3 
 
Con el fin de comprobar experimentalmente la relevancia funcional de los hallazgos 

transcriptómicos observados, particularmente la sobreexpresión de genes de la 

familia DEFA en plaquetas derivadas de pacientes con PDAC, se planteó evaluar si 

estas moléculas pueden modular la biología tumoral en un contexto experimental 

controlado. Dado que las defensinas DEFA1 y DEFA3 mostraron los niveles más 

altos de sobreexpresión y desempeñan funciones inmunomoduladoras en distintos 

entornos inflamatorios, se decidió generar un modelo celular que reprodujera su 
incremento en plaquetas. Para ello, se diseñó una estrategia de sobreexpresión 
estable de DEFA1/3 en la línea celular de megacariocitos MEG-01, con el 

objetivo de producir DRPs y así explorar su impacto directo sobre la proliferación, 

migración y agresividad de células de adenocarcinoma ductal de páncreas. 
Dado que los genes DEFA1 y DEFA3 presentan una alta homología (>98% de 

identidad), y no es posible distinguirlos mediante amplificación convencional, la 

secuencia insertada se denominó DEFA1/3. 
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FIGURA 2. CONSTRUCCION Y VALIDACION DEL PLASMIDO PLVX-DEFA1/3 
PARA LA SOBREEXPRESIÓN LENTIVIRAL 

(a) Esquema de clonación del inserto DEFA1/3 (361 pb) en el vector donador pLVX-
IRES-Puro. El inserto amplificado mediante PCR fue digerido con las enzimas de 
restricción XhoI y XbaI, e insertado en el sitio múltiple de clonación (MCS) del 
vector. A la derecha se muestra el mapa esquemático del plásmido resultante pLVX-
DEFA1/3, indicando las regiones funcionales utilizadas para la producción de 
partículas lentivirales. (b) Amplificación del inserto DEFA1/3 a partir de cDNA 
obtenido de sangre total, utilizando oligonucleótidos específicos con los sitios de 
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restricción XhoI y XbaI incorporados en sus extremos. El gel de agarosa al 1% 
muestra una banda única de aproximadamente 350 pb, correspondiente al tamaño 
esperado del producto amplificado. (c) Validación del plásmido recombinante 
mediante digestión enzimática y análisis por electroforesis en gel de agarosa al 1%. 
Las colonias bacterianas transformadas con el vector recombinante (pLVX-
DEFA1/3) mostraron un patrón de bandeo con un incremento en el peso 
molecular respecto al vector vacío (pLVX-IRES), confirmando la inserción correcta 
del fragmento amplificado. En conjunto, los resultados confirman la correcta 
amplificación, inserción y validación del fragmento DEFA1/3 en el vector lentiviral 
pLVX-IRES, estableciendo la base para la generación de partículas lentivirales y la 
transducción estable de la línea celular MEG-01. Abreviaturas: MCS, multiple 
cloning site; PCR, reacción en cadena de la polimerasa; pb, pares de bases; DEFA, 
defensina alfa; cDNA, ADN complementario; IRES, internal ribosome entry site. 

El proceso inició con la extracción de ARN de sangre de donadores sanos, 

seguida de la síntesis de ADN complementario (cDNA) mediante 

retrotranscripción. A partir de este cDNA se amplificó el fragmento correspondiente 

a DEFA1/3 (361 pb) utilizando oligonucleótidos específicos con sitios de 

restricción para XhoI y XbaI, lo que permitió su posterior digestión y ligación en el 

vector pLVX-IRES (Figura 1b). 

El producto de PCR se purificó y verificó mediante electroforesis en gel de 
agarosa, mostrando una banda específica de ~350 pb (Figura 1b.) Los fragmentos 

amplificados y el vector fueron digeridos con XhoI y XbaI y posteriormente ligados 

con T4 DNA ligasa, generando el constructo recombinante pLVX-DEFA1/3 (Figura 

1a). La validación de las clonas recombinante se realizó por digestión diagnóstica 

de colonias transformadas, observándose un incremento en el peso molecular 
respecto al vector vacío pLVX-IRES, correspondiente al inserto de 361 pb (Figura 

1c). Finalmente, se produjeron partículas lentivirales mediante transfección en 
células HEK293T, usando un sistema de empaquetamiento de segunda 

generación. Los sobrenadantes virales fueron filtrados y concentrados para la 

transducción estable de la línea MEG-01, seleccionándose las células positivas 

con puromicina. Esta línea modificada sirvió como base experimental para la 

generación de DRPs empleadas en los ensayos posteriores. 
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7.3. ESTANDARIZACION DEL SISTEMA DE INFECCION LENTIVIRAL Y 
VALIDACION FUNCIONAL DE LA LINEA MEG-01 CON SOBREEXPRESSION 
DE DEFA1/3 

Para establecer un sistema de transducción eficiente y reproducible, se optimizó 

previamente el proceso de infección lentiviral. Como control positivo se utilizó el 

vector pJLM1-GFP, que codifica la proteína reportera fluorescente GFP, lo que 

permitió cuantificar visualmente la eficiencia de infección (Figura 3b). las partículas 

lentivirales se generaron mediante co-transfección de células HEK293T utilizando  
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FIGURA 3. ESTANDARIZACION DEL SISTEMA DE INFECCION LENTIVIRAL Y 
GENERACION DE LA LINEA MEG-01 CON SOBREEXPRESION DE DEFA1/3 

(a) Evaluación de la viabilidad celular en la línea MEG-01 tras la infección con 
partículas lentivirales portadoras del vector vacío (Ev) o del vector de 
sobreexpresión pLVX-DEFA1/3. Las imágenes muestran la morfología celular a 0 y 
5 días post-infección, evidenciando una mayor densidad y viabilidad en las células 
transducidas en comparación con las no tratadas (Nt). La gráfica de barras 
cuantifica el porcentaje de viabilidad relativa, mostrando incrementos significativos 
en los grupos Ev y DEFA1/3 respecto al control ***p < 0.001. (b) Eficiencia de 
infección determinada mediante el vector reportero pJLM1-GFP en células HEK-
293T y MEG-01. A las 72 horas post-infección, se observó una alta expresión de 
GFP bajo microscopía de fluorescencia, con tasas de infección superiores al 80% 
en HEK-293T y alrededor del 75% en MEG-01, valores considerados óptimos para 
las siguientes transducciones. El esquema inferior ilustra el proceso de producción 
de partículas lentivirales mediante co-transfección de los plásmidos pLVX-
DEFA1/3, psPAX2 (empaquetamiento) y pCMV-VSV-G (envoltura). En conjunto, 
estos resultados confirman la eficiencia del sistema lentiviral y la generación 
estable de la línea MEG-01 con sobreexpresión de DEFA1/3, utilizada 
posteriormente para la diferenciación de megacaricitos y la producción de DRPs. 
Abreviaturas: Nt, no tratado; Ev, vector vacío; GFP, green fluorescent protein; MOI, 
multiplicidad de infección; PBS, phosphate-buffered saline; DEFA, defensina alfa; 
DRPs, defensin-rich platelets 

el vector pJLM1-GFP (vector de transferencia de segunda generación que codifica 

la proteína reportera GFP bajo el promotor CMV) y los plásmidos auxiliares de 

empaquetamiento psPAX2 y pCMV-VSV-G. 

El plásmido psPAX2 (Addgene #12260) contiene los genes gag, pol, rev y tat, 

necesarios para la replicación y ensamblaje de las partículas virales, mientras que 

pCMV-VSV-G (Addgene #8454) codifica la glicoproteína del virus de la estomatitis 

vesicular (VSV-G), que confiere tropismo amplio y estabilidad a las partículas 

lentivirales. 

La co-transfección se realizó en proporción molar 4:3:1 (vector de transferencia: 

psPAX2 : pCMV-VSV-G) utilizando lipofectamina 3000. A las 48 h post-transfección, 

se observó una alta expresión de GFP en las células HEK293T, confirmando la 

correcta producción de partículas lentivirales funcionales. Los sobrenadantes virales 

se recolectaron, filtraron (0.45 µm) y emplearon para la infección de células MEG-
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01, las cuales mostraron fluorescencia verde visible y una tasa de infección cercana 

al 75 %, comparable con la observada en HEK293T (~80 %). (Figura 3b). 

Posteriormente, este procedimiento fue adaptado para la generación de partículas 

basadas en el vector pLVX-IRES-Puro, un plásmido de tercera generación que 

incorpora un cassette bicistrónico IRES-PuroR, permitiendo la selección estable 

mediante puromicina tras la integración genómica del constructo. Tras la 

optimización, se procedió a la infección de MEG-01 con el vector pLVX-DEFA1/3. 

Aunque este constructo no contiene marcador fluorescente, su cassette de 
resistencia a puromicina permitió seleccionar las células transducidas. Durante el 

tratamiento de selección, las células no infectadas murieron completamente, 

mientras que las células transducidas con pLVX-DEFA1/3 o con el vector vacío 
pLVX-Ev sobrevivieron, confirmando la integración funcional del vector (Figura 3a). 

Las células infectadas mostraron una mayor densidad y viabilidad en 

comparación con las no tratadas, y los análisis de viabilidad celular confirmaron 

diferencias significativas (p < 0.001) entre los grupos infectados y el control. Estos 

resultados validaron la eficiencia del sistema de transducción y la generación 
exitosa de la línea MEG-01 estable con sobreexpresión de DEFA1/3, utilizada 

para la obtención de DRPs. 

7.4. ESTANDARIZACION DE LA PRODUCCION DE PLPS IN VITRO  
 

Con la línea MEG-01 establecida, se llevó a cabo la optimización de las condiciones 

de diferenciación de megacariocitos para la liberación de PLPs, con el objetivo de 

generar una fuente abundante, funcional y libre de contaminantes celulares. Para 

promover la maduración de los megacariocitos y la liberación de PLPs, se evaluaron 

dos estrategias de diferenciación: el tratamiento con VPA y la estimulación con TPO, 

con el fin de comparar su eficacia y estabilidad morfológica. 

Diferenciación con VPA 

Las células MEG-01 se incubaron con concentraciones crecientes de VPA (0.5–4 

mM) durante 72 horas. Se observó un incremento progresivo en la liberación de 
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PLPs conforme aumentaba la concentración, alcanzando su punto máximo a 2 mM 

(Figura 4a-b). Sin embargo, a esta concentración se detectaron signos evidentes de 

estrés celular y alteración morfológica en megacariocitos, por lo que dicha dosis no 

se consideró óptima para los procedimientos posteriores. Las PLPs  

generadas bajo estas condiciones presentaron morfología circular, anucleada y 

citoplasma homogéneo, características confirmadas mediante tinción de Giemsa 

(Figura 4c-d). 

FIGURA 4. OPTIMIZACION DE LA GENERACION DE PLPS A PARTIR DE 
CELULAS MEG-01 MEDIANTE DIFERENCIACION CON VPA 
 



 
 

36 

Con el fin de determinar las condiciones óptimas para la producción de PLPs, las 
células MEG-01 fueron estimuladas con concentraciones crecientes de VPA; 0.5–4 
mM durante 72 horas. (a) Representación esquemática del flujo experimental 
empleado para la inducción de PLPs mediada por VPA. (b) Cuantificación del 
número de PLPs generadas bajo diferentes concentraciones de VPA, mostrando 
que la exposición a 2 mM durante 72 horas produjo la mayor liberación de 
partículas. (c) Evaluación morfológica de la formación de PLPs mediante 
microscopía de campo claro, donde se observa un incremento notable en la 
liberación de partículas con el aumento de la concentración de VPA. (d) 
Confirmación morfológica mediante tinción de Giemsa, mostrando la presencia de 
partículas pequeñas, anucleadas y con citoplasma homogéneo, características 
típicas de plaquetas. Los datos cuantitativos se expresan como media ± error 
estándar de la media (S.E.M.), obtenidos de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. El análisis estadístico se efectuó mediante ANOVA de una 
vía seguida de la prueba post-hoc de Tukey. Nivel de significancia: *p ≤ 0.05, **p ≤ 
0.01 en comparación con concentraciones menores de VPA. Abreviaturas: PLP, 
platelet-like particle; VPA, ácido valproico; MEG-01, línea celular de megacariocitos 
humana; S.E.M., error estándar de la media. 
 
Diferenciación con TPO 

Dada la función fisiológica de la TPO como principal regulador de la 

megacariopoyesis, se evaluó su capacidad inductora en concentraciones de 25, 50, 

100 y 200 ng/mL durante 24, 48 y 72 horas (Figura 5c). Los resultados mostraron 

que los megacariocitos comenzaron a liberar plaquetas a las 48 horas, con una 

producción más abundante y consistente a las 72 horas. El recuento plaquetario 

evidenció un incremento dosis-dependiente significativo, particularmente en las 

condiciones de 100–200 ng/mL (Figura 5b). Para mantener una producción 

sostenida, la TPO se adicionó tres veces por semana, logrando un rendimiento 

estable y reproducible de plaquetas funcionales. Las tinciones de Giemsa 

corroboraron la identidad plaquetaria, mostrando estructuras circulares, anucleadas 
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y con citoplasma denso (Figura 5).
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FIGURA 5. OPTIMIZACION DE LA GENERACION DE PLPS A PARTIR DE 
CELULAS MEG-01 MEDIANTE INDUCCIÓN CON TPO 

Con el fin de establecer las condiciones óptimas para la diferenciación de 
megacariocitos y la producción de PLPs, las células MEG-01 fueron estimuladas 
con concentraciones crecientes de TPO; 25–200 ng/mL durante 72 horas. (a) 
Representación esquemática del flujo experimental utilizado para la generación de 
PLPs inducidas por TPO. (b) Cuantificación del número de PLPs producidas bajo 
distintas concentraciones de TPO, mostrando que el tratamiento con 200 ng/mL 
durante 72 horas generó el mayor número de partículas. (c) Evaluación morfológica 
de la liberación de PLPs mediante microscopía de campo claro, donde se observa 
un incremento progresivo en la producción plaquetaria dependiente de la dosis de 
TPO. (d) Confirmación morfológica mediante tinción de Giemsa, que evidencia la 
presencia de partículas pequeñas, anucleadas y con citoplasma denso, 
características típicas de plaquetas funcionales. 
Los datos cuantitativos se expresan como media ± error estándar de la media 
(S.E.M.), obtenidos a partir de tres experimentos independientes realizados por 
triplicado. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de una vía seguido de 
la prueba post-hoc de Tukey. Nivel de significancia: *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 en 
comparación con concentraciones menores de TPO. Abreviaturas: PLP, platelet-
like particle; TPO, trombopoyetina; MEG-01, línea celular de megacariocitos 
humana; S.E.M., error estándar de la media. 
 
Aislamiento y purificación de plaquetas 

Con el objetivo de garantizar que las muestras utilizadas correspondieran 

exclusivamente a plaquetas y estuvieran libres de megacariocitos residuales, se 

establecieron y validaron protocolos diferenciados de aislamiento y purificación 
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tanto a partir de sangre periférica como del sistema in vitro basado en la línea MEG-

01 (Figura 6a). Aislamiento de plaquetas a partir de sangre periférica 

FIGURA 6. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y VALIDACION FUNCIONAL DE 
PLAQUETAS DERIVADAS DE SANGRE PERIFERICA Y DEL SISTEMA IN VITRO 

(a) Esquema representativo del proceso de obtención de plasma rico en plaquetas 
(PRP) y Plts purificadas. Las muestras de sangre total fueron recolectadas en tubos 
con citrato de sodio y procesadas dentro de las 2 h posteriores a su obtención. El 
PRP se obtuvo mediante centrifugación a 100× g durante 20 minutos, seguido de 
un segundo centrifugado para eliminar eritrocitos residuales. Las plaquetas se 
aislaron por centrifugación final a 800× g durante 20 minutos y se resuspendieron 
en tampón de Tyrode suplementado con 0.1% de albúmina sérica bovina (BSA). 
Las imágenes de campo claro muestran la morfología típica de las plaquetas tanto 
en sangre total, PRP como tras la purificación final, evidenciando su distribución 
homogénea y tamaño reducido (barra de escala = 10 µm). (b) Ensayo funcional de 
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coagulación. La capacidad procoagulante de las Plts purificadas y de las PLPs 
derivadas de MEG-01 se evaluó mediante la formación de coágulos tras 24 horas 
de incubación con 22.8 mM de CaCl₂. Se observó la formación visible de agregados 
en las muestras de PRP y PLPs, confirmando la conservación de su actividad 
funcional. En conjunto, estos resultados validan la eficiencia del protocolo de 
aislamiento plaquetario y demuestran que las PLPs generadas in vitro conservan 
propiedades funcionales comparables a las plaquetas derivadas de sangre 
periférica. Abreviaturas: PRP, plasma rico en plaquetas; Plts, plaquetas 
purificadas; PLPs, platelet-like particles; BSA, bovine serum albumin; CaCl₂, cloruro 
de calcio; MEG-01, línea de megacariocitos humana. 
 
Las plaquetas humanas se obtuvieron de donadores voluntarios de laboratorio bajo 

condiciones estériles. La sangre total fue colectada en tubos BD Vacutainer® con 

citrato de sodio (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) para prevenir la 

coagulación, y las muestras se procesaron dentro de las 2 horas posteriores a la 

recolección para preservar la integridad plaquetaria. El plasma rico en plaquetas 

(PRP) se obtuvo mediante centrifugación de la sangre total a 100 × g durante 20 

minutos a temperatura ambiente, sin freno. La capa superior de PRP se transfirió 

cuidadosamente a un nuevo tubo, y se adicionó ácido acetilsalicílico (200 μM) para 

inhibir la activación plaquetaria. Posteriormente, el PRP se centrifugó nuevamente 

a 100 × g por 20 minutos para eliminar eritrocitos residuales. Las plaquetas fueron 

finalmente pelleteadas a 800 × g durante 20 minutos, descartando el sobrenadante 

y resuspendiendo el pellet plaquetario en buffer Tyrode (pH 7.4) suplementado con 

0.1 % de albúmina sérica bovina (BSA, Sigma-Aldrich A2153). 

La concentración y pureza plaquetaria se determinaron por conteo manual en 

cámara Neubauer bajo microscopía de luz, y su morfología se confirmó mediante 

microscopía de contraste de fases. Las plaquetas purificadas se utilizaron 

inmediatamente después del aislamiento en los ensayos funcionales. 

El PRP fue obtenido exclusivamente con fines de investigación in vitro y procesado 

bajo lineamientos de bioseguridad institucional y normas éticas nacionales e 

internacionales (NOM-012-SSA3-2012; CIOMS 2016), en condiciones de riesgo 

mínimo y sin recolección de datos personales o clínicos. 

Aislamiento de plaquetas derivadas del sistema in vitro 

Las plaquetas generadas a partir de la línea MEG-01 PLPs se aislaron mediante 

raspado suave de la placa de cultivo, seguido de una centrifugación a 110 × g 
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durante 4 minutos. El sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo y se centrifugó 

nuevamente a 110 × g por 15 minutos para eliminar células residuales. 

Posteriormente, esta fracción se sometió a una centrifugación final a 1 600 × g 

durante 15 minutos, obteniéndose las plaquetas aisladas, que se resuspendieron 

en medio fresco suplementado para preservar su viabilidad. Este protocolo se 

adaptó del sistema de purificación de sangre periférica y optimizó los parámetros de 

centrifugación para el contexto in vitro de cultivo celular, asegurando una alta pureza 

y viabilidad plaquetaria en las PLPs obtenidas. 

 

Evaluación funcional 

La funcionalidad de las PLPs se evaluó mediante un ensayo de formación de 

coágulo inducido por cloruro de calcio (CaCl₂). Este compuesto activa la cascada 

de coagulación, permitiendo estimar la capacidad de agregación plaquetaria. Las 

PLPs obtenidas tras la estimulación con TPO mostraron una respuesta funcional 

positiva, evidenciada por la formación de agregados celulares y estructuras 

fibrilares, confirmando que las plaquetas generadas in vitro conservan una actividad 

biológica comparable a las plaquetas derivadas de sangre periférica (figura 6b). 

En conjunto, estos resultados establecieron un protocolo eficiente, reproducible y 

funcional para la producción y purificación de plaquetas derivadas de MEG-01, 

constituyendo la base experimental para la generación de DRPs utilizadas en los 

experimentos posteriores.  

7.5. VALIDACION DEL SISTEMA DE PRODUCCION DE PLPS Y DRPS IN VITRO  

Con el sistema de producción de plaquetas producidas in vitro optimizado, se 

generó un modelo experimental para evaluar el efecto de las defensinas 

plaquetarias en la biología del PDAC (Figura 7a). Las células MEG-01 con 
sobreexpresión de DEFA1/3 fueron diferenciadas hacia PLPs mediante TPO, 

obteniéndose dos preparaciones experimentales: 

• PLP-Ev (vector vacío), y 

• DRPs (Defensin-Rich Platelets). 
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Las PLPs generadas in vitro mostraron una actividad biológica comparable a 
plaquetas humanas. En co-cultivo con células BxPC-3 de PDAC, incrementaron 

significativamente la viabilidad celular respecto a controles no tratados, este efecto 

fue aún mayor con las células tratadas con DRPs, lo que sugiere que DEFA1/3 

modula positivamente parámetros celulares como proliferación o evasión de 

la apoptosis (Figura 7c). El análisis por qPCR y  

FIGURA 7. GENERACION Y VALIDACION DE DRPS Y PLPS DERIVADAS DE 
CELULAS MEG-01 

(a) Esquema general del flujo experimental. Las células MEG-01 fueron 
transducidas con vectores lentivirales que codifican DEFA1/3 o con un vector vacío 
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(Ev) utilizado como control. Posteriormente, las células modificadas fueron 
diferenciadas para producir PLPs y DRPs. Estas partículas se emplearon para su 
caracterización molecular (qPCR, Western Blot) y en ensayos funcionales sobre 
líneas celulares de PDAC, incluyendo proliferación, migración y formación de 
esferoides. (b) Generación de DRPs mediante sobreexpresión de DEFA1/3 por 
transducción lentiviral. Las partículas virales se obtuvieron por cotransfección de 
células HEK293T con los vectores pLV-IRES-DEFA1/3 (vector donador), pLJM1-
GFP (control de transducción), psPAX2 (plásmido de empaquetamiento) y pCMV-
VSV-G (proteína de envoltura). Los sobrenadantes virales se recolectaron cada 12 
horas durante tres días y se emplearon para la transducción de MEG-01. Las 
imagenes representativas muestran las partículas semejantes a plaquetas liberadas 
por las células MEG-01-Ev y MEG-01-DEFA1/3 (barra de escala = 10 µm). (c) 
Ensayo de viabilidad celular tras siete días de cocultivo de células PDAC con PLPs-
Ev, DRPs o PLTs derivadas de sangre periférica, con el objetivo de evaluar su 
posible citotoxicidad. (d) Cuantificación relativa de los niveles de ARNm de DEFA1/3 
mediante qPCR en las líneas parentales MEG-01, MEG-01-Ev y MEG-01-
DEFA1/3.(e) Confirmación de la expresión proteica por Western blot, con 
cuantificación densitométrica normalizada frente a GAPDH. Cada barra representa 
la media ± error estándar de la media (S.E.M.), obtenida de al menos cuatro 
experimentos independientes realizados por triplicado. El análisis estadístico se 
realizó mediante ANOVA de una vía seguida de la prueba post-hoc de Tukey. Nivel 
de significancia: *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, ****p ≤ 0.0001, ns = no 
significativo.Este modelo ofrece una plataforma in vitro controlada para estudiar 
cómo las moléculas derivadas de plaquetas, como DEFA1/3, modulan el 
comportamiento de las células de cáncer de páncreas, simulando las interacciones 
funcionales observadas en las plaquetas circulantes de pacientes. Abreviaturas: 
PDAC, adenocarcinoma ductal de páncreas; DEFA1/3, defensina alfa 1/3; DRPs, 
defensin-rich platelets; PLPs, platelet-like particles; Ev, vector vacío; PLTs, 
plaquetas; qPCR, reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa; WB, Western 
blot; GAPDH, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa; Nt, no tratado; S.E.M., error 
estándar de la media. 

Western blot confirmó la sobreexpresión de DEFA1/3 en DRPs en comparación 

con PLP-Ev y plaquetas sanguíneas (Figuras 7d–e). 

Estos resultados validan las observaciones transcriptómicas y confirman la eficacia 
del modelo in vitro de plaquetas enriquecidas en defensinas, que sirvió como 

plataforma funcional para los análisis de migración, proliferación y agresividad 

tumoral descritos en las secciones siguientes. 
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7.6. EVALUACION DOSIS-RESPUESTA DE DEFA1/3 RECOMBINANTE EN 
LINEAS CELULARES DE PDAC 

De forma adicional, evaluamos el efecto del tratamiento con la proteína 

recombinante DEFA1/3 humana sobre líneas celulares de PDAC con el fin de 

determinar si los efectos son por la presencia de la DEFA1/3 o por las plaquetas o 

la combinación de ambas —específicamente BxPC-3, AsPC-1 y Capan-2— 

mediante un diseño de dosis-respuesta. Se trataron las líneas con concentraciones 

de 25, 50, 100, 200 y 400 ng/mL de DEFA1/3. A partir de 50 ng/mL se observó ya 

un ligero incremento en la viabilidad celular, mientras que el efecto más consistente 

se registró a 100 ng/mL; a concentraciones más altas (200-400 ng/mL) el aumento 

se mantuvo, pero decidimos emplear sistemáticamente 100 ng/mL como 

concentración estándar, dado que este valor es inferior al rango reportado para 

condiciones fisiológicas de defensinas y permite evaluar un efecto modulador más 

sutil. Los resultados mostraron que las líneas AsPC-1 y BxPC-3 respondieron de 

manera más eficaz al estímulo, mientras que la línea Capan-2 presentó una menos 

respuesta en comparación con las otras líneas celulares (Figura 8a-c). 

Para visualizar de manera integral los datos, se generó un mapa de calor (heatmap) 

con los valores de viabilidad normalizados frente al control no tratado (Nt) en función 

de las concentraciones empleadas y de las líneas celulares. El heatmap evidenció 

bloques de colores que correspondían a un aumento progresivo de la viabilidad al 

incrementarse la dosis de DEFA1/3, con mayor intensidad roja en AsPC-1 y BxPC-

3, y tonos más tenues en Capan-2. Esta representación gráfica refuerza la noción 

de que DEFA1/3 ejerce un efecto dosis-dependiente sobre la supervivencia de 
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células de PDAC, y que la magnitud de la respuesta varía según la línea celular 

(Figura 8d). 

 
FIGURA 8. EVALUACION DEL EFECTO DE LA DEFA1/3 RECOMBINANTE 
HUMANA SOBRE LA VIABILIDAD CELULAR EN LINEAS DE CANCER DE 
PANCREAS 

Con el objetivo de analizar la respuesta de las células tumorales a la exposición 
directa de DEFA1/3 recombinante humana, las líneas celulares AsPC-1, BxPC-3 
y Capan-2 fueron tratadas con concentraciones crecientes de DEFA1/3 (25–400 
ng/mL) durante 72 horas. (a–c) Ensayos de viabilidad celular realizados en cada 
línea mediante un método colorimétrico basado en la actividad metabólica. En todas 
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las líneas evaluadas se observó un incremento dosis-dependiente de la viabilidad 
celular en comparación con el Nt. Las imágenes representativas muestran el 
crecimiento y la morfología de las células bajo las distintas condiciones de 
tratamiento. (d) Mapa de calor que resume los valores relativos de viabilidad entre 
concentraciones y líneas celulares, evidenciando un aumento progresivo en la 
supervivencia celular conforme se incrementan los niveles de DEFA1/3. Los datos 
se expresan como media ± SEM, obtenidos a partir de al menos tres experimentos 
biológicos independientes realizados por triplicado. El análisis estadístico se efectuó 
mediante ANOVA de una vía, seguido de la prueba post-hoc de Tukey. Nivel de 
significancia: *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001 vs. Nt. Abreviaturas: DEFA1/3, 
defensina alfa 1/3; Nt, no tratado; SEM, error estándar de la media. 

7.7. LAS DRPS POTENCIAN LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE LAS CELULAS 
DE CANCER PANCREATICO 

Considerando la relación conocida entre la activación plaquetaria y la 
diseminación tumoral, se evaluó si las DRPs influían en el comportamiento 
migratorio de las células de PDAC. Las líneas BxPC-3 y AsPC-1 fueron cultivadas 

en cámaras de inserción Ibidi® para generar heridas estandarizadas (wound-

healing assay), y posteriormente tratadas con PLP-Ev o DRPs. Con el fin de excluir 
el efecto de la proliferación celular, todos los ensayos se realizaron en presencia 

del inhibidor de síntesis de ADN Ara-C (15 μM). 
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Las imágenes en contraste de fase obtenidas al inicio (T0) y a las 72 h mostraron 

una acelerada migración y cierre de herida en las culturas tratadas con DRPs, en 

comparación con los grupos no tratados o tratados con PLP-Ev (Figuras 9a-b). 

FIGURA 9. LAS DRPS PROMUEVEN LA CAPACIDAD MIGRATORIA DE LAS 
LINEAS CELULARES DE CANCER DE PANCREAS 

Se evaluaron los efectos de las DRPs y de la DEFA1/3 recombinante humana 
sobre la migración celular en las líneas AsPC-1 y BxPC-3 mediante un ensayo de 
cierre de herida (wound-healing assay). 
Las células se sembraron en cámaras de cultivo Ibidi® 2-well inserts y se dejaron 
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crecer hasta alcanzar confluencia. Posteriormente, se retiraron los insertos para 
generar un espacio libre definido (“herida”), y el cierre de la herida se monitoreó en 
el tiempo basal (T0) y tras 72 horas de incubación en medio libre de suero 
suplementado con 5 µM de arabinósido de citosina (Ara-C), a fin de inhibir la 
proliferación celular. (a, b) Imágenes representativas de microscopía de campo 
claro que muestran el cierre de la herida a T0 y 72 h en células BxPC-3 (a) y AsPC-
1 (b) tratadas con los grupos control no tratado (Nt), DEFA1/3 recombinante (100 
ng/mL), PLP-Ev o DRPs. Las líneas rojas indican los bordes de la herida utilizados 
para delimitar el área no cubierta empleada en la cuantificación. Barra de escala = 
10 µm. (c, d) Cuantificación del cierre de la herida expresada como porcentaje del 
área no cubierta en relación con el grupo Nt en T0 para BxPC-3 (c) y AsPC-1 (d). 
Las barras grises con patrón indican las condiciones tratadas con DRPs en los 
paneles. El análisis de migración se realizó mediante el software ImageJ (v1.53t, 
NIH). Los datos se expresan como media ± SEM, obtenidos a partir de al menos 
tres experimentos biológicos independientes realizados por triplicado. El análisis 
estadístico se efectuó mediante ANOVA de una vía seguida de la prueba post-hoc 
de Tukey, comparando cada tratamiento entre T0 y 72 h. Nivel de significancia: ****p 
≤ 0.0001 vs. Nt. Estos resultados indican que las DRPs promueven la motilidad 
celular tumoral de manera independiente de la proliferación, lo cual representa un 
rasgo característico de la diseminación tumoral mediada por plaquetas. 
Abreviaturas: DRPs, defensin-rich platelets; PLPs, platelet-like particles; PLP-Ev, 
platelet-like particles derivadas de vector vacío; DEFA1/3, defensina alfa 1/3; Nt, no 
tratado; Ara-C, arabinósido de citosina β-D; PDAC, adenocarcinoma ductal de 
páncreas; SEM, error estándar de la media. 

El análisis cuantitativo del área no cubierta confirmó que el tratamiento con DRPs 

incrementó significativamente la capacidad migratoria de ambas líneas 

celulares (AsPC-1 y BxPC-3; Figuras 9c y 9d). En particular, las células BxPC-3 

tratadas con DRPs mostraron un completo cierre de herida en 72 h, evidenciando 

el efecto pro-migratorio marcado de esta línea celular. 

En conjunto, estos resultados demuestran que las DRPs constituyen un estímulo 
potente para la migración de células de cáncer pancreático, independiente de 

la proliferación celular, y refuerzan la hipótesis de que las defensinas plaquetarias 
contribuyen a programas pro-tumorigénicos en el PDAC. 

7.8. LAS DRPS PROMUEVEN LA PROLIFERACION, EL CRECIMIENTO 
TRIDIMENSIONAL Y LA CAPACIDAD CLONOGENICA DE LAS CELULAS DE 
CANCER PANCREATICO 

Dado que una mayor capacidad migratoria suele estar asociada con un incremento 

en la proliferación y supervivencia celular, se evaluó si las DRPs también promovían 
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el crecimiento y la expansión a largo plazo de las células de cáncer de páncreas. 

Estos análisis permitieron comprobar que las DRPs ejercen efectos claramente 
pro-tumorigénicos, los cuales se exploraron mediante ensayos complementarios 

utilizando la línea celular BxPC-3. 

En primer lugar, se realizó un ensayo de proliferación celular a las 72 horas tras 

el tratamiento con DRPs o PLPs control. Se observó que las DRPs incrementaron 
significativamente la proliferación en comparación con las condiciones no 

tratadas y con las tratadas con PLP-Ev (Figura 10a), lo que sugiere que el 

enriquecimiento en DEFA1/3 potencia el soporte proliferativo proporcionado por 

las PLPs. Posteriormente, se evaluó la capacidad de crecimiento tridimensional 

mediante un ensayo de formación de esferoides. Las células BxPC-3 fueron 

cultivadas bajo condiciones no adherentes y tratadas con proteína recombinante 

DEFA1/3, PLPs, DRPs y control durante 10 días. Desde el día 5, las células tratadas 

con PLPs ó DRPs presentaron un aumento notable en el número de esferoides 

respecto a las células no tratadas ,o células tratadas solo DEFA1/3, siendo el efecto 

más pronunciado en el grupo con DRPs, con un incremento aproximado del 50% 
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(Figuras 10b-c). Además, los esferoides formados en presencia de DEFA1/3 o 

DRPs mostraron  

FIGURA 10. LAS DRPS POTENCIAN LA FORMACION DE ESFEROIDES Y LA 
PROLIFERACION EN CELULAS DE CANCER DE PANCREAS 

(a) La proliferación celular de la línea BxPC-3 se evaluó mediante el ensayo CCK-
8, mostrando un incremento progresivo en la viabilidad bajo tratamiento con DRPs. 
Cada punto representa la media ± SEM de al menos cuatro experimentos 
independientes realizados por triplicado. Las diferencias estadísticas se 
determinaron mediante ANOVA de una vía, seguida de la prueba post-hoc de 
Tukey (**p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, **p ≤ 0.0001 vs. Nt). (b) Para el ensayo de formación 
de esferoides, las células BxPC-3 cultivadas en monocapa se sembraron en placas 
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Petri recubiertas con una capa delgada de agarosa al 2% y se cultivaron durante 
una semana. Posteriormente, los esferoides se transfirieron a un incubador 
rotatorio a 37 °C en medio Leibovitz’s L-15 sin FBS y se trataron con DRPs o PLPs-
Ev o DEFA1/3 y Nt (c) El número y tamaño de los esferoides se cuantificaron 
utilizando el software ImageJ (NIH). Cada punto de datos corresponde a un 
experimento independiente, y los resultados se expresan como mediana ± SEM, 
obtenidos a partir de al menos tres experimentos biológicos realizados por triplicado. 
Las diferencias significativas se determinaron mediante ANOVA con prueba post-
hoc de Tukey (p ≤ 0.01 vs. Nt). (d) Imágenes representativas de campo claro 
muestran los esferoides formados (barra de escala = 100 µm). El aumento 
observado en el tamaño y número de esferoides sugiere que las DRPs favorecen el 
crecimiento tumoral tridimensional y la supervivencia celular, en concordancia con 
el papel pro-tumorigénico de los factores derivados de plaquetas en el PDAC. 
Abreviaturas: DRPs, defensin-rich platelets; PLPs, platelet-like particles; PLPs-Ev, 
platelet-like particles derivadas de vector vacío; PDAC, adenocarcinoma ductal de 
páncreas; Nt, no tratado; CCK-8, Cell Counting Kit-8; FBS, fetal bovine serum; SEM, 
error estándar de la media. 

diámetros promedio 30% mayores que los observados en los grupos control 

(Figura 10d). En conjunto, estos resultados demuestran que las DRPs favorecen 
tanto la proliferación como el crecimiento tridimensional sostenido de las 

células tumorales, reforzando su papel pro-tumorigénico. Evaluación del potencial 

clonogénico inducido por DRPs 
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Con el fin de determinar si las DRPs promovían un efecto sostenido sobre la 

capacidad proliferativa y de autorrenovación de las células de cáncer pancreático, 

se realizaron ensayos clonogénicos a largo plazo en las líneas celulares BxPC-3, 

AsPC-1 y Capan-2. En la primera generación de cultivos (P1), el tratamiento con 

DRPs produjo un incremento notable en el número y densidad de colonias en 

comparación con los grupos Nt y con las plaquetas derivadas del vector vacío PLP-

Ev. Las colonias en los grupos tratados con DRPs mostraron un crecimiento más 

compacto y homogéneo, con mayor expansión radial y tinción más intensa con 

cristal violeta, indicativa de mayor viabilidad celular (Figuras 11a–c). El efecto 

proliferativo fue más evidente en las líneas  
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FIGURA 11. LOS ENSAYOS CLONOGENICOS EN SERIE DEMOSTRARON UNA 
MAYOR CAPACIDAD DE AUTORRENOVACION TRAS EL TRATAMIENTO CON 
DRPS 

Representación esquemática del ensayo clonogénico en serie. Las células de 
PDAC (BxPC-3, AsPC-1 y Capan-2) se sembraron a baja densidad y se trataron 
con los grupos Nt, DEFA1/3 recombinante, PLP-Ev o DRPs. Las células se 
dejaron crecer durante 10–14 días hasta la formación de colonias (>50 células), las 
cuales fueron fijadas y teñidas con cristal violeta al 0.05%, posteriormente 
tripsinizadas y resembradas a densidad clonal para dos pasajes adicionales (P2–
P3) con el objetivo de evaluar su capacidad de autorenovación. (a–c) Cuantificación 
del número de colonias a lo largo de los pasajes en serie. Las células tratadas con 
DRPs conservaron una capacidad clonogénica significativamente mayor a través 
de los pasajes en comparación con los grupos Nt y PLP-Ev. Las imágenes 
representativas muestran las colonias teñidas con cristal violeta en el pasaje 3 (P3). 
Los datos se expresan como media ± SEM, obtenidos a partir de tres experimentos 
independientes, cada uno realizado por triplicado. El análisis estadístico se efectuó 
mediante ANOVA de una vía, seguido de la prueba post-hoc de Tukey, con niveles 
de significancia definidos como **p ≤ 0.01, ***p ≤ 0.001, **p ≤ 0.0001. Las imágenes 
representativas de colonias teñidas con cristal violeta fueron capturadas utilizando 
un microscopio estereoscópico (magnificación no calibrada). La escala no se 
muestra debido a la variabilidad del zoom óptico. Estos resultados indican que la 
exposición a DRPs incrementa el potencial clonogénico y de autorrenovación de las 
células tumorales, sugiriendo que las defensinas derivadas de plaquetas podrían 
contribuir a la persistencia tumoral y a una mayor capacidad regenerativa en el 
cáncer de páncreas. Abreviaturas: PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma; 
DRPs, defensin-rich platelets; PLPs, platelet-like particles; PLP-Ev, platelet-like 
particles derivadas de vector vacío; DEFA1/3, defensina alfa 1/3; Nt, no tratado; 
SEM, error estándar de la media. 

BxPC-3 y AsPC-1, donde las colonias presentaron una morfología densa y bordes 

definidos, mientras que en Capan-2 se observó una respuesta más moderada, 

caracterizada por colonias de menor tamaño y densidad celular. 

Durante los pases seriados (P2 y P3), las células tratadas con DRPs mantuvieron 

su capacidad de formar colonias con una eficiencia comparable o incluso superior 

a la observada en el primer pase, lo que sugiere la preservación de un fenotipo con 

potencial de autorrenovación. En contraste, las células de los grupos Nt y PLP-Ev 

mostraron una reducción progresiva en el número y tamaño de las colonias en los 

pases subsecuentes, evidenciando una pérdida de capacidad proliferativa a largo 

plazo. El análisis cuantitativo mediante ImageJ confirmó un aumento significativo en 

la fracción de supervivencia y en el número promedio de colonias por pozo en las 
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células tratadas con DRPs (p < 0.01), particularmente en BxPC-3 y AsPC-1, donde 

se alcanzaron incrementos de 1.8- y 2.1-veces respecto al control. 

Estos resultados demuestran que las DRPs favorecen la expansión clonal y la 

persistencia proliferativa de las células de PDAC, reforzando la hipótesis de que las 

defensinas plaquetarias contribuyen a mantener propiedades pro-tumorigénicas y 

potencial de autorrenovación en el microambiente del adenocarcinoma ductal de 

páncreas. (Figuras 11a–c). En conjunto, estos hallazgos indican que las DRPs no 

sólo estimulan la proliferación a corto plazo, sino que también sostienen el 

crecimiento tridimensional y la capacidad clonogénica en múltiples modelos de 

PDAC, consolidando su papel como potentes moduladores pro-tumorigénicos. 

Para determinar si estos efectos dependían del contacto directo con las partículas 

plaquetarias o de factores solubles liberados al medio, las células se expusieron a 

medios condicionados obtenidos de cultivos de PLP-Ev y DRPs. De manera 

interesante, el medio condicionado de DRPs indujo un aumento moderado pero 

consistente en la formación de colonias en todas las líneas celulares, aunque en 

menor grado que el observado con el tratamiento directo con DRPs. Estos 

resultados sugieren que DEFA1/3 no sólo se retiene dentro de las estructuras 

plaquetarias, sino que también se libera al entorno extracelular, contribuyendo así 

a la actividad pro-tumorigénica observada. 

7.9. LAS DRPS POTENCIAN EL CRECIMIENTO Y LA DISEMINACION 
TUMORAL IN VIVO 

Para confirmar si los efectos pro-tumorigénicos observados in vitro se mantienen en 

un contexto biológico, se utilizó un modelo de xenoinjerto en pez cebra. Este modelo 

permitió evaluar el crecimiento y la capacidad invasiva de células humanas de 

PDAC tratadas con DRPs. 

Las células BxPC-3 pretratadas con PLP-Ev o DRPs fueron inyectadas en el saco 

vitelino de embriones de pez cebra de 2 días post-fertilización. Tras el periodo de 

incubación, las células tratadas con PLP-Ev formaron masas tumorales mayores 

que los controles no tratados y mostraron evidencias de migración más allá del sitio 
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de inyección. Sin embargo, las células tratadas con DRPs generaron volúmenes 

tumorales considerablemente mayores y presentaron una migración 

significativamente aumentada, evidenciada por la diseminación de células 

fluorescentes hacia regiones distales, incluyendo cabeza y cola (Figura 12a). 
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FIGURA 12. LAS DRPS AUMENTAN LA MIGRACION IN VIVO EN UN MODELO 
DE PEZ CEBRA 

Ensayo de migración in vivo utilizando embriones de pez cebra como modelo de 
xenoinjerto con células de cáncer pancreático BxPC-3. (a) Imágenes 
representativas de embriones de 2 dpf, a las 24 horas post-inyección (hpi) con 
aproximadamente 300 células BxPC-3 previamente tratadas con DRPs o PLPs-Ev. 
Se muestran vistas en campo claro (superior), epifluorescencia (medio) y 
combinadas (inferior). La fluorescencia roja indica la localización de las células 
humanas de cáncer pancreático dentro de los embriones. Barra de escala = 100 
µm. (b) Cuantificación del área total fluorescente (como indicador del volumen del 
esferoide) y (c) del número de células diseminadas localizadas fuera del saco 
vitelino. Los análisis se realizaron utilizando el software FIJI–ImageJ (versión 1.54p, 
NIH). Los datos se presentan como media ± desviación estándar (SD) obtenidos a 
partir de tres experimentos independientes, cada uno con al menos 20 embriones 
por condición experimental. El análisis estadístico se realizó mediante ANOVA de 
una vía seguida de la prueba post-hoc de Tukey, con niveles de significancia 
definidos como *p ≤ 0.05, p ≤ 0.01. El modelo de xenoinjerto en pez cebra 
proporciona un sistema dinámico para visualizar en tiempo real las interacciones 
tumor–plaqueta in vivo. Los resultados confirman que las células tratadas con DRPs 
presentan una mayor capacidad de invasión y diseminación, lo que respalda el 
papel pro-migratorio de las plaquetas enriquecidas en defensinas en la progresión 
tumoral del cáncer de páncreas. Abreviaturas: DRPs, defensin-rich platelets; PLPs, 
platelet-like particles; PLPs-Ev, platelet-like particles derivadas de vector vacío; 
PDAC, adenocarcinoma ductal de páncreas; Nt, no tratado; hpi, horas post-
inyección; SD, desviación estándar. 

Aunque las imágenes representativas pueden no reflejar completamente la 

densidad celular dentro del saco vitelino debido a la variabilidad técnica de 

fluorescencia, el análisis cuantitativo confirmó que los xenoinjertos tratados con 
DRPs presentaron los mayores volúmenes tumorales y niveles de diseminación 

(Figuras 12b y 12c). Estos resultados validan los hallazgos in vitro y demuestran 

que las DRPs no sólo promueven el crecimiento del cáncer pancreático, sino que 

también incrementan su potencial invasivo in vivo. 

De manera consistente, los experimentos realizados en distintos sistemas 

experimentales —incluyendo ensayos de proliferación, clonogenicidad, migración, 

cultivos tridimensionales y modelos de xenoinjerto— mostraron que el tratamiento 

con DRPs mejora la viabilidad, capacidad migratoria y crecimiento invasivo de las 

células tumorales de PDAC. Estos efectos fueron más pronunciados que los 

observados con PLPs control o medios condicionados, destacando la relevancia 
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funcional del enriquecimiento en DEFA1/3 dentro de las partículas plaquetarias. 

En conjunto, estos hallazgos identifican a las DRPs como moduladores claves de la 

progresión del cáncer pancreático, proporcionando un marco funcional sólido para 

su estudio molecular y clínico, y demostrando que las plaquetas enriquecidas en 

DEFA1/3 potencian la agresividad tumoral del PDAC a diferentes escalas 

biológicas. 

7.10. LAS DRPS INDUCEN REPROGRAMACION TRANSCRIPCIONAL EN 
CELULAS DE PDAC 

Una vez que se determinó que las plaquetas enriquecidas en DEFA1/3 promueven 

el crecimiento y la diseminación tumoral in vivo, evaluamos si estos efectos se 

reflejan a nivel molecular y se correlacionan con datos transcriptómicos derivados 

de pacientes. Para vincular de manera mecanística las observaciones 

experimentales con la evidencia clínica, se realizó un análisis combinado in vitro e 

in silico, integrando los resultados experimentales con datos del consorcio TCGA-

PDAC (Figuras 13a–d). 

El análisis por qPCR reveló que las células BxPC-3 tratadas con DRPs presentaron 

una sobreexpresión significativa de SPARC, KDM6A y GATA6 en comparación con 

el grupo no tratado (p < 0.001), mientras que EGR1 no mostró cambios relevantes. 

Estos hallazgos sugieren que las DRPs activan selectivamente programas 

transcripcionales asociados con la migración en el PDAC. 
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Para determinar la relevancia clínica de estos resultados, se analizó la 

supervivencia global (OS) en la cohorte TCGA-PDAC, estratificando a los pacientes 

según niveles altos o bajos de expresión de DEFA1/3 y conteo plaquetario. Los 

pacientes con baja expresión de DEFA1/3 y alta cantidad de plaquetas presentaron 

los mejores desenlaces, mientras que aquellos con alta  
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FIGURA 13. LAS DRPS MODULAN LA EXPRESION GENICA EN CELULAS DE 
CANCER DE PANCREAS 

Las células de adenocarcinoma ductal de páncreas BxPC-3 fueron tratadas con 
DRPs o con PLPs-Ev, y se cuantificaron los niveles de expresión de ARNm de los 
genes (a) SPARC, (b) KDM6A, (c) EGR1 y (d) GATA6 mediante RT-qPCR. Los 
datos se presentan como expresión relativa de ARNm normalizada con GAPDH, 
expresados como media ± SEM a partir de tres experimentos independientes, cada 
uno realizado por triplicado. El análisis estadístico se efectuó mediante ANOVA de 
una vía, seguido de la prueba post-hoc de Tukey, con niveles de significancia 
definidos como ***p ≤ 0.001. (e) Análisis de supervivencia tipo Kaplan–Meier para 
la supervivencia global (OS) de pacientes con PDAC de la cohorte TCGA-PAAD (n 
= 177), estratificados según alta/baja expresión de DEFA1/3 y recuento plaquetario 
alto/bajo. Los pacientes con baja expresión de DEFA1/3 y niveles elevados de 
plaquetas presentaron los desenlaces más favorables, mientras que aquellos con 
alta expresión de DEFA1/3 y bajo número de plaquetas mostraron la peor 
supervivencia (prueba log-rank, p = 0.016). (f–h) La expresión de DEFA1/3 mostró 
correlaciones positivas con (f) rutas relacionadas con plaquetas (rho = 0.16, p = 
0.03), (g) infiltración de neutrófilos (rho = 0.36, p = 1 × 10⁻⁶), y (h) activación de la 
EMT (rho = 0.20, p = 0.009). La línea discontinua azul representa el ajuste de 
regresión lineal entre la expresión de DEFA1/3 y cada firma transcripcional evaluada 
mediante ssGSEA (single-sample Gene Set Enrichment Analysis). En conjunto, 
estos análisis moleculares y clínicos revelan que la expresión de DEFA1/3 se asocia 
con rutas de activación plaquetaria, infiltración inmune y programas de EMT, 
integrando el papel de las defensinas derivadas de plaquetas en los procesos 
transcripcionales que impulsan la agresividad tumoral en el PDAC. Abreviaturas: 
DRPs, defensin-rich platelets; PLPs, platelet-like particles; PLPs-Ev, platelet-like 
particles derivadas de vector vacío; PDAC, adenocarcinoma ductal de páncreas; 
DEFA1/3, defensina alfa 1/3; OS, overall survival; TCGA, The Cancer Genome 
Atlas; ssGSEA, single-sample Gene Set Enrichment Analysis; EMT, epithelial–
mesenchymal transition; Nt, no tratado; SEM, error estándar de la media. 

DEFA1/3 y bajo número plaquetario mostraron la peor supervivencia (log-rank p = 

0.016) (Figura 13e). 

Adicionalmente, el análisis por ssGSEA evidenció correlaciones positivas entre la 

expresión de DEFA1/3 y firmas transcriptómicas de plaquetas (rho = 0.16, p = 0.03), 

infiltración de neutrófilos (rho = 0.36, p = 1 × 10⁻⁶) y activación de EMT (rho = 0.20, 

p = 0.009) (Figuras 13f–h). Estas asociaciones establecen un vínculo mecanístico 

entre la expresión de DEFA1/3, la modulación inmune y la plasticidad tumoral 

aumentada. En conjunto, estos resultados demuestran que las DRPs inducen la 

expresión de genes asociados con fenotipos agresivos de PDAC, y que la expresión 
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elevada de DEFA1/3 se asocia con mal pronóstico, infiltración inmune y activación 

del programa EMT en muestras de pacientes. 

7.11. CORRELACION DE SPARC, GATA6 Y KDM6A CON PROGRAMAS 
TRANSCRIPCIONALES AGRESIVOS EN LA COHORTE TCGA-PDAC 

Con el objetivo de profundizar en los programas moleculares asociados a los genes 

regulados por las DRPs, se realizó un análisis de correlación entre la expresión de 

SPARC, GATA6 y KDM6A y distintas firmas transcriptómicas vinculadas con 

invasión, motilidad y EMT en muestras de la cohorte TCGA-PDAC (Figuras 14) 

El puntaje de invasión (basado en la actividad de metaloproteinasas de matriz, 

MMP) mostró una correlación positiva fuerte con SPARC (rho = 0.821, p = 1.9 × 

10⁻⁴⁴), mientras que las asociaciones con GATA6 (rho = −0.212, p = 0.0471) y 

KDM6A (rho = −0.083, p = 0.276) fueron débiles o no significativas (Figura14a-c) 

El puntaje de motilidad–integrinas presentó una correlación negativa significativa 

con GATA6 (rho = −0.306, p = 2.81 × 10⁻⁵) y una correlación positiva robusta con 

SPARC (rho = 0.565, p = 2.46 × 10⁻¹⁶), sin asociación relevante con KDM6A (rho = 

−0.0847, p = 0.262) (Figuras 13d–f). De manera similar, el puntaje tipo EMT mostró 

una correlación positiva marcada con SPARC (rho = 0.803, p = 4.76 × 10⁻⁸⁵) y una 

correlación negativa significativa con GATA6 (rho = −0.336, p = 4.86 × 10⁻⁶), 

mientras que la expresión de KDM6A no presentó correlación con las firmas de EMT 

(rho = 0.0042, p = 0.956) (Figuras 13g–i). 
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FIGURA 14. CORRELACION DE LOS PROGRAMAS TRANSCRIPCIONALES 
ASOCIADOS A INVASION, MOTILIDAD Y EMT CON LA EXPRESION DE GATA6, 
KDM6A Y SPARC EN LA COHORTE TCGA-PAAD 

Análisis de correlación de Spearman entre las firmas transcripcionales derivadas de 
ssGSEA y la expresión de los genes GATA6, KDM6A y SPARC en muestras de 
PDAC de la cohorte TCGA-PAAD. (a–c) Correlaciones entre el puntaje de 
invasión_MMP y la expresión de GATA6 (rho = –0.212, p = 0.0471), KDM6A (rho = 
–0.083, p = 0.276) y SPARC (rho = 0.821, p = 1.9 × 10⁻⁴⁴). (d–f) Correlaciones entre 
el puntaje de motilidad_integrina y la expresión de GATA6 (rho = –0.306, p = 2.81 
× 10⁻⁵), KDM6A (rho = –0.0847, p = 0.262) y SPARC (rho = 0.565, p = 2.46 × 10⁻¹⁶). 
(g–i) Correlaciones entre el puntaje tipo EMT_like y la expresión de GATA6 (rho = 
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–0.336, p = 4.86 × 10⁻⁶), KDM6A (rho = 0.0042, p = 0.956) y SPARC (rho = 0.803, 
p = 4.76 × 10⁻⁸⁵). 
En conjunto, los resultados muestran que SPARC presenta correlaciones positivas 
fuertes con los programas de invasión, motilidad y EMT, mientras que GATA6 
exhibe una correlación negativa con las firmas de motilidad y EMT, en concordancia 
con su función reportada en subtipos menos agresivos de PDAC. 
Abreviaturas: EMT, epithelial–mesenchymal transition; ssGSEA, single-sample 
Gene Set Enrichment Analysis; TCGA-PAAD, The Cancer Genome Atlas–
Pancreatic Adenocarcinoma; PDAC, adenocarcinoma ductal de páncreas. 

En conjunto, estos análisis revelaron que la expresión de SPARC se asocia 

fuertemente con programas transcripcionales invasivos, migratorios y tipo EMT, en 

concordancia con su función conocida como mediador de la progresión tumoral. Por 

el contrario, GATA6 mostró una relación inversa con la motilidad y la activación de 

EMT, consistente con su rol reportado en subtipos menos agresivos de PDAC. 

8. DISCUSION 
Las defensinas constituyen una familia diversa de péptidos catiónicos con 

propiedades antimicrobianas, cuyas funciones trascienden la defensa del huésped 

e incluyen roles complejos en la biología del cáncer (Lai & Gallo, 2009). En distintos 

contextos, estas moléculas pueden ejercer efectos pro o antitumorigénicos 

dependiendo del microambiente y del tipo celular implicado (Bonamy et al., 2018; Li 

et al., 2024). Aunque las β-defensinas han sido ampliamente estudiadas, el papel 

de las α-defensinas, particularmente en el PDAC, ha permanecido poco 

explorado(Bonamy et al., 2018; Li et al., 2024; Ling et al., 2017). 

 

En este trabajo se identificaron la DEFA1/3 como modulador activo de la agresividad 

tumoral en PDAC. Se propone que estos péptidos catiónicos, liberados a través de 

los gránulos plaquetarios, son capaces de reconfigurar el panorama transcripcional 

de las células tumorales y promover fenotipos malignos, estableciendo así un 

vínculo mecanístico entre la biología plaquetaria y la progresión tumoral (Fu et al., 

2023; K et al., 2024; Xu & Lu, 2020). 

 

El análisis de los datos transcriptómicos de plaquetas de pacientes con PDAC 

reportados por (Best et al., 2015) reveló una sobreexpresión significativa de 
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defensinas, junto con la activación de rutas de exocitosis regulada. Para validar 

funcionalmente estas observaciones, se generó un modelo in vitro mediante la 

diferenciación de células MEG-01, obteniendo DRPs. La exposición de células de 

PDAC a las DRPs incrementó de manera notable la proliferación, clonogenicidad, 

migración y crecimiento tridimensional en esferoides, en comparación con las 

partículas control PLPs-Ev. 

 

Una etapa crítica del modelo fue la optimización del proceso de diferenciación de 

megacariocitos y liberación de PLPs. Se evaluaron dos estrategias para la 

diferenciación de este tipo celular con base en literatura previa: VPA y TPO, con el 

objetivo de determinar las condiciones que produjeran una mayor cantidad de 

partículas funcionales y morfológicamente estables (Persson et al., 2021; 

Schweinfurth et al., 2010). 

 

El tratamiento con VPA (0.5–4 mM) mostró una liberación dosis-dependiente de 

PLPs, con máxima producción a 2 mM, aunque a esta concentración se observaron 

signos de estrés celular y alteraciones morfológicas en los megacariocitos. Por otro 

lado, la estimulación con TPO (25–200 ng/mL) promovió una diferenciación 

fisiológica y sostenida, alcanzando la máxima liberación de PLPs a las 72 h con 

dosis de 100–200 ng/mL. Estas condiciones resultaron óptimas para mantener la 

viabilidad celular y la continuidad del proceso de liberación plaquetaria. 

 

La funcionalidad de las PLPs obtenidas bajo inducción con TPO fue confirmada 

mediante un ensayo de coagulación con CaCl₂, el cual evidenció la formación de 

agregados y estructuras fibrilares comparables a las plaquetas derivadas de sangre 

periférica (Toyoda et al., 2018). Además, la microscopía de campo claro y las 

tinciones de Giemsa confirmaron la morfología circular y anucleada de las 

partículas, validando su naturaleza plaquetaria (Budi et al., 2022). En conjunto, 

estos resultados permitieron establecer un protocolo reproducible, eficiente y libre 

de contaminación de megacariocitos, que proporcionó una fuente homogénea de 

PLPs y DRPs para los experimentos funcionales posteriores. 
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De manera importante, los ensayos de migración realizados bajo condiciones de 

bloqueo de la replicación de ADN confirmaron que el cierre de la herida no se debía 

a expansión proliferativa, sino a una mayor capacidad migratoria, lo que sustenta 

un efecto específico sobre la motilidad celular. Estos resultados son congruentes 

con la literatura previa que demuestra que las plaquetas facilitan la migración e 

invasión tumoral mediante la secreción de TGF-β, la inducción de EMT y la adhesión 

mediada por P-selectina (Antunes-Ferreira et al., 2023; Najafi et al., 2024). Estudios 

complementarios han mostrado que Panx1 plaquetario promueve la invasión del 

PDAC, y que la liberación de ATP y ADP facilita la migración transendotelial y la 

diseminación metastásica (Ge et al., 2021; Karp et al., 2024; Kumar et al., 2024). 

Nuestros datos amplían este paradigma al implicar a las defensinas derivadas de 

plaquetas como nuevos efectores del diálogo plaqueta–tumor. 

 

La validación in vivo mediante el modelo de xenoinjerto en pez cebra reforzó estos 

hallazgos, demostrando que el tratamiento con DRPs incrementa la carga tumoral 

y la diseminación celular, extendiendo el efecto pro-tumorigénico de las defensinas 

plaquetarias a un microambiente biológicamente más complejo (Chen et al., 2022; 

Zhong et al., 2025). Este modelo resulta especialmente útil para la visualización en 

tiempo real de interacciones tumor–plaqueta–microambiente, tales como la 

invasión, remodelación vascular y evasión inmune (Martinez-Lopez & Lopez-Gil, 

2025; Wang et al., 2022). De manera congruente, se ha descrito que la depleción 

plaquetaria en modelos murinos reduce significativamente la carga metastásica, 

evidenciando el papel causal de las plaquetas en la diseminación tumoral 

(Haemmerle et al., 2017; Yu et al., 2014; Zhou et al., 2023). En conjunto, nuestros 

resultados sustentan que las DRPs actúan no sólo como biomarcadores pasivos, 

sino como facilitadores activos de la progresión tumoral en PDAC. 

 

A nivel molecular, la exposición a DRPs indujo la sobreexpresión de SPARC, 

KDM6A y GATA6 en las células de PDAC, mientras que EGR1 permaneció sin 

cambios. El análisis de la cohorte TCGA-PAAD confirmó la relevancia clínica de 
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estos hallazgos: una alta expresión de DEFA1/3, combinada con niveles elevados 

de plaquetas, se asoció con menor supervivencia global y con la activación de firmas 

transcriptómicas relacionadas con plaquetas, infiltración de neutrófilos y EMT. 

Aunque estas asociaciones son inherentemente correlativas, su consistencia con 

los datos funcionales obtenidos refuerza la hipótesis de que las defensinas 

plaquetarias contribuyen activamente a la progresión del PDAC. 

 

La comparación con otros tipos de cáncer subraya la especificidad del patrón 

observado en PDAC. En hepatocarcinoma y cáncer de mama, SPARC se ha 

vinculado con el remodelado estromal y un pronóstico desfavorable, aunque su 

papel en la desmoplasia es particularmente dominante en el páncreas (Collisson et 

al., 2019; Ge et al., 2021; Kumar et al., 2024; Munasinghe et al., 2020). KDM6A, con 

frecuencia mutado en cáncer de vejiga y pulmón, se ha asociado con fenotipos 

basales agresivos y plasticidad celular en PDAC (Chang et al., 2021; Qiu et al., 

2023). Por su parte, GATA6 participa en la regulación de la diferenciación y define 

subtipos moleculares con implicaciones pronósticas importantes (Matsumoto et al., 

2024; Sivapalan et al., 2022). En contraste, EGR1, reconocido como oncogén en 

cáncer de próstata y pulmón (Ferraro et al., 2005; Virolle et al., 2003), no presentó 

cambios en este modelo, lo que sugiere una cierta especificidad de programa 

transcripcional en PDAC inducido por defensinas plaquetarias . 

 

Desde el punto de vista metodológico, este estudio presenta varias fortalezas. La 

integración de un análisis bioinformático exhaustivo, una plataforma renovable 

derivada de MEG-01 para la generación de DRPs, y la realización de ensayos 

funcionales complementarios en sistemas 2D, 3D e in vivo, proporcionaron un 

marco robusto y reproducible. La concordancia entre los resultados 

transcriptómicos, funcionales y clínicos otorga consistencia interna y relevancia 

traslacional a las conclusiones. 

 

Sin embargo, también existen limitaciones inherentes al alcance experimental. La 

confirmación definitiva del papel de DEFA1/3 requeriría el uso de plaquetas 
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derivadas de pacientes y modelos genéticos en organismos inmunocompetentes, 

así como la validación de los efectos mediante estrategias de neutralización. 

Adicionalmente, el modelo de pez cebra, aunque ideal para visualizar la 

diseminación tumoral en tiempo real, no reproduce completamente la complejidad 

del sistema inmune humano ni la arquitectura estromal del PDAC. Pese a ello, la 

coherencia observada entre los experimentos in vitro e in vivo refuerza la 

interpretación de que las Defensin-Rich Platelets actúan como moduladores activos 

del fenotipo pro-tumorigénico. 

 

En conjunto, estos hallazgos posicionan a DEFA1/3 derivadas de plaquetas como 

componentes funcionales del eje plaqueta–tumor, vinculando el contenido granular 

plaquetario con la plasticidad epitelial, la infiltración inmune y el remodelado 

estromal. Este trabajo amplía la comprensión del papel de las plaquetas en la 

progresión del cáncer de páncreas y ofrece nuevas perspectivas para explorar 

mecanismos terapéuticos y biomarcadores derivados de su actividad pro-tumoral. 

Al integrar evidencia correlative y funcional, este estudio consolida a las defensinas 

plaquetarias como mediadores y potenciales dianas traslacionales en la progresión 

del PDAC. 

 

9. CONCLUSIONES 
Este estudio aporta evidencia sólida de que las α-defensinas, en particular 

DEFA1/3, desempeñan un papel previamente subestimado en la progresión del 

PDAC. Aunque la mayor parte de las investigaciones previas se han centrado en 

las β-defensinas, nuestros resultados destacan la relevancia de las α-defensinas 

como biomarcadores y moduladores funcionales de la agresividad tumoral. 

 

Mediante el desarrollo de un modelo in vitro renovable y estandarizado de 

producción plaquetaria, demostramos que las defensinas derivadas de plaquetas 

incrementan de manera significativa la viabilidad, migración, clonogenicidad y 

crecimiento tridimensional de las células tumorales, reproduciendo fielmente el 

efecto pro-tumoral observado en plaquetas circulantes. 
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Los ensayos in vivo en pez cebra confirmaron que las plaquetas enriquecidas en 

DEFA1/3 favorecen el crecimiento y la diseminación tumoral en un microambiente 

biológico complejo. A nivel molecular, las DRPs indujeron de forma selectiva la 

expresión de genes asociados con agresividad tumoral (SPARC, KDM6A, GATA6), 

vinculados con la EMT y un pronóstico desfavorable. 

 

El análisis de datos clínicos de la cohorte TCGA-PAAD respaldó estos hallazgos, 

evidenciando que una alta expresión de DEFA1/3 se asocia con menor 

supervivencia, infiltración inmune y activación de vías relacionadas con plaquetas y 

EMT. En conjunto, estos resultados posicionan a las α-defensinas derivadas de 

plaquetas como efectores claves del eje plaqueta–tumor, con potencial valor como 

biomarcadores mecanísticos y posibles dianas terapéuticas en el cáncer de 

páncreas. 
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Abstract

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive and lethal malig-
nancies, driven by late diagnosis, limited therapeutic options, and high metastatic potential.
Beyond their canonical roles in hemostasis, platelets have emerged as active modulators
of tumor progression and promising noninvasive biomarkers. Among platelet-associated
molecules, ω-defensins, particularly Defensin Alpha 1/3 (DEFA1/3), have been implicated
in inflammation and immunity; however, their contribution to PDAC pathogenesis remains
unclear. We combined bioinformatic analysis of platelet transcriptomes with functional and
in vivo zebrafish xenograft validation to investigate the impact of DEFA1/3 on PDAC ag-
gressiveness. DEFA1/3 was significantly upregulated in PDAC-derived platelets. Defensin-
enriched platelet-like particles (defensin-rich platelets, DRPs) and recombinant DEFA1/3
enhanced pancreatic cancer cell proliferation, migration, and three-dimensional growth
in vitro and promoted tumor dissemination in zebrafish xenografts. Transcriptomic profil-
ing revealed the upregulation of SPARC, KDM6A, and GATA6, whereas clinical data from
The Cancer Genome Atlas (TCGA)-PDAC linked high DEFA1/3 expression to poor survival,
increased immune infiltration, and activation of epithelial–mesenchymal transition (EMT).
Platelet-derived DEFA1/3 acts as a functional modulator of PDAC progression, linking
platelet granule content to tumor aggressiveness and highlighting a potential biomarker
and therapeutic target within the platelet–tumor axis.

Keywords: pancreatic cancer; pancreatic cancer; platelets; alpha-defensins; DEFA1/3; tumor
progression; particles like-platelets; zebrafish xenograft; transcriptomics

1. Introduction

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive malig-
nancies worldwide [1,2]. In 2022, it accounted for an estimated 510,922 new cases and
467,409 deaths, ranking as the sixth leading cause of cancer-related mortality worldwide [3].
Despite advances in surgery and systemic therapies, the overall five-year survival rate
remains close to 10%, reflecting only modest improvement compared to the past decade [4].
Projections indicate that the global incidence will continue to rise, with nearly a 95% in-
crease in new cases by 2050, potentially reaching close to 1 million diagnoses annually [5].

Int. J. Mol. Sci. 2025, 26, 10898 https://doi.org/10.3390/ijms262210898
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