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La plaqueta   

Las plaquetas, o trombocitos, son fragmentos citoplasmáticos de alrededor de 

2-5 µm de diámetro, con forma discoidal y carentes de núcleo (Gerrard & White, 1980; 

White, 2007). Se originan en la médula ósea a través de la fragmentación de finas 

extensiones citoplasmáticas similares a pseudópodos (proplaquetas) que despliegan los 

megacariocitos, en un proceso conocido como trombopoyesis (Becker & De Bruyn, 1976). 

Una vez formadas, las plaquetas tienen un tiempo de vida medio de 7-10 días en el 

torrente sanguíneo hasta que son eliminadas por el sistema retículoendotelial, también 

conocido como sistema fagocítico mononuclear, principalmente en hígado y bazo (Harker, 

1977; Nayak et al., 2013). Como regla general, el promedio de plaquetas circulantes en 

humanos es de 150-400 x 109/L (Schmitt et al., 2001). 

En el ratón, las plaquetas tienen un tamaño menor (0,5 µm de diámetro), al igual 

que un tiempo menor de vida media en el torrente sanguíneo (3-4 días). En contraste, 

tienen un mayor número de plaquetas circulantes, encontrándose un valor promedio de 

1000-1500 x 109/L (Schmitt et al., 2001). 

Estructura plaquetaria        

Las plaquetas presentan en su citoplasma diferentes orgánulos secretorios que 

contienen sustancias con actividad biológica (Figura I1). Entre ellos se encuentran los 

gránulos-α, los gránulos densos y los lisosomas. Otros orgánulos que también pueden ser 

encontrados en las plaquetas son las mitocondrias y los glicosomas, los cuales están 

principalmente involucrados en funciones del metabolismo energético (White, 2007).  

Los gránulos-α son los más abundantes, ya que se encuentran entre 50 y 80 de 

ellos por plaqueta (Frojmovic & Milton, 1982). Estos gránulos contienen una amplia 

variedad de péptidos y proteínas entre las que se incluyen alrededor de 300 moléculas 

diferentes. Entre estas proteínas, se encuentran factores procoagulantes, reguladores de 

la fibrinólisis, factores de crecimiento, quimiocinas, moduladores inmunitarios y moléculas 

de adhesión (Maynard et al., 2007; Zufferey et al., 2014).  

Los gránulos densos son casi 10 veces menos abundantes que los gránulos-α, 

además de ser más pequeños. Se encuentran en promedio de 1 a 1,4 gránulos densos 

por sección de micrografía (White, 1969; Berger et al., 1996). Estos gránulos están 

caracterizados por contener fundamentalmente diferentes metabolitos como serotonina, 

histamina, ADP, ATP, pirofosfato, Ca2+ y Mg2+ (Fukami, 1992; McNicol & Israels, 1999).  
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Los lisosomas son los menos abundantes de los gránulos secretorios, 

encontrándose entre 0 y 1 por plaqueta. Su contenido consiste básicamente en hidrolasas 

ácidas, catepsinas y proteínas de membrana lisosomal (Dangelmaier & Holmsen, 1980). 

Otro aspecto importante de la estructura plaquetaria es el sistema canalicular 

abierto (OCS – open canalicular system), el cual consiste en una serie de invaginaciones 

sinuosas de la membrana externa que se internan en el citoplasma de manera 

serpenteante (White, 2007). El OCS incrementa significativamente el área total de 

membrana externa de la plaqueta, proporcionando un medio para la captación de 

sustancias a partir del plasma, así como para la secreción de los productos almacenados 

en los orgánulos secretorios durante la activación plaquetaria (White & Escolar, 1991). El 

OCS también tiene una participación importante en la extensión plaquetaria durante la 

adhesión a una pared vascular dañada. En este proceso, las plaquetas pueden aumentar 

hasta un 420% el área de superficie expuesta, siendo el OCS, junto con los gránulos 

plaquetarios, las principales fuentes de suministro de membrana (Escolar et al., 1989; 

Peters et al., 2012; Koseoglu et al., 2015).  

 

 

 

Figura I1. Ultraestructura plaquetaria. Dibujo esquemático (A) y micrografía con magnificación x25000 (B) 

de la ultraestructura plaquetaria. Se representan los diferentes orgánulos secretorios, mitocondrias, 
glicosomas y el sistema canalicular abierto. G: gránulo-α, DB: gránulo denso, M: mitocondria, GL: glicosoma, 
OCS: sistema canalicular abierto. Tomado de Fitch-Tewfik and Flaumenhaft (2013) (A) y modificado de White 
(2007) (B).  
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Función plaquetaria 

Las plaquetas tienen su función principal en la hemostasia donde son activadas 

ante un daño del endotelio vascular, generándose un tapón plaquetario que inicia la 

detención de la hemorragia. Las plaquetas también están involucradas en otros procesos 

como reacciones inmunitarias, inflamación, enfermedades neurológicas, enfermedades 

cardiovasculares, angiogénesis y cáncer (Broos et al., 2011; Leslie, 2010; Ware et al., 

2013). En las secciones siguientes, se profundiza en el papel que tienen las plaquetas en 

la hemostasia, la angiogénesis, y en el desarrollo tumoral y la metástasis. 

Hemostasia  

En condiciones fisiológicas, la plaqueta circula en sangre sin interaccionar con el 

endotelio. Las células endoteliales producen moléculas como prostaciclina (PGI2) y óxido 

nítrico que liberan localmente y previenen la activación plaquetaria. Cuando se produce 

un daño que altera la integridad de la pared endotelial, las plaquetas quedan expuestas a 

proteínas como el colágeno y el factor de Von Willebrand (VWF). Estas moléculas 

producen la captura de las plaquetas en la región del daño, promueven su activación 

inicial y estimulan la reorganización del citoesqueleto, lo que resulta en su extensión sobre 

la pared vascular expuesta, adhiriéndose más estrechamente a ésta (Figura I2A) (Brass et 

al., 2007). Del mismo modo, esta activación inicial promueve la liberación del contenido de 

los gránulos plaquetarios. Por otra parte, el daño en la pared endotelial ocasiona la 

exposición del factor tisular, produciéndose la activación de la trombina, que actúa 

también como un potente agonista plaquetario (Broos et al., 2011; Clemetson, 2012). 

Entre las moléculas que son liberadas tras la activación plaquetaria inicial, se 

encuentran el ADP y el tromboxano A2 (TXA2). Estas moléculas actúan como agonistas 

plaquetarios y producen la transducción de señales a través de sus receptores 

respectivos, estimulándose la agregación de un mayor número de plaquetas, a través de 

un ciclo de retroalimentación positivo, lo cual amplifica la señal de activación (Figura I2B). 

La activación de los receptores de los principales agonistas plaquetarios solubles (ADP, 

TXA2 y trombina) converge en eventos de señalización comunes que concluyen en la 

activación de la integrina αIIbβ3 (glicoproteína GPIIb/IIIa). La activación de esta integrina 

genera un aumento de la afinidad por su ligando, el fibrinógeno, el cual puede unirse al 

mismo tiempo a dos receptores de este tipo, actuando como enlace entre diferentes 

plaquetas, lo que constituye la base fundamental de la agregación plaquetaria (Li et al., 

2011; Broos et al., 2011; Clemetson, 2012).  
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Figura I2. Función plaquetaria en la hemostasia. (A) En condiciones fisiológicas normales, el endotelio 

produce PGI2 y NO, que inhiben la activación plaquetaria. Ante un daño en el endotelio, se exponen proteínas 
como colágeno y VWF que interaccionan con las plaquetas y son los principales responsables del inicio de su 
activación. (B) Tras la activación inicial, las plaquetas liberan moléculas como ADP y TXA2 que actúan como 
amplificadores de la señal de activación a través de un ciclo de retroalimentación positivo. Estos agonistas 
solubles, junto con la trombina, producen la activación de la integrina αIIbβ3, incrementándose su afinidad por 
el fibrinógeno, el cual puede unirse al mismo tiempo a dos receptores de este tipo, actuando como enlace 
entre diferentes plaquetas. (C) La activación de la cascada de coagulación por la trombina, produce una malla 
de fibrina (líneas rojas) que interacciona con las plaquetas agregadas y contribuye a reforzar y establecer el 
tapón hemostático. VWF: factor de Von Willebrand. NO: óxido nítrico. PGI2: prostaciclina. TXA2: 
tromboxano A2. Modificado de Brass et al. (2007).  

 

La activación de la trombina durante la hemostasia también produce la activación 

en paralelo de la cascada de coagulación, que finaliza con la transformación del 

fibrinógeno en fibrina. La fibrina se estructura en una malla que interacciona con las 

plaquetas agregadas, y contribuye a reforzar y establecer el tapón hemostático (Figura 

I2C) (Brass et al., 2007). 
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Angiogénesis 

 La angiogénesis es la generación de nuevos capilares sanguíneos a partir de 

vasos preexistentes, y está involucrada en procesos como organogénesis, reparación 

tisular o progresión tumoral (Lyden et al., 2001; Grunewald et al., 2006). Durante el inicio 

del proceso de angiogénesis, un microambiente pro-angiogénico en la matriz extracelular 

(ECM) de un capilar sanguíneo, genera la selección de algunas células endoteliales (EC) 

que llevarán a cabo el sprouting o brote. Estas células se conocen como células tip, y 

dirigen el crecimiento del nuevo capilar (Figura I3A). Durante este paso, las células tip 

inhiben la adquisición de este fenotipo por parte de las EC adyacentes. La adquisición del 

fenotipo de célula tip involucra la pérdida de la polaridad apical-basal de la EC y la 

adquisición de una capacidad migratoria e invasiva. En este paso inicial de la 

angiogénesis también se eliminan los contactos de células murales, como pericitos, y se 

degrada la matriz extracelular (ECM) de la pared vascular en la región donde se ha 

seleccionado la célula tip. Posteriormente, gradientes de factores de crecimiento como 

VEGF y bFGF, así como otras moléculas quimiotácticas, promueven la migración e 

invasión de las células tip en la ECM a favor del gradiente de concentración de los 

diferentes factores pro-angiogénicos (Figura I3B). A medida que la célula tip migra a lo 

largo de la ECM, las EC adyacentes proliferan y se genera progresivamente el cuerpo del 

nuevo capilar, rodeándose de nueva ECM y promoviéndose el reclutamiento de pericitos a 

la pared vascular formada (Figuras I3B y I3C). Por último, durante la maduración del 

nuevo vaso sanguíneo, se forma el lumen del capilar, se completa la deposición de la 

ECM a su alrededor, se estabilizan los contactos EC-EC, y se estabiliza la adhesión de 

los pericitos a la pared vascular (Figuras I3C y I3D). La restauración del flujo sanguíneo 

restituye el suministro de nutrientes y oxígeno al tejido adyacente, por lo que disminuyen 

las señales pro-angiogénicas, mediadas principalmente por la hipoxia de las células del 

tejido en cuestión (Adams & Alitalo, 2007; Clapp et al., 2009; Potente et al., 2011). 

 Otro proceso que media la generación de nuevos capilares sanguíneos es la 

vasculogénesis. En este caso, la formación del nuevo capilar involucra el reclutamiento de 

células progenitoras endoteliales (EPC) de la médula ósea, que son incorporadas a la 

pared vascular en crecimiento. Además, también pueden contribuir al crecimiento del 

nuevo vaso sanguíneo, a través de la promoción del brote y la proliferación de otras EC 

adyacentes (Figura I4) (Urbich & Dimmeler, 2004; Adams & Alitalo, 2007). 
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Figura I3. Crecimiento de vasos sanguíneos mediante angiogénesis. (A) Un microambiente pro-

angiogénico en la matriz extracelular (ECM) de un vaso sanguíneo determina la adquisición del fenotipo de 
célula tip (verde) por parte de una célula endotelial (EC) (gris). En este paso inicial, también se eliminan los 
contactos entre pericitos (amarillo) y la pared vascular, y se degrada la ECM que la delimita. (B) La célula tip 
invade la ECM y migra a favor de un gradiente de concentración de factores pro-angiogénicos. (C) Las EC 
adyacentes a la célula tip proliferan y forman el cuerpo del nuevo capilar. (D) La formación del lumen y la 

perfusión del capilar formado, la deposición de la ECM a su alrededor, la estabilización de contactos EC-EC y 
la adhesión de pericitos a la pared vascular determinan la maduración del nuevo vaso sanguíneo. Modificado 
de Adams & Alitalo (2007). 

 

 

Figura I4. Crecimiento de vasos sanguíneos mediante vasculogénesis. Células progenitoras endoteliales 

(EPC) (azul) son reclutadas desde la médula ósea y se incorporan a la pared vascular del capilar en 
formación. Las EPC también contribuyen al crecimiento del vaso sanguíneo mediante la promoción del brote y 
la proliferación de otras células endoteliales. Modificado de Adams & Alitalo (2007). 
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La participación de las plaquetas en la angiogénesis ha sido descrita en diferentes 

modelos in vivo (Rhee et al., 2004; Kisucka et al., 2006; Feng et al., 2011). Las plaquetas 

son reclutadas a zonas donde ha ocurrido un daño vascular, y allí son activadas por 

diferentes agonistas solubles y componentes de la matriz extracelular. Esto produce la 

secreción de numerosas proteínas de sus gránulos-α entre las que se incluyen hasta 30 

factores, tanto pro-angiogénicos como anti-angiogénicos. Otros productos de secreción 

incluyen factores de crecimiento y citoquinas que actúan sobre diferentes células, 

incluyendo células endoteliales, y regulan su actividad (Coppinger et al., 2004; 2007; 

Piersma et al., 2009; Battinelli et al., 2011; Etulain et al., 2013).  

 Entre los factores pro-angiogénicos contenidos en los gránulos-α se encuentran: 

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor), 

bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), EGF (Epidermal Growth Factor), HGF 

(Hepatocyte Growth Factor), IGF (Insuline-like Growth Factor), angiopoyetina, y 

metaloproteinasas de matriz (MMP-1, -2 y -9), entre otros (Nurden et al., 2008; Blair & 

Flaumenhaft, 2009; Patzelt & Langer, 2012). Estos factores promueven la proliferación, 

migración e invasión de las células endoteliales durante la angiogénesis (Adams & Alitalo, 

2007; Clapp et al., 2009; Potente et al., 2011; Patzelt & Langer, 2012). Las plaquetas 

también contienen CXCL12 (SDF-1-α) en sus gránulos-α, el cual está involucrado en el 

reclutamiento de EPC desde la médula ósea y su adhesión al endotelio vascular, 

contribuyendo a la generación de nuevos vasos sanguíneos por vasculogénesis (Urbich & 

Dimmeler, 2004; Massberg et al., 2006; Feng et al., 2011). 

Los gránulos-α plaquetarios también incluyen numerosos factores anti-

angiogénicos. Entre ellos se encuentra la trombospondina-1 (TSP-1), que representa 

hasta el 20% del contenido de proteínas en los gránulos y es un potente inhibidor de la 

proliferación de las células endoteliales, además de promover su apoptosis (Jiménez et 

al., 2000; Lawler, 2002). Otros factores anti-angiogénicos encontrados en los gránulos-α 

incluyen al PF4 (Platelet factor 4), la angiostatina y la endostatina (Bikfalvi, 2004; Italiano 

et al., 2008; Patzelt & Langer, 2012). También se encuentran diferentes inhibidores de 

metaloproteinasas de matriz como TIMP-1 y -4, que regulan negativamente la migración 

de las células endoteliales en la ECM y por tanto tienen un efecto anti-angiogénico (Blair 

& Flaumenhaft, 2009).   

 Existen evidencias que indican que los factores pro- y anti-angiogénicos se 

encuentran segregados en subpoblaciones diferentes de gránulos-α, y que su liberación 

puede ser específica dependiendo del agonista, regulándose la angiogénesis en el sitio de 
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activación de las plaquetas (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 

2011). En estudios realizados por Italiano y col. (2008) en plaquetas humanas, se 

encontró que el VEGF y la endostatina se encuentran almacenados en gránulos-α 

diferentes, ya que evidenciaron la ausencia de co-localización de las señales de 

inmunofluorescencia correspondientes a cada factor (Figura I5A). Adicionalmente, 

hallaron que estas diferencias en el empaquetamiento de ambos factores angiogénicos se 

encuentran desde el origen de la plaqueta, ya que observaron su segregación diferencial 

en las extensiones citoplasmáticas de los megacariocitos que dan lugar a las plaquetas 

(proplaquetas) (Figura I5B). Del mismo modo, hallaron que el bFGF y la TSP-1 se 

encuentran almacenados de manera diferencial tanto en plaquetas como en proplaquetas.  

 

 

Figura I5. El VEGF y la endostatina se encuentran empaquetados de manera diferencial en plaquetas y 
proplaquetas humanas. Imágenes de microscopía confocal de inmunofluorescencia de la distribución 

subcelular de VEGF (verde), endostatina (rojo) y su superposición en plaquetas (A) y proplaquetas (B) 
humanas. Tomado de Italiano et al. (2008). 

 

Estudios previos también indican que los factores pro- y anti-angiogénicos podrían 

ser liberados de manera diferencial tras la activación plaquetaria. En este sentido, se ha 

encontrado que la activación por PAR1, ADP, e incluso células tumorales MCF-7, 

promueven la liberación de factores pro-angiogénicos como el VEGF. Además, el 

secretoma generado exhibe un carácter pro-angiogénico in vitro. En contraste, la 



  INTRODUCCIÓN 
 

11 
 

activación por PAR4 y TXA2 promueve la liberación de factores anti-angiogénicos como la 

endostatina, y los secretomas generados inhiben la angiogénesis in vitro (Figura I6) 

(Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). Sin embargo, 

resultados de otros autores sugieren que, tanto el almacenamiento de las proteínas en los 

gránulos-α, como su liberación son procesos estocásticos, encontrándose que las 

proteínas pro- y anti-angiogénicas muestran poca segregación funcional en diferentes 

subpoblaciones de gránulos (Kamykowski et al., 2011; Jonnalagadda et al., 2012). 

 

 

Figura I6. La activación plaquetaria inducida por agonistas específicos determina el balance de 
factores pro- y anti-angiogénicos en el secretoma a través de su liberación diferencial. La activación 

plaquetaria por PAR4 y TXA2 produce un secretoma con carácter general anti-angiogénico, mientras que la 
activación por PAR1, ADP y células tumorales MCF-7 induce la liberación de un secretoma que promueve la 
angiogénesis.  

 

Desarrollo tumoral y metástasis 

La relación entre plaquetas y cáncer fue documentada por primera vez a mediados 

del siglo XIX por Trousseau, quien observó un cuadro de coagulación sanguínea excesiva 

en pacientes, ocasionado por la presencia de un carcinoma (Khorana, 2003). 

Actualmente, se conoce que pacientes con cáncer presentan un estado de 

hipercoagulación sanguínea, anormalidades plaquetarias y un incremento del riesgo de 

enfermedad tromboembólica (Khorana & Connolly, 2009). Existen numerosos estudios 

que demuestran que la activación plaquetaria se encuentra amplificada en diversos tipos 

de cáncer y que las plaquetas pueden detectarse en la vasculatura tumoral (Verheul et al., 
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2000; Sierko & Wojtukiewicz, 2004). De hecho, en la mayoría de malignidades, el grado 

de trombocitosis en el paciente se encuentra inversamente correlacionado con su 

supervivencia, lo que le convierte en un marcador de mal pronóstico (Monreal et al., 1998; 

Symbas et al., 2000; Ikeda et al., 2002). Además, se conoce que los tumores pueden 

secretar citoquinas como IL-1, IL-6, GM-CSF y GCS-F, que estimulan la trombopoyesis y 

contribuyen al desarrollo de la trombocitosis (Suzuki et al., 1992; Estrov et al., 1995; Kaser 

et al., 2001). 

La activación plaquetaria por células tumorales puede ocurrir tanto a nivel local en 

la vasculatura tumoral, como a nivel sistémico (Sierko & Wojtukiewicz, 2007). Entre los 

mecanismos mediante los cuales las células tumorales pueden activar a las plaquetas se 

encuentran la secreción de agonistas plaquetarios y la interacción directa a través de 

contactos célula-célula (Bambace & Holmes, 2011; Gay & Felding-Habermann, 2011). En 

este sentido, diferentes estudios demuestran la presencia de trombina in situ en distintos 

tipos de tumores, incluyendo melanoma, cáncer de ovario y carcinoma de células renales 

(Wojtukiewicz et al., 1990a; 1990b; Zacharski et al., 1993). Por otra parte, se ha detectado 

que pacientes con cáncer presentan un incremento en la activación de diferentes 

componentes de la cascada de coagulación como el factor VII y el factor tisular (Kakkar et 

al., 1995). El factor tisular expresado por numerosos tipos de células tumorales 

interacciona con el factor VII, y juntos activan al factor X, que a su vez produce la 

activación de la trombina, lo que contribuye a la progresión tumoral (Nierodzik & 

Karpatkin, 2006; Jain et al., 2010).  

En otros estudios, se ha encontrado que el ADP también produce la activación 

plaquetaria por diferentes líneas de células tumorales como neuroblastoma, melanoma y 

carcinoma de mama (Bastida et al., 1986; Boukerche et al., 1994; Alonso-Escolano et al., 

2004). Además, el TXA2 liberado por la plaqueta al ser activada por diferentes líneas de 

células tumorales, tiene igualmente un papel fundamental en la amplificación de la 

activación y la agregación plaquetaria en el contexto del desarrollo tumoral (Pacchiarini et 

al., 1991).  

Por último, algunos receptores plaquetarios involucrados en adhesión celular como 

la integrina αIIbβ3 y la P-selectina, pueden interaccionar con células tumorales en la 

circulación sanguínea y contribuir a su metástasis (Borsig et al., 2002; Trikha et al., 2002). 

De hecho, el bloqueo de la integrina αIIbβ3 con anticuerpos neutralizantes o la deleción 

de P-selectina en plaquetas, disminuye el número de metástasis detectadas en pulmón, 

en modelos experimentales de ratón (Erpenbeck & Schön, 2010). 
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 La activación de las plaquetas por parte de las células tumorales puede contribuir 

a la promoción del desarrollo del tumor y a las metástasis hematógenas, a través de 

diferentes mecanismos. En cuanto a las metástasis, las plaquetas pueden favorecer la 

migración e invasión de la célula tumoral durante su intravasación, la protección durante 

su tránsito en la circulación sanguínea, y su adhesión a la vasculatura de los tejidos diana 

en los cuales se extravasa y establece (Figuras I7A e I7B) (Nierodzik & Karpatkin, 2006; 

Bambace & Holmes, 2011; Gay & Felding-Habermann, 2011; Li, 2016). La participación 

de las plaquetas en este proceso se ha demostrado en diferentes modelos de ratón, en 

los cuales la depleción de las plaquetas produce una inhibición de las metástasis, 

mientras que su reconstitución recupera la actividad metastásica (Gasic et al., 1968; 

Karpatkin et al., 1988; Camerer et al., 2004; Erpenbeck & Schön, 2010).  

 

 

Figura I7. Participación de las plaquetas en el desarrollo tumoral y la metástasis. Las plaquetas pueden 

ser activadas por células tumorales en el torrente sanguíneo y formar una cobertura que las protege del 
sistema inmunitario y del estrés físico de la circulación sanguínea (A). También contribuyen a la adhesión de 
las células tumorales al endotelio vascular, y a su extravasación y establecimiento de las metástasis en tejidos 
distantes (B). En el sitio en que se encuentra establecido el tumor, las plaquetas pueden ser activadas y 
liberar numerosos factores de crecimiento, moléculas pro-angiogénicas y moléculas pro-inflamatorias que 
contribuyen a la generación de un microambiente pro-tumorigénico y al desarrollo de la angiogénesis tumoral 
(C y D).  Modificado de Bambace & Holmes (2011). 

 

En relación a los eventos de intravasación y extravasación de la célula tumoral, las 

plaquetas activadas promueven su capacidad de migración e invasión a través de la 

secreción de numerosas metaloproteinasas de matriz que colaboran en la degradación de 

la matriz extracelular (Rolli et al., 2003; Deryugina & Quigley, 2006). Además, se conoce 
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que las plaquetas promueven la transición epitelial-mesenquimal (EMT) de las células 

tumorales, a través de la liberación de TGF-β (Transforming Growth Factor-β), lo cual 

incrementa su capacidad migratoria e invasiva (Labelle et al., 2011).  

Por otra parte, la agregación de las plaquetas alrededor de la célula tumoral 

durante su tránsito en sangre, la protege del estrés físico y del ataque de elementos del 

sistema inmunitario como células NK (Natural killer T cell) (Kopp et al., 2009; Gay & 

Felding-Habermann, 2011). Durante este evento, la integrina plaquetaria αIIbβ3 y la 

P-selectina tienen un papel fundamental en la interacción entre plaquetas y células 

tumorales (Karpatkin et al., 1988; Erpenbeck & Schön, 2010). Además, se conoce que la 

capacidad de inducir la agregación plaquetaria está correlacionada con el potencial 

metastásico de las células tumorales en diferentes modelos in vitro e in vivo (Karpatkin et 

al., 1988; Nierodzik & Karpatkin, 2006; Gay & Felding-Habermann, 2011).  

Por último, también se conoce que las plaquetas facilitan la adhesión de las 

células tumorales al endotelio de tejidos diana. Por una parte, estudios en modelos de 

ratón indican que los agregados de plaquetas y células tumorales tienen la habilidad de 

diseminarse y embolizar en la microvasculatura pulmonar (Malik, 1983). Por otra parte, 

diferentes estudios demuestran la participación de las selectinas plaquetarias en la 

interacción inicial de los agregados de plaquetas y células tumorales con el endotelio de 

los tejidos diana. Este evento precede la adhesión firme de la célula tumoral, tras lo cual 

ocurre su extravasación de la circulación sanguínea  (Kim et al., 1998; 1999; McCarty et 

al., 2000; Läubli & Borsig, 2010). 

La activación plaquetaria en el sitio del tumor, produce la liberación de numerosos 

factores de crecimiento, moléculas pro-angiogénicas y moléculas pro-inflamatorias que 

contribuyen a la generación de un microambiente pro-tumorigénico y al desarrollo de la 

angiogénesis tumoral (Figuras I7C e I7D) (Hanahan & Weinberg, 2011; Weis & Cheresh, 

2011; Li, 2016). En el caso de la inflamación, las plaquetas activadas pueden liberar 

moléculas como IL-8, IL-1β, CCL5, CD40L e histamina que estimulan la expresión de 

receptores de adhesión en la superficie de las células endoteliales, la liberación de 

quimiocinas, y el reclutamiento e infiltración de leucocitos en el tejido durante la respuesta 

inflamatoria (Davì & Patrono, 2007; von Hundelshausen & Weber, 2007). En la última 

década se ha demostrado que la reacción inflamatoria asociada a un tumor tiene como 

resultado el incremento de la tumorigénesis y la promoción del desarrollo del cáncer, 

principalmente por efectos mediados por células del sistema inmunitario innato. Estas 

células liberan diferentes moléculas en el microambiente tumoral incluyendo factores de 
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crecimiento, de supervivencia y pro-angiogénicos; además de MMPs, y moléculas que 

promueven la EMT de las células tumorales, lo cual contribuye a su proliferación, 

desarrollo y capacidad migratoria e invasiva (DeNardo et al., 2010; Grivennikov et al., 

2010; Hanahan & Weinberg, 2011). Adicionalmente, las células del sistema inmunitario 

innato pueden liberar sustancias como especies reactivas de oxígeno que son altamente 

mutagénicas y aceleran la evolución del tumor hacia estados de mayor malignidad 

(Grivennikov et al., 2010). 

En relación al papel de las plaquetas en la angiogénesis tumoral, se conoce que 

tienen un efecto promotor de la generación de nuevos vasos sanguíneos, lo que 

contribuye al desarrollo de los tumores sólidos (Weis & Cheresh, 2011; Li, 2016). La 

formación de nuevos vasos sanguíneos es un evento fundamental en el crecimiento de 

los tumores y en la formación de las metástasis, ya que se conoce que un tumor no puede 

crecer más de 0,5 - 1 mm de diámetro sin generar una nueva red vascular (Folkman, 

2002). Los diferentes mecanismos mediante los cuales las células tumorales pueden 

activar a las plaquetas, promueven su adhesión y acumulación en la vasculatura tumoral, 

produciéndose agregados plaquetarios y micro-trombos en los capilares del tumor 

(Verheul et al., 2000; Sabrkhany et al., 2011). Además, tal como se ha explicado 

previamente, las plaquetas contienen diversos factores pro- y anti-angiogénicos que 

liberan de manera diferencial al ser activadas por las células tumorales, y que pueden 

promover la angiogénesis en este contexto mediante los mismos mecanismos que actúan 

en un entorno fisiológico (Battinelli et al., 2011; Kuznetsov et al., 2012; Li, 2016). En este 

sentido, tanto la promoción de la liberación de factores pro-angiogénicos  (VEGF, bFGF, 

PDGF y MMPs), como la regulación negativa de la liberación de factores anti-

angiogénicos (TSP-1, PF4, endostatina, angiostatina) pueden contribuir a la estimulación 

de la angiogénesis tumoral (Sabrkhany et al., 2011; Weis & Cheresh, 2011; Li, 2016). Por 

ejemplo, se conoce que la carencia de TSP-1 en plaquetas acelera el crecimiento y la 

vascularización de tumores heterotópicos implantados en ratones (Feng et al., 2011). Por 

último, las plaquetas también pueden contribuir a la formación de nuevos vasos 

sanguíneos en el tumor mediante vasculogénesis, al estimular el reclutamiento de EPCs 

de la médula ósea, en una función que depende de la liberación del contenido de sus 

gránulos-α (Feng et al., 2011; Kuznetsov et al., 2012). 
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Mecanismos de liberación de gránulos-α        

Durante la activación plaquetaria, las diferentes moléculas contenidas en los 

gránulos-α son liberadas al medio extracelular, donde desencadenan diferentes funciones 

de acuerdo al contexto fisiológico en el cual se produzca la activación. Los gránulos-α 

liberan su contenido mediante la fusión a membranas conectadas con la superficie de la 

plaqueta, como el OCS o la membrana extracelular (Flaumenhaft, 2003). La maquinaria 

molecular principal responsable de esta fusión está constituida por las proteínas SNARE 

(soluble NSF attachment protein receptors). Las SNAREs son proteínas asociadas a 

membranas, y se encuentran orientadas hacia el citosol. Las SNAREs asociadas a los 

gránulos se denominan v-SNAREs (vesicular SNAREs), mientras que aquellas asociadas 

a las membranas diana (OCS y la membrana extracelular) se conocen como t-SNAREs 

(target SNAREs). La asociación de las v-SNAREs con las t-SNAREs produce la energía 

requerida para la fusión de las membranas y la liberación del contenido de los gránulos al 

medio extracelular (Figura I8) (Südhof & Rothman, 2009).  

 

 

Figura I8. Mecanismo de fusión de los gránulos-α plaquetarios a la membrana del OCS y a la 
membrana extracelular. Los gránulos-α plaquetarios contienen en su superficie proteínas v-SNARE (azul) 

que se asocian a proteínas t-SNARE encontradas en las membranas diana (rojo), tras la activación 
plaquetaria. La asociación entre proteínas SNARE produce la fusión de las membranas y la posterior 
liberación del contenido de los gránulos al medio extracelular. Modificado de Blair & Flaumenhaft (2009). 

 

Entre las v-SNARE conocidas en plaquetas se encuentran VAMP2, 3, 7 y 8; 

mientras que entre las t-SNARE se incluyen sintaxina-2, -4, -7 y -11, y SNAP-23, -25 y -29 

(Blair & Flaumenhaft, 2009). Estudios en ratones indican que VAMP8 es la vSNARE 

dominante involucrada en la exocitosis de los gránulos-α, mientras que VAMP3 y VAMP2 

tienen un papel compensatorio (Schraw et al., 2003; Ren et al., 2007). En cuanto a las 

sintaxinas, se ha demostrado que ratones carentes de sintaxina-2, -4, o ambas, tienen 
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una secreción plaquetaria esencialmente normal (Ye et al., 2012). Por otra parte, en 

plaquetas humanas se ha encontrado que la falta de sintaxina-11 produce un defecto 

importante en la exocitosis de los gránulos plaquetarios (Ye et al., 2012). En relación a las 

proteínas SNAP, no existen evidencias de que SNAP-25 o SNAP-29 participen en la 

liberación de los gránulos-α plaquetarios, mientras que el papel de SNAP-23 en esta 

función ha sido plenamente establecido (Flaumenhaft et al., 1999; Lemons et al., 2000; 

Lai & Flaumenhaft, 2003).    

En la regulación de la actividad de las SNAREs participan proteínas de la familia 

Sec1/Munc. Estas proteínas actúan como cepos moleculares, uniéndose a las SNAREs e 

inhibiendo su función (Koseoglu & Flaumenhaft, 2013; Fitch-Tewfik & Flaumenhaft, 2013) . 

En plaquetas se ha detectado Munc18a, b y c, y Munc13-4 (Blair & Flaumenhaft, 2009). 

En el caso de Munc18c, se encontró que está directamente involucrada en la regulación 

de la liberación de los gránulos-α, ya que el uso de un anticuerpo que bloquea su unión 

con la sintaxina-4 aumenta la exocitosis de este tipo de gránulos plaquetarios (Houng et 

al., 2003). Por otra parte, pacientes con deficiencia de Munc18b, la cual se une a la 

sintaxina-11, presentan niveles disminuidos de esta sintaxina en las plaquetas y un 

defecto significativo en la exocitosis de los gránulos plaquetarios (Al Hawas et al., 2012). 

En el caso de Munc13-4, se ha encontrado que está involucrada en la regulación de la 

liberación de los gránulos densos (Shirakawa et al., 2004). Además de las proteínas 

Sec1/Munc mencionadas, se ha detectado CDCrel-1, la cual es una proteína que también 

se une a sintaxinas, y su deficiencia produce la amplificación de la secreción en plaquetas 

de ratón tras la activación con colágeno (Dent et al., 2002).  

Las proteínas de la familia Rab, pertenecientes a la superfamilia de GTPasas 

pequeñas Ras, también participan en la regulación de la actividad de las proteínas 

SNARE (Fitch-Tewfik & Flaumenhaft, 2013; Koseoglu & Flaumenhaft, 2013; Bhuin & Roy, 

2014). La expresión de las proteínas Rab es ubicua, y se conoce que mediante la 

activación de sus efectores, participan en los procesos de formación de vesículas, 

transporte de las vesículas a través de elementos del citoesqueleto, y su reclutamiento y 

fusión a las membranas diana (Bhuin & Roy, 2014). En células nucleadas se ha 

demostrado que las proteínas Rab pueden interaccionar, a través de sus efectores, con 

moléculas como Munc18c (Zerial & McBride, 2001). En plaquetas, se conoce que la 

activación por trombina genera la fosforilación de las proteínas Rab3b, 6 y 8; siendo la 

fosforilación de Rab6 un mecanismo dependiente de PKC (Karniguian et al., 1993; 

Fitzgerald & Reed, 1999). Por otra parte, se ha encontrado que Rab4 está involucrada en 
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la liberación de gránulos-α dependiente de Ca2+ (Shirakawa et al., 2000). También hay 

evidencias que apuntan a que RabGDI, un inhibidor general de GTPasas Rab, inhibe la 

liberación de gránulos-α, pero no de gránulos densos (Shirakawa et al., 2000). 

Adicionalmente, diferentes estudios demuestran que la actividad de Rab27a/b es 

importante en la formación de los gránulos plaquetarios, la producción de proplaquetas 

por los megacariocitos, y la interacción entre proteínas SNARE durante la fusión de los 

gránulos a la membrana extracelular (Blair & Flaumenhaft, 2009; Fitch-Tewfik & 

Flaumenhaft, 2013).     

Papel de VAMP7 en la liberación de gránulos-α  

Las proteínas VAMP pueden ser clasificadas según su longitud en VAMPs cortas o 

“brevinas” y VAMPs largas o “longinas”, dependiendo del dominio encontrado en su región 

N-terminal. En este sentido, las brevinas (VAMP2, 3 y 8, en plaquetas) poseen una región 

corta y variable de 10-20 aminoácidos mientras que las longinas (VAMP7 en plaquetas) 

contienen un dominio conservado de 120-140 aminoácidos (dominio longina) (Figura I9) 

(Rossi et al., 2004). 

  

 

Figura I9. Esquema de la estructura de las proteínas VAMP plaquetarias. En el extremo N-terminal 

VAMP2, 3 y 8 contienen una región corta variable (naranja), mientras que VAMP7 contiene un dominio longina 
conservado de 120-140 aminoácidos. En el extremo C-terminal, todas las proteínas VAMP poseen un dominio 
SNARE conservado (verde) mediante el cual interaccionan con las t-SNARE, y un dominio transmembrana 
(TM ‒ rojo) que funciona como anclaje a la membrana de los gránulos o vesículas. 

 

VAMP7, también conocida como TI-VAMP (tetanus neurotoxin-insensitive vessicle 

associated protein), es una proteína de 25 kD que es relativamente abundante en 

plaquetas humanas y de ratón, y es la única VAMP plaquetaria que posee un dominio 

longina similar a profilina (profilin-like) en su extremo N-terminal (Rossi et al., 2004; 

Graham et al., 2009). VAMP7 se encuentra involucrada en los eventos de fusión 

requeridos durante el remodelado de las membranas en diferentes tipos celulares. 

Numerosos estudios demuestran su participación en funciones como el crecimiento de 

neuritas (Martinez-Arca et al., 2000; 2001; Alberts et al., 2006), el remodelado de 
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membranas asociado a la actividad fagocítica de los macrófagos (Braun et al., 2004), la 

secreción de lisosomas durante la migración celular (Bretscher, 1996), el transporte de 

vesículas hacia la membrana apical en células epiteliales (Pocard et al., 2007), y la 

liberación de vesículas autofágicas al espacio extracelular (Fader et al., 2012). 

Las funciones de las proteínas VAMP en plaquetas han sido recientemente 

estudiadas por diferentes grupos y se conoce que tienen un papel fundamental en la 

secreción de los gránulos plaquetarios tras la activación (Schraw et al., 2003; Ren et al., 

2007; Koseoglu et al., 2015). En secciones anteriores, se ha expuesto la existencia de 

distintas subpoblaciones de gránulos-α que almacenan de forma diferencial factores pro- y 

anti-angiogénicos, que son liberados de manera específica dependiendo del agonista 

plaquetario (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). Estudios 

recientes sugieren que las proteínas VAMP plaquetarias participan en los diferentes 

mecanismos moleculares involucrados en este fenómeno. En este sentido, se ha 

encontrado en plaquetas humanas que los gránulos-α que almacenan factores pro-

angiogénicos expresan en su superficie moléculas de VAMP7 como v-SNARE principal, 

mientras que los gránulos-α que contienen factores anti-angiogénicos poseen VAMP8 en 

su superficie (Peters et al., 2012). Además, los gránulos-α VAMP7+ se mueven a la 

periferia de las plaquetas durante la extensión sobre sustrato, sugiriendo un posible rol en 

esta función plaquetaria (Peters et al., 2012). Del mismo modo, se ha demostrado que la 

deleción de VAMP7 afecta negativamente diferentes funciones plaquetarias como la 

agregación, la secreción de gránulos-α y gránulos densos, o la extensión sobre sustrato 

(Koseoglu et al., 2015). En cuanto a VAMP8, se conoce que es fundamental en la 

liberación de los gránulos-α, gránulos densos y lisosomas, tras la activación plaquetaria, 

ya que su deleción ocasiona un defecto significativo en estas funciones (Ren et al., 2007). 

En el caso de VAMP2 y VAMP3, estas parecen tener un papel redundante y secundario a 

la función de VAMP8, y no son esenciales en la función secretoria de los gránulos 

plaquetarios (Schraw et al., 2003; Ren et al., 2007). 

La regulación específica de la actividad de VAMP7 puede ocurrir mediante una 

interacción autoinhibitoria que involucra al dominio longina. Por ejemplo, se conoce que la 

sobreexpresión de este dominio produce la inhibición del crecimiento de neuritas, axones 

y dendritas en células neuroendocrinas PC12 y en neuronas del hipocampo. En contraste, 

la sobreexpresión de un mutante de VAMP7 con una deleción del dominio longina, 

produce una estimulación significativa en el desarrollo de las neuritas y en la formación de 
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los complejos SNARE (Martinez-Arca et al., 2000; 2001). Por otra parte, se conoce que 

VAMP7 interacciona con una pequeña región de 67 aminoácidos, denominada dominio ID 

(interacting domain) de la proteína VARP (Vps9 domain and ankyrin-repeat-containing 

protein), la cual es un activador GEF (Guanine nucleotide exchange factor) de Rab21 

(Burgo et al., 2009; Schäfer et al., 2012; Koseoglu et al., 2015). Existen evidencias que 

sugieren que VARP actúa como regulador positivo de VAMP7 mediante mecanismos que 

dependen tanto de su actividad GEF de Rab21 como de su interacción directa, ya que el 

silenciamiento de VARP produce un defecto en el crecimiento de neuritas en neuronas del 

hipocampo (Burgo et al., 2009). En otro estudio, se evaluó estructuralmente la interacción 

entre VAMP7 y VARP, hallándose que tanto VARP como el dominio longina de VAMP7 

atrapan a su dominio SNARE en una conformación inactiva, por lo que la interacción 

directa de VARP constituiría una regulación negativa (Schäfer et al., 2012). En plaquetas, 

también se ha demostrado una interacción entre VAMP7, VARP y Arp2/3, dependiente de 

la activación plaquetaria. En este sentido, la activación promovería la liberación de 

VAMP7 y Arp2/3 de VARP. Posteriormente, VAMP7 interaccionaría con las t-SNARE en la 

membrana extracelular y Arp2/3 actuaría en la reorganización del citoesqueleto de actina 

durante la secreción de los gránulos y la extensión de la plaqueta sobre sustrato 

(Koseoglu et al., 2015). 

C3G   

C3G (Crk-SH3-domain-binding guanine nucleotide-releasing factor) es un 

activador GEF de las proteínas Rap1/2, R-Ras y TC21 de la familia Ras, y de la proteína 

TC10 de la familia Rho (Gotoh et al., 1995; 1997; Ohba et al., 2000; Chiang et al., 2001). 

Las proteínas Ras y Rho pertenecen a la superfamilia de GTPasas pequeñas Ras, las 

cuales son moléculas que operan como interruptores en rutas de señalización, al alternar 

entre un estado inactivo (unidas a GDP) y un estado activo (unidas a GTP) (Figura I10). El 

intercambio de GDP por GTP está determinado por la acción de GEFs, mientras que la 

hidrólisis del GTP a GDP, por parte de las GTPasas, requiere de la acción de proteínas 

activadoras de la actividad GTPasa (GAP ‒ GTPase-activating proteins) (Bos et al., 2007). 

Mediante la activación de GEFs determinados, por diferentes estímulos extracelulares, las 

GTPasas acoplan la señal de activación de receptores de membrana con diversas 

respuestas celulares, a través de la estimulación de rutas de señalización específicas 

(Takai et al., 2001; Raaijmakers & Bos, 2009). De este modo, las GTPasas pequeñas 

están involucradas en el control de procesos celulares como expresión génica, 
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reorganización del citoesqueleto y tráfico vesicular; regulando respuestas biológicas como 

proliferación, supervivencia, diferenciación, motilidad, apoptosis, entre otros (Takai et al., 

2001). 

 

 

Figura I10. Ciclo de activación de las proteínas GTPasas pequeñas. Las GTPasas operan como 

interruptores moleculares en rutas de señalización, alternando entre un estado activo unidas a GTP y un 
estado inactivo unidas a GDP. El intercambio de GDP por GTP en la GTPasa (activación) está catalizado por 
GEFs. El incremento de la actividad GTPasa de estas proteínas, que genera la hidrólisis de GTP y produce 
GDP (inactivación), está catalizado por GAPs. GEF: factor intercambiador de nucleótidos de guanina. GAP: 
proteína activadora de la actividad GTPasa. 

 

Estructura y función de C3G        

La proteína C3G, también conocida como RapGEF1, tiene un tamaño de 

~140 kDa y muestra una expresión ubicua (Tanaka et al., 1994). Su estructura presenta 

varios dominios modulares bien diferenciados entre sí, tanto estructural como 

funcionalmente (Figura I11). En la región N-terminal, se encuentra un segmento que 

interacciona con E-cadherina (residuos 144-230) durante la formación de las uniones 

adherentes (Hogan et al., 2004). En la región central, se encuentra un dominio SH3-b 

(SH3-binding) que contiene cinco motivos ricos en prolinas (Pro-x-x-Pro) característicos 

de sitios de unión a dominios SH3. Los cuatro motivos ricos en prolina más próximos a la 

región C-terminal interaccionan con el dominio SH3 de Crk, mientras que el motivo más 

próximo a la región N-terminal interacciona con el dominio SH3 de p130Cas (Knudsen et 

al., 1994; Kirsch et al., 1998). Además, se conoce que la región central de C3G 

interacciona con otras proteínas efectoras que presentan dominios SH3 en su estructura 

como Grb2, Hck, c-Abl y Bcr-Abl (Tanaka et al., 1994; Shivakrupa et al., 2003; Gutiérrez-
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Berzal et al., 2006; Radha et al., 2007; Maia et al., 2013). Por último, la región C-terminal 

de C3G contiene al dominio REM (Ras Exchange Motif) y al dominio catalítico CDC25-H 

(de homología con CDC25) que son los responsables de la actividad GEF de la molécula  

(Boriack-Sjodin et al., 1998; Quilliam et al., 2002).  

 

 

Figura I11. Esquema de la estructura de C3G. La proteína C3G contiene diferentes dominios estructurales 

con funciones específicas. El extremo N-terminal contiene un dominio de interacción con E-cadherina. El 
dominio central se denomina SH3-b (SH3-binding) y contiene regiones ricas en poli-prolinas (P). Este dominio 
puede interaccionar con dominios SH3 contenidos en proteínas adaptadoras como Crk o p130Cas, entre 
otras. El extremo C-terminal contiene al dominio REM y al dominio catalítico CDC25-H, responsables de la 
actividad GEF de C3G. 

 

La inactivación en ratón del gen RAPGEF1 que codifica C3G es letal embrionaria, 

debido a la ausencia de actividad de Rap1. Esto sugiere que su función no puede ser 

compensada por otros RapGEFs en estadios tempranos del desarrollo (Ohba et al., 

2001). C3G participa a través de la activación de Rap1 en procesos de adhesión y 

migración mediados por integrinas (de Jong et al., 1998; Arai et al., 1999; Oh et al., 2004). 

En este sentido, se conoce que su sobreexpresión estimula la extensión de células HeLa 

y de neuritas en células PC12 (Tsukamoto et al., 1999; Schönherr et al., 2010). 

Adicionalmente, numerosos estudios indican la participación de C3G en otras funciones 

celulares como proliferación, diferenciación, apoptosis y mantenimiento de los contactos 

célula-célula, además de tener importantes papeles en procesos fisiológicos como el 

metabolismo de la glucosa en adipocitos y músculo esquelético, la regulación del tamaño 

de la corteza cerebral, la regulación de las funciones de los linfocitos B y T, y la 

maduración de vasos sanguíneos (revisado en Radha et al., 2011; Dayma & Radha, 

2016). 

La señalización mediada por C3G en diferentes tipos celulares puede ser activada 

por diversos estímulos extracelulares que incluyen la activación de receptores de células 

T (TCR) (Reedquist et al., 1996), HGF (Sakkab et al., 2000), GH (Growth Hormone) (Ling 

et al., 2003), PDGF (Yokote et al., 1998), EGF (Okada & Pessin, 1997), NGF (Nerve 

Growth Factor) (York et al., 1998), interferón-γ (IFN-γ) (Alsayed et al., 2000), 
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eritropoyetina e IL-3 (Arai et al., 2001; Ling et al., 2003), y señales de adhesión a través 

de integrinas (Buensuceso & O’Toole, 2000). 

La activación de C3G puede ser regulada mediante su fosforilación en el residuo 

Tyr504 por quinasas de la familia Src (c-Src y Hck), por c-Abl (Radha et al., 2004; 

Shivakrupa et al., 2003; Mitra & Radha, 2010) y por la oncoproteína Bcr-Abl (Gutiérrez-

Berzal et al., 2006). Esta fosforilación es necesaria para la activación dependiente de Crk 

(Ichiba et al., 1999). Adicionalmente, C3G puede ser fosforilada en otros residuos de 

tirosina, pero su contribución a la regulación no ha sido estudiada (Mitra & Radha, 2010). 

Recientemente, se ha descrito que C3G también puede ser fosforilada en residuos de 

serina por Cdk5/p35 y que esta modificación está relacionada con la activación de Rap1 

(Utreras et al., 2013).  

La actividad de C3G también puede estar regulada por la autoinhibición de la 

molécula. En este sentido, se conoce que la deleción de los aminoácidos 1-579, que 

incluye la región N-terminal y parte de la región SH3-b, resulta en una actividad catalítica 

constitutiva, lo que sugiere que esta región constituye un elemento regulador negativo en 

cis (Ichiba et al., 1999). Además, el efecto inhibitorio de la región N-terminal de C3G sobre 

su actividad catalítica podría estar ligado a interacciones intramoleculares entre esta 

región y el dominio REM, que darían lugar a la conformación autoinhibida de la molécula 

(Gómez, 2014). 

Ruta de C3G-Rap1 en plaquetas        

Rap1 es una GTPasa pequeña de la familia Ras que se expresa ubicuamente 

(Bos, 1998). La subfamilia Rap está compuesta por las proteínas Rap1a, Rap1b, Rap2a, 

Rap2b y Rap2c (Bokoch, 1993; Takai et al., 2001; Paganini et al., 2006). Rap1b se 

expresa abundantemente en megacariocitos maduros y plaquetas, constituyendo 

aproximadamente el 0.1% del total de las proteínas plaquetarias, lo que permite inferir su 

relevancia en este tipo celular (Torti & Lapetina, 1994). Las plaquetas contienen Rap2b en 

una abundancia cerca de diez veces menor que Rap1b, mientras que Rap1a y Rap2a 

también han sido detectadas, pero en niveles muy bajos (Torti & Lapetina, 1994; Klinz et 

al., 1992). Rap2c no se encuentra presente en las plaquetas (Paganini et al., 2006). 

En plaquetas, el intercambio de GDP por GTP en Rap1b está catalizado por varias 

proteínas GEF, de las cuales la más relevante a nivel funcional es CalDAG-GEFI (Eto et 

al., 2002; Crittenden et al., 2004; Cifuni et al., 2008; Stefanini et al., 2009). 

Adicionalmente, diferentes estudios han demostrado la participación de otros GEFs en la 
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activación de Rap1, incluyendo CalDAG-GEFIII y PDZ-GEF1 en humanos, y C3G en ratón  

(Schultess et al., 2005; Gutiérrez-Herrero et al., 2012; Benz et al., 2016). 

Rap1b participa en la respuesta desencadenada por la mayoría de los agonistas 

solubles plaquetarios como ADP, epinefrina y trombina, tras la activación de sus 

correspondientes receptores acoplados a proteínas G (GPCR) (Figura I12)  

(Chrzanowska-Wodnicka et al., 2005; Li et al., 2010).  

 

Figura I12. Rutas de activación de Rap1 en plaquetas. El tratamiento de las plaquetas con diferentes 

agonistas como ADP, trombina o TXA2, puede producir la activación de Rap1 (verde) mediante rutas 
dependientes de Ca

2+
 y de la activación de CalDAG-GEFI (azul). Paralelamente, Rap1 también puede ser 

activado a través de rutas independiente de Ca
2+

, mediadas por  PKC y C3G (naranja), o por PI3K (rojo). La 
activación de Rap1 desencadena diferentes funciones plaquetarias como la síntesis de TXA2 y la secreción de 
los gránulos (rojo), o la activación de la integrina αIIbβ3 (morado). 
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La mayoría de los agonistas plaquetarios producen la activación de Rap1b a 

través de rutas que involucran a CalDAG-GEFI, que es dependiente tanto del incremento 

en el Ca2+ intracelular, como de la producción de diacilglicerol (DAG), generados por la 

activación de la fosfolipasa C (PLC) (Shattil & Newman, 2004; Li et al., 2010). No 

obstante, Rap1b también puede ser activada por trombina a través de mecanismos 

independientes de Ca2+ que implican la activación de las rutas de PKC-C3G y PI3K 

(Crittenden et al., 2004; Cifuni et al., 2008; Stefanini et al., 2009; Gutiérrez-Herrero et al., 

2012; Benz et al., 2016).  

La activación de Rap1b desencadena diferentes funciones en la plaqueta. Por una 

parte, estimula la síntesis y liberación de TXA2 (Stefanini et al., 2009), lo cual promueve la 

amplificación de la señal de activación plaquetaria. Por otra parte, promueve la secreción 

de los gránulos plaquetarios (Stefanini et al., 2009; 2012), lo cual amplifica la activación 

de las plaquetas en un proceso mediado por ADP, además de producir la liberación 

concomitante de cientos de moléculas con funciones muy diferentes. Adicionalmente, 

Rap1b tiene un papel importante en las funciones de adhesión, agregación y extensión 

plaquetaria, a través de la activación de la integrina αIIbβ3 (Crittenden et al., 2004; 

Chrzanowska-Wodnicka et al., 2005; Cifuni et al., 2008; Stefanini et al., 2009; Gutiérrez-

Herrero et al., 2012), en un proceso mediado por su interacción con RIAM (Rap-1 

interacting adaptor molecule), talina y kindlina (Lafuente et al., 2004; Watanabe et al., 

2008; Harburger et al., 2009). 

La expresión de C3G ha sido detectada a nivel de RNA y proteína tanto en 

plaquetas humanas (Rowley et al., 2011; Burkhart et al., 2012) como de ratón (Rowley et 

al., 2011; Zeiler et al., 2014). Además, nuestro grupo ha descrito, por primera vez, la 

participación de esta molécula en las rutas de activación plaquetaria independientes de 

Ca2+ (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). Para ello hemos utilizado ratones transgénicos en 

los cuales el gen C3G humano, así como el mutante C3GΔCat (con una deleción del 

dominio catalítico GEF), se expresan bajo el control del promotor del gen PF4, específico 

de megacariocitos y plaquetas. Nuestros resultados muestran un papel relevante de C3G 

en la hemostasia. Así, los ratones transgénicos para C3G (TgC3G) muestran tiempos de 

sangrado significativamente menores que los de sus hermanos silvestres (WtC3G). Por el 

contrario, los ratones transgénicos para C3GΔCat (TgC3GΔCat), mostraron tiempos de 

sangrado significativamente mayores que los de sus controles (WtC3GΔCat). Estos 

resultados están apoyados por estudios, tanto de activación plaquetaria como de 

agregación, que muestran una mayor activación de las plaquetas TgC3G, en comparación 
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con plaquetas silvestres, en respuesta a trombina, PMA, ADP y colágeno. Por el contrario, 

las plaquetas procedentes de animales TgC3GΔCat mostraron una menor activación que 

las de hermanos silvestres, lo que implica que el efecto de C3G está mediado por Rap1. 

Esta misma tendencia se encontró al evaluar el porcentaje de plaquetas con exposición 

de P-selectina en su superficie (marcador de secreción granular), tras la activación, 

sugiriendo un papel de C3G en la regulación de la liberación de los gránulos plaquetarios. 

Finalmente, también determinamos que C3G es el GEF de Rap1 responsable de su 

activación a través de PKC, una de las rutas plaquetarias inducidas por trombina 

(Gutiérrez-Herrero et al., 2012). 

Basándonos en las evidencias descritas anteriormente, como la mayor activación 

de las plaquetas TgC3G y la mayor expresión de P-selectina en su superficie, C3G podría 

tener un papel modulador de la secreción plaquetaria. 
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Objetivo general 

 

Estudiar el papel de C3G en la regulación de la liberación de factores plaquetarios, con 

énfasis en los factores que regulan la angiogénesis, y su implicación en el crecimiento y la 

metástasis tumoral. 

 

Objetivos específicos 

 

Evaluar in vitro el papel regulador de C3G en la liberación de factores angiogénicos por 

plaquetas activadas. 

 

Analizar in vivo el papel regulador del C3G plaquetario en la angiogénesis y la metástasis 

tumoral. 

 

Profundizar en los mecanismos moleculares involucrados en la regulación mediada por 

C3G de la secreción plaquetaria de factores angiogénicos. 
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Modelos animales 

Las líneas de ratones transgénicos utilizadas fueron generadas como se describe 

en Gutiérrez-Herrero et al., (2012). Se utilizaron dos líneas de ratones transgénicos para 

el gen humano C3G (2C1 y 6A6) y una línea de transgénicos para C3GΔCat (8A3). La 

expresión de ambos transgenes es exclusiva de megacariocitos y plaquetas, ya que su 

transcripción está regulada por el promotor del gen PF4. En todos los experimentos se 

utilizaron ratones machos de 12-16 semanas de edad.  

Líneas celulares y condiciones de cultivo 

En la Tabla M1 se especifican las líneas celulares utilizadas en este trabajo, así 

como las condiciones de cultivo usadas para cada una de ellas. 

Tabla M1. Líneas celulares y condiciones de cultivo 

Línea celular Organismo Tejido Medio de cultivo 

HUVEC Homo sapiens Vena umbilical (endotelio vascular) EGM™-2 BulletKit™ (Lonza) 

3LL Mus musculus Pulmón (carcinoma de Lewis) DMEM 

B16F10 Mus musculus Piel (melanoma) RPMI 

K562 Homo sapiens 
Médula ósea (leucemia mieloide 

crónica) 
DMEM 

HEK293T Homo sapiens Riñón (embrionario) DMEM 

 

El medio DMEM (Dulbecco´s modified Eagle´s medium) fue suplementado con 

FBS (suero fetal bovino) al 10%, penicilina/estreptomicina 100 U/mL y L-glutamina 2 mM. 

Las células fueron cultivadas en un incubador a 37ºC en atmósfera húmeda de 95% aire y 

5% CO2. Las células adherentes (HUVEC, 3LL y B16F10) fueron despegadas mediante el 

uso de Tripsina-EDTA. El número de células a utilizar en cada experimento fue 

determinado mediante tinción con azul de tripán en una cámara de Neubauer. El 

congelamiento y almacenamiento de las células en nitrógeno líquido, se realizó en medio 

completo suplementado con DMSO al 5%. 

Anticuerpos 

 En la Tabla M2 se detallan los anticuerpos primarios empleados en los diferentes 

métodos de este trabajo, así como sus características principales y las diluciones de 

trabajo utilizadas en cada caso. 
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Tabla M2. Anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia (IF), Western blot (WB), inmunoprecipitación  

                 (IP) e inmunohistoquímica (IHC) 

Anticuerpo Isotipo Casa Comercial Dilución 

β-actin (AC-15) Ratón Sigma-Aldrich (A5441) 1:1500 (WB) 

bFGF Conejo Abcam (ab8880) 1:100 (IF) 

β-tubulin (2-28-33) Ratón Sigma-Aldrich (T5293) 1:1000 (WB) 

C3G (1008-4) Conejo Guerrero et al. (1998) 1:50 (IF) 

C3G (C-19) Conejo Santa Cruz Biotechnology (sc-869) 1:1000 (WB), 1:50 (IP) 

C3G (H-300) Conejo Santa Cruz Biotechnology (sc-15359) 1:1000 (WB), 1:50 (IP) 

CD31 Conejo Abcam (ab28364) 1:25 (IHC) 

CD31 Rata BD Pharmingen (550274) 1:20 (IF) 

Endostatin Conejo Thermo Scientific (PA1-601) 1:100 (IF) 

GFP (B-2) Ratón Santa Cruz Biotechnology (sc-9996) 1:1000 (WB) 

HA.11 (16B12) Ratón Covance (MMS-101R) 1:150 (IP) 

Integrin αIIb Ratón Santa Cruz Biotechnology (sc-166599) 1:1000 (WB) 

Oregon Green® 514 Phalloidin ― Thermo Scientific (O7465) 1:150 (IF) 

P-selectin (C-20) Cabra Santa Cruz Biotechnology (sc-6941) 1:100 (IHC) 

SYBL1 (158.2) (VAMP7) Ratón Abcam (ab36195) 1:25 (IF) 

Thrombospondin (A6.1) Ratón Thermo Scientific (MA5-13398) 1:200 (IF), 1:1000 (WB) 

TI-VAMP (H-55) Conejo Santa Cruz Biotechnology (sc-67060) 1:500 (WB), 1:50 (IP)  

VEGF (VG-1) Ratón Abcam (ab1316) 1:200 (IF), 1:500 (WB) 

 

La Tabla M3 muestra los diferentes anticuerpos secundarios empleados, así como 

sus características principales y las diluciones de trabajo utilizadas en cada caso. 

Tabla M3. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunofluorescencia (IF) y Western blot (WB) 

Anticuerpo Isotipo Casa Comercial Dilución 

Goat anti-mouse IgG, DyLight 680 Cabra Thermo Scientific (35518) 1:5000 (WB) 

Goat anti-rabbit IgG, DyLight 680 Cabra Thermo Scientific (35568) 1:5000 (WB) 

Anti-rabbit Cy3 IgG (H+L) Cabra Abcam (ab6939) 1:50 (IF) 

Anti-mouse Cy5 IgG (H+L) Burro Jackson Immunoresearch (715-175-150) 1:50 (IF) 

Anti-rat Cy5 IgG (H+L) Burro Jackson Immunoresearch (712-175-150) 1:100 (IF) 

 

Aislamiento de plaquetas de ratón 

Los ratones fueron anestesiados utilizando Isoflurano al 2% y se extrajeron 600-

1000 μL de sangre de cada uno, a través de punción cardiaca. La sangre fue recolectada 
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en tubos conteniendo una solución de citrato trisódico como anticoagulante (Sarstedt®) y 

centrifugada a 150g durante 8 min. Los sobrenadantes se trasvasaron a nuevos tubos 

Eppendorf y se centrifugaron a 150g durante 8 min. Los sobrenadantes conteniendo las 

plaquetas fueron trasvasados a un tubo nuevo y centrifugados a 1400g durante 10 min. 

Tras esta centrifugación, los sobrenadantes fueron aspirados y descartados, mientras que 

los botones plaquetarios fueron resuspendidos en 400 μL de tampón Tyrode’s (NaCl 130 

mM, citrato trisódico 10 mM, NaHCO3 9 mM, dextrosa 6 mM, MgCl2 0,9 mM, KH2PO4 

0,81 mM, Tris 10 mM, pH 7,4) antes de centrifugar una última vez a 1400g durante 10 

min. Finalmente, los sobrenadantes fueron descartados y los botones plaquetarios 

resuspendidos en tampón Tyrode’s. 

Activación plaquetaria 

Las plaquetas aisladas de ratones del mismo genotipo (6 ratones para análisis del 

secretoma y del contenido plaquetario; 4 ratones para inmunofluorescencia y co-

inmunoprecipitación) fueron recolectadas en una única suspensión ajustada a 400 μL con 

tampón Tyrode’s. La suspensión fue suplementada con cloruro de calcio 2 mM y separada 

en dos tubos conteniendo 200 μL cada uno. Las plaquetas fueron activadas en 

condiciones de agitación (1100 rpm) con trombina 0,2 U/mL o ADP 25 μM, durante 5 min 

a 37ºC, en un Eppendorf ThermoMixer®. La reacción fue detenida colocando los tubos en 

hielo, o por la adición de un volumen de formaldehído 4% en el caso de los análisis de 

microscopía confocal. 

Aislamiento del secretoma, restos citosólicos y membranas plaquetarias 

Las plaquetas activadas fueron centrifugadas a 2500g durante 10 min a 4ºC para 

aislar el secretoma plaquetario, el cual fue almacenado a -80ºC hasta su uso posterior. 

Por otra parte, el pellet de plaquetas fue destinado al análisis por Western blot del 

contenido citosólico y de la fracción de membranas. Para ello, se realizó una lisis con 

tampón RIPA modificado (2X: Tris 100 mM pH= 7.5, NaCl 400 mM, MgCl2 5 mM, Igepal 

2%, Glicerol 20%, PMSF 1mM y cOmplete® (Roche) diluido 1/25 a partir del stock). 

Posteriormente, se centrifugaron los lisados a 16000g durante 10 min a 4ºC. Los 

sobrenadantes fueron separados y considerados como el contenido citosólico remanente 

tras la activación. Los pellets fueron considerados como la fracción de membrana de las 

plaquetas activadas y se prepararon agregando directamente tampón Laemmli (2X: Tris-

HCl 125mM, pH 6,8, SDS 4%, glicerol 55%, β-mercaptoetanol 2%, azul de bromofenol 
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0,02%; 4X: Tris-HCl 250mM, pH 6,8, SDS 8%, glicerol 40%, β-mercaptoetanol 4%, azul de 

bromofenol 0,04%) para su análisis posterior por Western blot. 

Análisis proteómico del secretoma plaquetario  

Para la evaluación del perfil proteico general del secretoma plaquetario por SDS-

PAGE, los secretomas aislados fueron ultracentrifugados a 50000 r.p.m. durante 1 hora a 

4ºC utilizando un rotor 100.3 TLA (Beckman Optima®), con la finalidad de remover las 

microvesículas. La pureza del secretoma fue confirmada por la ausencia de la integrina 

αIIb, específica de membranas plaquetarias. Las proteínas en el secretoma purificado 

fueron concentradas mediante la utilización de filtros Amicon-Ultracel®-3K, los cuales 

permiten concentrar todas aquellas proteínas con un tamaño mayor a 3 kDa. Para ello, las 

muestras fueron colocadas en los filtros y se centrifugaron a 3200g por 50 min a 4°C. En 

todos los casos, el volumen final de muestra concentrada fue de 100 µL 

aproximadamente. Posteriormente, se separaron electroforéticamente 20 µg de proteína 

de cada secretoma concentrado en un gel de poliacrilamida preparativo (16 x 14 cm) en 

gradiente de 6 a 15%. Las bandas resultantes fueron visualizadas mediante tinción de 

plata compatible con análisis de espectrometría de masas (Chevallet et al., 2006). 

Paralelamente, se realizó un análisis proteómico de muestra completa en el cual 

los secretomas plaquetarios aislados fueron analizados de manera íntegra, sin haberlos 

concentrado previamente. Las proteínas en la muestra completa fueron digeridas con 

tripsina de acuerdo a procedimientos estándar y analizadas por cromatografía líquida 

acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), utilizando un sistema nano-

UPLC (nanoAcquity, Waters Corp., Milford/MA, USA) acoplado a un espectrómetro de 

masas LTQ-Velos-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, San Jose/CA, USA). El algoritmo de 

búsqueda MASCOT fue utilizado para el análisis de los espectros adquiridos, mediante el 

uso del software Proteome Discoverer (Thermo Scientific – v.1.4.1.14) contra una base de 

datos proteómicos de ratón (AUP000000589) descargada de UniProt en Diciembre del 

2015. La validación de los péptidos se realizó a través del uso del algoritmo Percolator 

(Käll et al., 2007). Se consideraron sólo las proteínas con más de dos péptidos diferentes 

detectados. La suma del número de péptidos detectado para cada proteína (PSM – 

Peptide Spectrum Matches) fue utilizada como medida cuantitativa de la abundancia de 

cada una de ellas (Liu et al., 2012).  
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La tinción con plata y el análisis de las proteínas por LC-MS/MS fueron realizados 

en el Servicio de Proteómica del Centro de Investigación del Cáncer, Salamanca.  

Microscopía electrónica de transmisión 

Las plaquetas fueron aisladas y fijadas con una mezcla de glutaraldehído 2% y 

paraformaldehído 1,6%, en tampón fosfato 0,1M pH 7,4, durante 30 minutos. 

Posteriormente, se lavaron y fueron incluidas en agarosa 2% preparada en H2Od. Los 

bloques fueron seccionados en cuatro pedazos, incubados en la solución de fijación 

durante 30 minutos y lavados, antes de ser procesados para su análisis por microscopía 

electrónica. Este análisis se llevó a cabo en el Servicio de Microscopía de la Universidad 

de Salamanca, mediante el uso de un microscopio electrónico de transmisión Tecnai Spirit 

Twin 120 kv, de acuerdo a procedimientos estándar.  

Microscopía confocal de inmunofluorescencia 

Análisis de la secreción plaquetaria: 

Las plaquetas fueron aisladas y activadas con trombina o ADP, como se describe 

anteriormente. Tras detener la reacción de activación mediante la adición de un volumen 

de paraformaldehído 4%, las plaquetas se fijaron incubando 15 minutos en esta solución a 

temperatura ambiente. Las suspensiones de plaquetas fijadas se aplicaron a cubreobjetos 

redondos de 12 mm de diámetro recubiertos con poli-L-lisina, y se dejaron asentar 

durante 50 minutos. Posteriormente, se retiraron las plaquetas no adheridas mediante 

aspiración y se lavaron los cubreobjetos con PBS.  

Análisis de la extensión plaquetaria sobre sustrato: 

Las plaquetas fueron aisladas como se describe anteriormente, y se 

resuspendieron en 500 µL de tampón Tyrode´s. Posteriormente, se activaron 150 µL de 

esta suspensión con trombina 0,2 U/mL y se aplicaron inmediatamente a cubreobjetos 

redondos de 12 mm de diámetro recubiertos con poli-L-lisina. Las plaquetas fueron 

incubadas a 37ºC durante 30 minutos para permitir su adhesión y extensión sobre el 

sustrato. Las plaquetas no adheridas fueron retiradas mediante aspiración, y las plaquetas 

extendidas se fijaron con paraformaldehído 4% durante 15 minutos. Tras la fijación, los 

cubreobjetos fueron lavados con PBS.  
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En ambos casos, las plaquetas adheridas a los cubreobjetos fueron 

permeabilizadas, mediante la incubación con Tritón-X-100 0,2% durante 5 minutos. Las 

plaquetas permeabilizadas se lavaron con PBS y se bloquearon con albúmina sérica 

bovina (BSA) al 1% en PBS durante toda la noche. Posteriormente, se incubaron con los 

anticuerpos primarios o con Phalloidin-Oregon Green® 514 (Tabla M2) durante dos horas 

en la misma solución. Las plaquetas incubadas con anticuerpos primarios fueron lavadas 

con PBS e incubadas con los anticuerpos secundarios (Tabla M3) durante una hora. 

Finalmente, todos los cubreobjetos fueron lavados con PBS y agua destilada antes de ser 

montados con una solución de Mowiol (Sigma) para su visualización. Esta fue realizada 

mediante un sistema de microscopía confocal Zeiss LSM515 utilizando el objetivo de 

inmersión 100x/1,4 Oil Plan-ApoChromat Ph1 y un zoom óptico adicional de 2,5x. La 

cuantificación de las señales de fluorescencia y la determinación del área de las plaquetas 

extendidas se realizó utilizando el software para análisis de imágenes ImageJ 1.48v 

(National Institutes of Health, USA). Del mismo modo, este software fue utilizado para el 

cálculo del coeficiente de correlación de Manders entre las señales de fluorescencia, 

mediante el plugin JACoP (Bolte and Cordelières, 2006; Dunn et al., 2011; Peters et al., 

2012). 

Ensayo de formación de capilares in vitro  

La capacidad angiogénica de los secretomas se estudió mediante el análisis de la 

inducción de la formación de capilares sobre una matriz de Matrigel® in vitro. Para ello, se 

combinaron 33.000 células endoteliales humanas (HUVEC) resuspendidas en medio 

suplementado diluido (1:5 con PBS en un volumen total de 37,5 µL), con 15 µL de cada 

secretoma diluido con PBS en un volumen final de 37,5 µL. Los 75 µL totales de la mezcla 

fueron sembrados sobre la matriz gelificada en placas de 96 pocillos. Las células fueron 

incubadas a 37ºC y CO2 5% para permitir la formación de capilares. La determinación de 

los parámetros indicadores de angiogénesis se realizó cada media hora entre las 2 y 5 

horas mediante el uso de un microscopio invertido de contraste de fases Zeiss Axiovert. 

Los parámetros determinados fueron: el número de ramificaciones (punto de intersección 

de tres o más capilares), largo medio de cada segmento maestro (segmentos delimitados 

por dos ramificaciones) y el área media de cada malla interna (espacios cerrados 

delimitados por segmentos maestros). El análisis de los parámetros mencionados se 

realizó a través del software para análisis de imágenes ImageJ 1.48v (National Institutes 
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of Health, USA). Los datos se representan como el promedio de cada parámetro a lo largo 

de la duración del experimento.  

Modelos singénicos de desarrollo tumoral 

La inducción del crecimiento de tumores heterotópicos de carcinoma de pulmón de 

Lewis fue realizada mediante la inyección de 106 células 3LL en el lomo de los ratones, 

dejándose crecer por 11 días. En el caso de los tumores heterotópicos de melanoma, se 

inyectaron 3,3x105 células B16F10 y se dejaron crecer por 15 días. El tamaño de los 

tumores (largo y ancho) fue medido de manera interdiaria mediante el uso de un calibre. 

Al final del experimento, se sacrificaron los ratones y se pesaron los tumores luego de su 

extracción. Los tumores fueron fijados mediante la incubación en paraformaldehído 4% 

durante toda la noche a temperatura ambiente, antes de ser procesados para su inclusión 

en bloques de parafina. Los estudios histológicos fueron realizados a partir de cortes 

teñidos con hematoxilina/eosina o de cortes analizados mediante inmunohistoquímica. En 

este último caso, se evaluaron los marcadores CD31 (células endoteliales) y P-selectina 

(plaquetas), incubando con los anticuerpos primarios según se describe en la Tabla M2. 

Las tinciones de la inmunohistoquímica fueron realizadas con el sistema automatizado 

Discovery (Roche). Los revelados se realizaron mediante el uso del Chromo Map Kit 

(Roche) o del Chromo Map Kit + Purple (Roche).  

La inclusión en bloques de parafina de los tejidos fijados, así como los cortes y 

tinciones histoquímicas se realizaron en el Servicio de Patología Molecular Comparada 

del Centro de Investigación del Cáncer, Salamanca.  

Modelo de metástasis pulmonar 

El establecimiento de metástasis pulmonares de células B16F10 fue inducido 

mediante la inyección de 2,5 x 105 células en 100 µL de PBS, a través de la vena lateral 

de la cola de los ratones (Erpenbeck et al., 2010). A los 15 días, se extrajeron los 

pulmones y se cuantificaron las metástasis superficiales. Posteriormente, los pulmones 

fueron fijados en paraformaldehído 4% para su posterior análisis histoquímico mediante 

tinciones de hematoxilina/eosina de cortes del tejido incluido en parafina.   
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Modelo de angiogénesis in vivo por inducción con oxazolona 

Los ratones fueron afeitados en su región abdominal y se pre-sensibilizaron  

mediante la aplicación tópica de oxazolona (Sigma) al 2% en una mezcla de acetona y 

aceite de máiz (4:1). Tras seis días, se indujo la hipersensibilidad por contacto mediante la 

aplicación tópica de oxazolona 1% en la mezcla descrita, en una oreja de cada animal. El 

grosor de la oreja tratada fue cuantificado utilizando un calibre milimetrado a las 0, 24 y 48 

horas posteriores al tratamiento. Los animales se procesaron a las 48 horas y las orejas 

tratadas fueron disecadas y fijadas en paraformaldehído 4% para su posterior análisis 

histoquímico mediante tinciones de hematoxilina/eosina de cortes del tejido incluido en 

parafina.   

Ensayo de angiogénesis in vivo en botones de Matrigel 

 El Matrigel utilizado fue suplementado con bFGF (Peprotech #450-33) 1 mg/mL y 

se inyectaron 300 µL en la región abdominal de los ratones. Tras 7 días, los ratones se 

sacrificaron y se extrajeron los botones de Matrigel. Estos fueron fijados en 

pararformaldehído 4% durante 4 horas, para luego ser lavados en PBS, crioprotegidos en 

soluciones de sacarosa 15% y 30%, embebidos en OCT (medio para cortes congelados) y 

congelados en isopentano enfriado con nitrógeno líquido. Se realizaron criosecciones del 

tejido de 10 µm de grosor y se almacenaron a -20ºC hasta su uso. Las criosecciones 

fueron rehidratadas con Tris-PBS (TPBS) y bloquedas con una solución de suero de oveja 

16%, BSA 1% y Tritón-X-100 0,1% en TPBS (SBT). El análisis por inmunofluorescencia 

se realizó incubando las secciones con el anticuerpo primario contra CD31 (Tabla M2) en 

SBT toda la noche a 4ºC, lavando con PBS, e incubando con el anticuerpo secundario 

(Tabla M3) durante 1 hora a temperatura ambiente. Los núcleos fueron teñidos con DAPI 

(Sigma). Las imágenes se capturaron en un microscopio confocal Leica SP5. 

Construcciones de VAMP7 y clonación  

El cDNA de la region citosólica completa del VAMP7 humano (aa 1-188) y de sus 

dominios longina (aa 1-120) y SNARE (aa 121-188) fueron obtenidos a partir del clon 

pEGF-VAMP7 (1-220) (Addgene #42316). Cada región fue definida según lo reportado 

previamente por Martínez-Arca y col. (2000). Los primers utilizados para la amplificación 

de cada fragmento se especifican en la Tabla M4 y están basados en (Schäfer et al., 

2012).  
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Tabla M4. Primers utilizados para la clonación de las construcciones de VAMP-7  

hVAMP7 – F001 – EcoRI 5’  –TGA  GAA  TTC  ATG  GCG  ATT  CTT  TTT  GCT  GTT  G-  3’ 

                     EcoRI       

hVAMP7 – F121 – EcoRI 5’  –TGA  GAA  TTC  ATG  AAG  GGC  CTA  GAC  AAA  GTG  ATG-   3’  

                     EcoRI      

hVAMP7 – R120 – XbaI 5’  –GC  GGC  CGC  TCT  AGA  CTA  ATT  CTC  AGA  GTG  ATG  CTT  CAG–  3’ 

                 NotI                 XbaI     STOP    

hVAMP7 – R188 – XbaI 5’  –GC  GGC  CGC  TCT  AGA  CTA  CTT  GAG  GTT  CTT  CAT  ACA  CAT  G–  3’ 

                 NotI                 XbaI     STOP          

 

Las construcciones fueron clonadas en un plásmido derivado del vector de 

expresión mamífero pcDNA3, proporcionado por el Dr. J.M. Pereda (IBMCC, Salamanca), 

y denominado pcDNA3-CFP-C4 (Figura M1). Este vector incluye la secuencia para la 

proteína fluorescente cian (CFP – cyan fluorescent protein) y permite crear proteínas de 

fusión etiquetadas en su extremo N-terminal. Además, incluye un linker flexible compuesto 

por cinco repeticiones de glicina-serina entre la CFP y la proteína fusionada, lo que 

permite la disminución de interferencias estéricas no deseadas. La clonación dentro de 

este plásmido se realizó mediante el uso de los sitios EcoRI y XbaI, que fueron insertados 

en las secuencias de nuestras construcciones a través de los primers indicados 

anteriormente.  

La construcción de C3G etiquetada con HA en su extremo N-terminal, contenida 

en el vector de expresión derivado de pCEFL-HA (Chiariello et al., 2000), fue 

proporcionada por el Dr. J.M. Pereda (IBMCC, Salamanca). El diseño y construcción de 

esta proteína de fusión ha sido descrito previamente (Gómez, 2014). Por otra parte, el 

diseño y construcción de C3GΔCat clonada en el vector de expresión pLTR2, se ha 

descrito previamente (Guerrero et al., 1998).  

El DNA recombinante fue mantenido en la cepa DH5α de E. coli. Las bacterias se 

cultivaron en placas de agar LB (Luria Bertani) o en medio líquido LB o 2xYT. En todos los 

casos, la selección por antibióticos fue mantenida añadiendo ampicilina (100 mg/L) al 

medio. El DNA recombinante fue purificado de los cultivos bacterianos mediante el uso de 

los kits GeneJET® Plasmid Miniprep o Maxiprep, de acuerdo a las especificaciones del 

fabricante. 
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Figura M1. Vector de expresión mamífero pcDNA3-CFP-C4. Esquema representativo de la disposición de 
las secuencias de la proteína CFP, del linker flexible y del sitio de clonación múltiple en el vector. 

 

Transfección transitoria 

Las transfecciones se realizaron en células HEK293T al 50% de confluencia, en 

placas de 10 cm de diámetro. Estas co-transfecciones consistieron en la introducción de 

la construcción de C3G o C3GΔCat, en conjunto con cada una de las construcciones de 

VAMP7 indicadas anteriormente. Para ello, se incorporaron al medio de cultivo 500 µL de 

NaCl 150 mM conteniendo 10 µL de polietilenimina (PEI) y 2,5 µg de cDNA de cada una 

de las dos construcciones co-transfectadas. Las células se dejaron incubar por 48 horas, 

y posteriormente fueron lisadas para llevar a cabo la co-inmunoprecipitación, tal como se 

describe en la siguiente sección. 

Co-inmunoprecipitación 

Plaquetas activadas:  

Las plaquetas fueron aisladas y activadas como se describió anteriormente. 

Posteriormente, las plaquetas fueron centrifugadas a 1400g durante 10 min a 4ºC. Los 

pellets de plaquetas fueron lisados en 500 µL de tampón RIPA (1X: Tris 20 mM pH= 7.5, 

NaCl 150 mM, Triton-X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,1%, SDS 0,1%, PMSF 1mM, NaF 

5 mM, Na3VO4 1 mM y cOmplete® (Roche) 1X). Los lisados fueron aclarados 
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centrifugando a 16000g durante 10 min a 4ºC, y posteriormente se incubaron con el 

anticuerpo primario (Tabla M2) durante 2 horas a 4ºC en rotación. 

Líneas celulares: 

Las células K562 fueron activadas con PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate) 

20 nM durante 10 min. Posteriormente, fueron lavadas con PBS y lisadas en 500 µL de 

tampón RIPA. Las células HEK293T fueron transfectadas como se describe 

anteriormente, y a las 48 horas fueron lavadas con PBS y lisadas en 500 µL de tampón 

RIPA. La proteína fue cuantificada (ver a continuación) y se incubaron 300-500 µg (K562) 

o 1000 µg (HEK293T) de proteína de cada lisado con el anticuerpo primario (Tabla M2) 

durante 2 horas a 4ºC en rotación. 

En todos los casos, una vez finalizada la incubación con el anticuerpo primario, se 

añadieron 100 µL de resina proteína G-agarosa 4 RapidRun® (ABT) (40 µL originales 

lavados con tampón RIPA 3 veces y resuspendidos en 100 µL finales) y se dejó incubar 1 

hora adicional bajo las mismas condiciones. Posteriormente, se purificaron los complejos 

mediante una centrifugación a 250g durante 1,5 minutos a 4ºC, y realizando 3 lavados con 

tampón RIPA mediante centrifugaciones adicionales bajo las mismas condiciones. 

Finalmente, las proteínas inmunoprecipitadas se prepararon para su análisis posterior por 

Western blot, agregando directamente 20 µL de tampón Laemmli 2X a la resina lavada. 

Cuantificación de proteínas, SDS-PAGE y Western blot 

La concentración de proteína en los secretomas fue cuantificada mediante el uso 

del protocolo de cuantificación de proteínas (absorbancia a 280 nm) del sistema 

NanoDrop2000 (Thermo Scientific). La concentración de proteínas en los lisados celulares 

y en los secretomas concentrados fue cuantificada utilizando el método de Bradford 

(1976). Cantidades específicas de proteínas fueron mezcladas con tampón Laemmli y 

hervidas a 95ºC durante 5 minutos. La separación de las proteínas fue realizada mediante 

electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), para luego ser transferidas a 

membranas Immobilon-P (Millipore) y analizadas por Western blot, de acuerdo a 

procedimientos estándar. Los anticuerpos primarios utilizados se muestran en la Tabla 

M2, mientras que los anticuerpos secundarios se pueden observar en la Tabla M3. La 

inmunoreactividad fue detectada mediante el sistema de imagen Oddysey (Li-COR, Inc.). 
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Análisis estadístico 

Los análisis fueron realizados en el programa IBM SPSS Statistics 23.0.0.0v (IBM 

Corporation, USA). La normalidad de los conjuntos de datos fue verificada mediante la 

prueba Kolmogorov-Smirnov. La homogeneidad de las varianzas fue verificada mediante 

la prueba de Levene. Las diferencias entre las medias de diferentes grupos se 

determinaron mediante la prueba t de student. Los resultados están representados como 

la media ± s.e.m. (error estándar de la media). En todos los casos, se consideraron que 

las diferencias fueron estadísticamente significativas cuando la p<0,05.  
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Función reguladora de C3G en la liberación de factores angiogénicos por 

plaquetas activadas 

 En la sección inicial de este trabajo, evaluamos la función de C3G en la regulación 

de la secreción de factores por plaquetas activadas, con especial énfasis en las proteínas 

moduladoras de la angiogénesis. Con esta finalidad, realizamos un análisis proteómico y 

evaluamos los cambios a nivel general en la secreción de diferentes factores. 

Posteriormente, estudiamos de manera específica, a través de microscopía confocal de 

inmunofluorescencia, la liberación de factores pro- y anti-angiogénicos específicos. 

Finalmente, analizamos la capacidad angiogénica general de los secretomas plaquetarios 

aislados mediante un ensayo de angiogénesis in vitro. 

La liberación de factores anti-angiogénicos se encuentra disminuida en plaquetas 

TgC3G y TgC3GΔCat activadas con trombina o ADP 

 Previamente, se ha demostrado que C3G tiene un papel importante en la función 

plaquetaria, a través de su función en la ruta PKC-C3G-Rap1b. Entre los efectos del C3G 

plaquetario se encuentra que promueve la liberación de los gránulos-α, según se ha 

evidenciado por el incremento de P-selectina en la superficie plaquetaria tras su 

activación (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). Para profundizar en el estudio sobre el efecto 

que el C3G plaquetario tiene en la secreción de los gránulos-α y la liberación de su 

contenido, realizamos un análisis proteómico de secretomas aislados de plaquetas de 

nuestros ratones transgénicos (TgC3G y TgC3GΔCat) y sus respectivos controles 

silvestres (WtC3G y WtC3GΔCat), activadas con trombina o ADP. 

 En primer lugar, se estandarizó el método para el aislamiento del secretoma de las 

plaquetas de ratón, basándonos en el trabajo realizado por Coppinger et al. (2004). En la 

Figura R1 se puede apreciar que los secretomas purificados se encuentran aislados de 

restos plaquetarios y otros fragmentos de membrana, según se evidencia por la ausencia 

de la subunidad αIIb de la integrina plaquetaria, que es utilizada como marcador de 

membranas de plaquetas.  

Las concentraciones de proteína determinadas en los secretomas se muestran en 

la Tabla R1. En todos los casos, la concentración se encontró en el mismo orden de 

magnitud, y no se observaron grandes diferencias entre genotipos. Sin embargo, se 

encontraron diferencias en la cantidad de proteína secretada en respuesta a los distintos 
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agonistas, donde la trombina promovió la liberación de una mayor cantidad de proteína en 

todos los genotipos, con respecto al ADP. 

 

Figura R1. Análisis de la pureza de los secretomas plaquetarios aislados. Determinación por Western 
blot de la expresión de la subunidad αIIb de la integrina plaquetaria en lisados y en los secretomas aislados de 
plaquetas activadas con trombina 0,2 U/mL (Th+). La expresión de β-actina fue utilizada como control de 
carga. 

 

 El análisis por microscopía electrónica de transmisión de plaquetas de cada 

genotipo en reposo demostró la existencia de variaciones en la cantidad de los gránulos 

contenidos en ellas. En este sentido, se encontró que la abundancia de plaquetas con un 

contenido de gránulos mayor que tres por sección fue menor en el genotipo TgC3G, con 

respecto al control WtC3G. En contraste, el genotipo TgC3GΔCat presentó un número 

mayor de plaquetas con más de tres gránulos por sección, con respecto a su control 

silvestre (Tabla R1 y Figura R2).     

Tabla R1. Concentración de proteína secretada por plaquetas activadas y abundancia de gránulos 
en plaquetas de ratón en reposo. 

Genotipo 
Proteína secretada (µg/µL) 

Abundancia de gránulos por 
plaqueta (%) 

Activación con trombina Activación con ADP 0 - 3 gránulos > 3 gránulos 

WtC3G 0,50 0,24 47,32 52,68 

TgC3G 0,43 0,19 63,82 36,18 

WtC3GΔCat 0,47 0,25 64,29 35,71 

TgC3GΔCat 0,45 0,28 53,22 46,78 

La concentración de proteína fue determinada en los secretomas de plaquetas aisladas a partir de 6 ratones 
de cada genotipo, activadas con trombina 0,2 U/mL o ADP 25 µM durante 5 min en condiciones de agitación. 
La abundancia de los gránulos en las plaquetas se determinó mediante su cuantificación en 90 - 300 
plaquetas por grupo, a partir de imágenes de microscopía electrónica de transmisión. 
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Figura R2. Abundancia de gránulos en plaquetas de ratón en reposo. Imágenes representativas de 

microscopía electrónica de transmisión mostrando la abundancia de gránulos en plaquetas en reposo, 
correspondientes a cada genotipo de ratón (n=3). Barra: 500 nm. 

  

Para la evaluación del perfil proteico general, se realizó una separación en SDS-

PAGE de las proteínas contenidas en los secretomas de plaquetas de cada genotipo 

activadas con trombina. Los secretomas se concentraron previamente, por lo que las 

proteínas con masa molecular menor a 3 kDa no fueron detectadas. En la Figura R3, se 

muestran los diferentes perfiles proteicos, observándose que existen diferencias 

cualitativas (diferente número de bandas) y cuantitativas (diferente intensidad de las 

bandas) entre los diferentes genotipos. Las diferencias más evidentes las presenta el 

secretoma de las plaquetas TgC3G, en el cual se aprecia un mayor número de bandas, 

así como bandas más intensas, en comparación con el resto de los grupos. En el 

secretoma de plaquetas TgC3GΔCat también se aprecian diferencias, aunque más 
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discretas, en número de bandas e intensidad de éstas, con respecto al control 

WtC3GΔCat. Estos resultados nos condujeron a realizar un estudio más detallado, para lo 

cual llevamos a cabo un análisis proteómico de muestra completa por cromatografía 

liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). 

Este método no requería una concentración previa de los secretomas, por lo que ofrecía 

la oportunidad de evaluar el rango completo de proteínas, y además, obtener datos 

cuantitativos de la abundancia relativa de cada proteína en la muestra (#PSM – peptide 

spectrum matches – Liu et al., 2012). 

 

Figura R3. Perfil proteico general del secretoma de plaquetas activadas con trombina. SDS-PAGE en 

gradiente (6-15%) de 20 µg del secretoma plaquetario de los diferentes genotipos de ratón, producido por la 
activación con trombina 0,2 U/mL. Las proteínas fueron visualizadas por tinción de plata. MM: masa 
molecular. 

 

 Las Tablas R2 y R3 detallan las 20 proteínas más abundantes encontradas en el 

secretoma de las plaquetas activadas con trombina o ADP, respectivamente. En ambos 

casos, se encontraron proteínas secretadas involucradas en diferentes procesos 

fisiológicos a nivel cardiovascular. Entre ellas destacan proteínas como el fibrinógeno, 

involucrado en la coagulación sanguínea, el plasminógeno en la fibrinolisis, la 

apolipoproteína A-1 implicada en el transporte de lípidos en sangre, el factor de von 
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Willebrand (vWF) y la trombospondina-1 (TSP-1) en agregación plaquetaria y 

angiogénesis, y proteínas inhibidoras de proteasas como la α-2-macroglobulina o la α-1-

antitripsina 1-3. Por otra parte, la mayoría de las proteínas detectadas en el secretoma 

tras la activación con ambos agonistas, han sido detectadas previamente en estudios 

realizados sobre el secretoma de plaquetas humanas activadas con trombina (Coppinger 

et al., 2004) o TRAP (thrombin receptor activating peptide) (Piersma et al., 2009). 

 

Tabla R2. Proteínas más abundantes presentes en el secretoma de plaquetas activadas con trombina. 

№ Uniprot Proteína 
MM 

[kDa] 

#PSM Detección en 
secretoma 

humano WgC3G TgC3G WtC3GΔCat TgC3GΔCat  

P07724 Albúmina sérica 68.6 603 635 650 790 *     † 

Q80YQ1 Trombospondina-1 129.6 194 151 163 99 *     † 

Q921I1 Serotransferrina 76.6 129 111 127 158 *     † 

Q9Z126 Factor plaquetario 4 11.2 99 85 71 65 *     † 

Q61838 α-2-macroglobulina 165.7 68 41 67 89 *     † 

Q00623 Apolipoproteina A-I 30.5 47 34 42 71 *     † 

A8DUK4 β-globina 15.7 37 - 54 66 *     † 

P60710 Actina, citoplasmática 1 41.7 48 37 59 29 *     † 

P63260 Actina, citoplasmática 2 41.7 47 36 57 29 *     † 

P26039 Talina-1 269.6 47 21 55 31 *     † 

A0A0R4J0I1 MCG1051009  46.6 24 20 54 56 ― 

P01942 Hemoglobina α 15.0 42 26 - 60 *     † 

E9PV24 Fibrinógeno cadena α 87.3 39 18 31 - *     † 

Q91X72 Hemopexina 51.2 28 17 25 23 *     † 

P21614 
Proteína de unión a 

vitamina D 
53.5 21 14 26 26 *     † 

P01027 Complemento C3 186.3 25 6 28 22 * 

E9QPU1 Factor de von Willebrand 308.9 25 12 29 19 *     † 

P20918 Plasminógeno 90.7 22 2 30 22 *     † 

P28665 Murinoglobulina-1 165.1 14 7 26 12 ― 

Q00896 α-1-antitripsina 1-3 45.7 13 14 14 22 *     † 

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada 
proteína en el secretoma (Liu et al., 2012). (*) Ortólogos detectados en secretoma de plaquetas humanas 
activadas con trombina (Coppinger et al., 2004) o (†) activadas con TRAP (thrombin receptor activating 
peptide) (Piersma et al., 2009). (–) Indica que el ortólogo humano no ha sido detectado en secretomas 
plaquetarios hasta la fecha. El análisis fue realizado con 15 µL a partir de 200 µL de secretoma aislados de 
plaquetas de 3 ratones de cada genotipo. MM: masa molecular. 
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Tabla R3. Proteínas más abundantes presentes en el secretoma de plaquetas activadas con ADP. 

№ Uniprot Proteína 
MM 

[kDa] 

#PSM Detección en 
secretoma 

humano WgC3G TgC3G WtC3GΔCat TgC3GΔCat  

P07724 Albúmina sérica 68,6 501 684 616 685 *     † 

Q921I1 Serotransferrina 76,7 110 117 115 120 *     † 

Q61838 α-2-macroglobulina 165,7 81 51 73 58 *     † 

Q80YQ1 Trombospondina-1 129,6 72 62 84 44 *     † 

Q00623 Apolipoproteina A-I 30,6 29 30 47 66 *     † 

P60710 Actina, citoplasmática 1 41,7 48 24 45 29 *     † 

A0A0R4J0I1 MCG1051009 46,6 43 20 43 39 ― 

P63260 Actina, citoplasmática 2 41,8 46 22 43 26 *     † 

P26039 Talina-1 269,7 50 19 37 16 *     † 

P01027 Complemento C3 186,4 42 25 23 19 * 

Q91X72 Hemopexina 51,3 41 24 23 15 *     † 

P21614 
Proteína de unión a 

vitamina D 
53,6 33 26 22 19 *     † 

Q8VDD5 Miosina-9 226,2 38 17 25 7 † 

B7FAU9 Filamina, α 280,3 21 18 18 13 *     † 

Q8K0E8 Fibrinógeno cadena β 54,7 40 7 14 7 *     † 

P20918 Plasminógeno 90,7 30 10 16 11 *     † 

Q00896 α-1-antitripsina 1-3 45,8 14 14 19 16 *     † 

P28665 Murinoglobulina-1 165,2 24 7 17 13 ― 

P17742 
Peptidil-prolil cis-trans 

isomerasa A 
18,0 19 16 17 8 ― 

Q9Z126 Factor plaquetario 4 11,2 12 10 21 17 *     † 

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada 
proteína en el secretoma (Liu et al., 2012). (*) Ortólogos detectados en secretoma de plaquetas humanas 
activadas con trombina (Coppinger et al., 2004) o (†) activadas con TRAP (thrombin receptor activating 
peptide) (Piersma et al., 2009). (–) Indica que el ortólogo humano no ha sido detectado en secretomas 
plaquetarios hasta la fecha. El análisis fue realizado con 15 µL a partir de 200 µL de secretoma aislados de 
plaquetas de 3 ratones de cada genotipo. MM: masa molecular. 

 

En cuanto a las diferencias halladas en la abundancia de las proteínas secretadas, 

resultó interesante encontrar una disminución en la liberación de los factores anti-

angiogénicos TSP-1, vWF y el factor plaquetario 4 (PF4) en los secretomas de las 

plaquetas de ratones TgC3G y TgC3GΔCat, respecto a sus controles, tras la activación 

con trombina (Tabla R2). Resultados similares fueron encontrados en los secretomas de 

plaquetas activadas con ADP, aunque en este caso sólo TSP-1 y PF4 se encontraron 

entre las 20 proteínas más abundantes (Tabla R3). En las tablas suplementarias que se 

encuentran como anexo de este trabajo se pueden observar las 100 proteínas más 

abundantes contenidas en los secretomas de las plaquetas de ratones de cada genotipo, 
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al ser activadas con trombina (Tablas A1 y A2) o ADP (Tablas A3 y A4). En la Tabla A4 se 

observa que la liberación del vWF también se encuentra disminuida en las plaquetas 

TgC3G y TgC3GΔCat tras la activación con ADP. Otros factores anti-angiogénicos como 

la α-1-antitripsina 1-5 y el inhibidor de metaloproteinasa 3, se encontraron también 

disminuidos en el secretoma de plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat activadas con trombina, 

en comparación con sus respectivos controles silvestres. Además, también se observaron 

menores niveles de la α-2-macroglobulina en secretomas del genotipo TgC3G. En cuanto 

a los secretomas de plaquetas activadas con ADP, se encontró una menor secreción de 

α-2-macroglobulina, α-1-antitripsina 1-2, α-1-antitripsina 1-4 y α-1-antitripsina 1-5 en 

ambos genotipos transgénicos. 

En conjunto, los resultados indican que ambos transgenes de C3G parecen estar 

involucrados en la regulación de la secreción diferencial de proteínas de plaquetas de 

ratón activadas con trombina o ADP, incluyendo la disminución de la liberación de 

diferentes factores anti-angiogénicos. 

Los factores pro- y anti-angiogénicos se encuentran almacenados de manera 

diferencial en plaquetas de ratón 

 En los últimos años, se ha reportado la existencia de mecanismos de secreción 

diferencial de los factores angiogénicos de plaquetas humanas al ser activadas con 

agonistas específicos (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). 

Parte de estos mecanismos de secreción diferencial parecen estar fundamentados en la 

segregación de factores pro- y anti-angiogénicos en diferentes subpoblaciones de 

gránulos-α  (Italiano et al., 2008). Sin embargo, resultados de otros autores sugieren que, 

tanto el almacenamiento de las proteínas en los gránulos-α, como su secreción son 

procesos estocásticos, encontrándose que las proteínas pro- y anti-angiogénicas 

muestran poca segregación funcional en diferentes subpoblaciones de gránulos  

(Kamykowski et al., 2011; Jonnalagadda et al., 2012). 

 Estos antecedentes, nos llevaron a evaluar si las plaquetas de ratón presentan 

una segregación diferencial de factores angiogénicos en distintos gránulos-α. Para ello, 

analizamos mediante microscopía confocal de inmunofluorescencia la localización 

subcelular de dos factores pro-angiogénicos: VEGF y bFGF, y de dos factores anti-

angiogénicos: endostatina y TSP-1, en plaquetas en reposo de cada uno de los genotipos 

de nuestros modelos de ratón. La Figura R4 muestra la ausencia de co-localización entre 

las señales de VEGF (verde) y endostatina (rojo) en todos los genotipos, lo cual indica 
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que estos dos factores estarían siendo almacenados de manera diferencial, de forma 

similar a lo reportado por  Italiano et al. (2008) en plaquetas humanas. Por otra parte, se 

encontró una segregación diferencial similar al evaluar la distribución de bFGF y TSP-1 

(Figura R5), reforzando los datos anteriores y proporcionando una base sobre la cual 

hipotetizar la posible secreción diferencial de ambos tipos de factores angiogénicos en 

plaquetas de ratón. 

  

 

Figura R4. Los factores angiogénicos VEGF y endostatina se distribuyen de manera diferencial en los 
gránulos-α de plaquetas de ratón en reposo. Análisis por microscopía confocal de inmunofluorescencia de 

la distribución subcelular de VEGF (verde), endostatina (rojo) y su superposición en plaquetas de ratón en 
reposo. Se muestran 3 plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 µm.  
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Figura R5. Los factores angiogénicos bFGF y TSP-1 se distribuyen de manera diferencial en gránulos-
α de plaquetas de ratón en reposo. Análisis por microscopía confocal de inmunofluorescencia de la 

distribución subcelular de bFGF (verde), trombospondina-1 (TSP-1) (rojo) y su superposición en plaquetas en 
reposo de cada genotipo de ratón. Barra: 2 µm.  

 

C3G regula la liberación de VEGF, bFGF, endostatina y TSP-1 de plaquetas de ratón 

activadas con ADP o trombina 

 En estudios previos realizados en plaquetas humanas, se ha encontrado que 

factores pro-angiogénicos como el VEGF son liberados de manera diferencial al activar el 

receptor de trombina PAR1 o al estimular con ADP. Por otra parte, factores anti-

angiogénicos como la endostatina son liberados tras la activación del receptor de 

trombina PAR4 o al estimular con agonistas como el tromboxano A2  (Italiano et al., 2008; 

Battinelli et al., 2011; Chatterjee et al., 2011). A partir de los resultados del análisis 

proteómico inicial, y sobre la base de que factores pro- y anti-angiogénicos específicos 
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parecen almacenarse de manera discreta en las plaquetas de nuestros ratones, 

decidimos evaluar si C3G tiene un papel en la secreción diferencial de estos factores en 

plaquetas activadas. Para ello, analizamos la liberación de VEGF o bFGF (pro-

angiogénicos) y endostatina o TSP-1 (anti-angiogénicos) mediante microscopía confocal 

de inmunofluorescencia en plaquetas de nuestros modelos de ratones transgénicos 

activadas con ADP o trombina (Figuras R6-R9).  

La Figura R6A muestra la secreción de VEGF y endostatina en plaquetas 

activadas con ADP. En ella se observa que el ADP promueve la liberación diferencial de 

VEGF en las plaquetas de ratón de ambos genotipos silvestres, mientras que la 

endostatina se mantiene en el interior de las plaquetas, en concordancia con referencias 

previas en plaquetas humanas (Battinelli et al., 2011). En las plaquetas transgénicas 

tampoco se detectó una liberación evidente de endostatina. No obstante, en contraste con 

los controles silvestres, el VEGF fue retenido de manera significativa en las plaquetas 

TgC3G, lo cual sugiere un papel inhibidor de C3G en la liberación de este factor. Por otra 

parte, las plaquetas TgC3GΔCat también mostraron un grado de retención de VEGF 

significativamente mayor, en comparación con los controles silvestres, según se evidenció 

al cuantificar la señal de fluorescencia correspondiente a este factor en plaquetas de 

todos los genotipos tras la activación (Figura R6B). Este resultado sugiere un papel de 

C3G, independiente de su actividad GEF, en la regulación de la liberación del VEGF en 

plaquetas activadas con ADP.  

La Figura R7A muestra la secreción de VEGF y endostatina en plaquetas 

activadas con trombina. En ella se observa que este agonista promueve la liberación 

diferencial de endostatina en las plaquetas de ratón de ambos genotipos silvestres, 

mientras que el VEGF se mantiene principalmente retenido, en concordancia con estudios 

previos en plaquetas humanas (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011). En las 

plaquetas transgénicas tampoco se observó que el VEGF fuera liberado de manera 

evidente tras la activación. Curiosamente, las plaquetas TgC3G presentaron niveles de 

secreción de endostatina significativamente mayores que su control silvestre. En cambio, 

las plaquetas TgC3GΔCat presentaron niveles de secreción de endostatina 

significativamente menores que los de su control, según se evidenció al cuantificar la 

señal de fluorescencia correspondiente a este factor en plaquetas de todos los genotipos 

tras la activación (Figura R7B). Este resultado sugiere un papel de la actividad GEF de 

C3G en la regulación de la liberación de endostatina en plaquetas activadas con trombina.  
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Figura R6. C3G y C3GΔCat inhiben la liberación de VEGF en plaquetas activadas con ADP.  (A) Análisis 

por microscopía confocal de inmunofluorescencia de la distribución subcelular de VEGF (verde), endostatina 
(rojo) y su superposición en plaquetas de ratón activadas con ADP 25 µM durante 5 min. Se muestran 3 
plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 µm.  (B) Intensidad de la señal de fluorescencia para 
VEGF en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05; **p<0,01. 
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Figura R7. C3G promueve la liberación de endostatina en plaquetas activadas con trombina. (A) 

Análisis por microscopía confocal de inmunofluorescencia de la distribución subcelular de VEGF (verde), 
endostatina (rojo) y su superposición en plaquetas de ratón activadas con trombina 0,2 U/mL durante 5 min. 
Se muestran 3 plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 µm. (B) Intensidad de la señal de 
fluorescencia para endostatina en plaquetas de cada genotipo (n=3).  *p<0,05. 
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La Figura R8A muestra la secreción de bFGF y TSP-1 en plaquetas de ratón de 

los diferentes genotipos activadas con trombina, encontrándose que este agonista produjo 

la liberación diferencial de TSP-1 en las plaquetas de todos los genotipos, mientras que el 

bFGF fue principalmente retenido. Es interesante resaltar que la cuantificación de las 

señales correspondientes a cada factor (Figuras R8B y R8C) demostró que la liberación 

de TSP-1 fue significativamente menor por parte de las plaquetas TgC3G en comparación 

con su control silvestre, mientras que esta misma tendencia se observó en las plaquetas 

TgC3GΔCat, con respecto a las plaquetas WtC3GΔCat, sin llegar a ser significativa. Por 

otra parte, la inhibición de la liberación del bFGF fue de mayor magnitud en las plaquetas 

de ratones de ambos genotipos transgénicos, en comparación con sus respectivos 

controles silvestres. Los resultados relativos a la liberación de la TSP-1 concuerdan con 

los encontrados en el análisis proteómico (Tabla R2), mientras que la inhibición de 

liberación de bFGF en las plaquetas activadas de ambos genotipos transgénicos mostró 

las mismas diferencias observadas para el factor pro-angiogénico VEGF al activar las 

plaquetas con ADP (Figura R6).  

Para corroborar la inhibición de la liberación de los factores pro-angiogénicos por 

parte de C3G, se realizó un análisis por inmunofluorescencia detectando de manera 

conjunta VEGF y bFGF en plaquetas activadas con trombina o ADP. En la Figura R9A se 

observa que, en efecto, VEGF y bFGF parecen ser retenidos en plaquetas TgC3G y 

TgC3GΔCat, con respecto a sus controles silvestres, tanto al activar con trombina como 

con ADP. La cuantificación de las señales de fluorescencia correspondientes a cada 

factor (Figuras R9B y R9C) demostró que la retención de VEGF en las plaquetas 

activadas de ambos genotipos transgénicos fue significativa, en comparación con sus 

respectivos controles. En el caso del bFGF, se encontró que su retención en plaquetas 

TgC3G activadas fue significativa con respecto a las plaquetas WtC3G, mientras que en 

plaquetas TgC3GΔCat se observó la misma tendencia sin llegar a ser estadísticamente 

significativa. Estos resultados apoyan los datos anteriores en relación a la función de 

C3G, independiente de su actividad GEF, en la retención de ambos factores pro-

angiogénicos, VEGF (Figura R6) y bFGF (Figura R8), en plaquetas de ratón activadas con 

trombina o ADP. 
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Figura R8. C3G y C3GΔCat inhiben la liberación de bFGF y TSP-1 en plaquetas activadas con trombina. 

(A) Análisis por microscopía confocal de inmunofluorescencia de la distribución subcelular de bFGF (verde), 
trombospondina-1 (TSP-1) (rojo) y su superposición en plaquetas de ratón activadas con trombina 0,2 U/mL 
durante 5 min. Barra: 2 µm. Los gráficos muestran la intensidad de fluorescencia para bFGF (B) o TSP-1 (C) 
en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05; **p<0,01. 
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Figura R9. Los factores pro-angiogénicos VEGF y bFGF son retenidos en plaquetas TgC3G y 
TgC3GΔCat, tras la activación con trombina o ADP. (A) Análisis por microscopía confocal de 

inmunofluorescencia de la distribución subcelular de VEGF (verde), bFGF (rojo) y su superposición en 
plaquetas de cada genotipo de ratón en estado de reposo, o tras ser activadas con trombina 0,2 U/mL o ADP 
25 µM durante 5 min. Barra: 2 µm. Los gráficos muestran la intensidad de fluorescencia para VEGF (B) o 
bFGF (C) en plaquetas de cada genotipo y condición experimental: reposo (R), activadas con ADP (A) o 
trombina (T). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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La retención de VEGF y TSP-1 en plaquetas de ratón activadas por trombina o 

ADP fue también evaluada por Western blot (Figura R10). El análisis se realizó mediante 

la detección de los niveles remanentes de estos factores en el interior de las plaquetas 

tras su activación. En este caso, se encontró que el VEGF parecía ser secretado en 

mayor proporción por las plaquetas de ambos genotipos transgénicos al ser activadas con 

trombina, ya que el contenido citosólico de VEGF fue menor en comparación con los 

controles (Figura R10A). Este resultado estaría en contradicción, en principio, con los 

resultados  del análisis por inmunofluorescencia (Figura R6 y Figura R9). Sin embargo, se 

detectó que la mayor parte del VEGF se encontraba en la fracción de membrana (Figura 

R10B), por lo que no estaría siendo liberado en el secretoma tras la activación, y se 

corroboraría su retención en las plaquetas transgénicas activadas. En cuanto a la 

liberación de TSP-1 en plaquetas activadas con trombina, también se observó un menor 

contenido de este factor en los lisados de las plaquetas transgénicas, indicando que 

estaría siendo secretado en mayor proporción por parte de ambas plaquetas transgénicas 

tras la activación (Figura R10A). No obstante, en este caso se encontró igualmente una 

retención de TSP-1 en la fracción de membrana (Figura R10B), que reduciría la cantidad 

de este factor efectivamente liberada. Por esta razón, estos datos estarían en 

concordancia con los resultados del análisis cuantitativo del secretoma plaquetario en el 

cual se encontró menor liberación de este factor por parte de plaquetas transgénicas tras 

la activación (Tablas R2 y R3). De igual forma, la retención de VEGF en membranas 

estaría también de acuerdo con la retención de VEGF observada por inmunofluorescencia 

(Figuras R7 y R9). La retención de VEGF y TSP-1 en la fracción de membrana de 

plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat, podría sugerir una posible función regulatoria de C3G, 

independiente de su actividad GEF, en la liberación de los gránulos-α que contienen a 

estos factores angiogénicos, lo cual podría ocurrir, por ejemplo, a través de interacciones 

específicas con proteínas de tráfico vesicular.  

En el caso de la activación con ADP, no se encontraron diferencias evidentes en la 

liberación de VEGF o TSP-1 entre los diferentes genotipos (Figura R10A), probablemente 

debido a la menor potencia de este agonista y a la menor sensibilidad de este método con 

respecto al análisis proteómico de muestra completa.  
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Figura R10. VEGF y TSP-1 se encuentran retenidos en la fracción de membrana de plaquetas TgC3G y 
TgC3GΔCat activadas con trombina o ADP. (A) Análisis por Western blot del contenido citosólico de 

plaquetas en reposo y del contenido citosólico remanente en plaquetas activadas con trombina o ADP. Se 
determinaron los niveles de β-actina y tubulina para su utilización como controles de carga. Se muestran las 
relaciones VEGF/β-actina y TSP-1/tubulina normalizadas al control silvestre correspondiente a cada genotipo 
y condición. (B) Análisis por Western blot de los niveles de VEGF y trombospondina-1 (TSP-1) retenidos en 
fracciones de membrana, aisladas en conjunto con la fracción citosólica analizada en A, a partir de los restos 
de plaquetas activadas con trombina. 

 

En conjunto, todos los resultados mostrados sugieren la existencia de diferentes 

mecanismos, tanto GEF-dependientes como GEF-independientes, a través de los cuales 

C3G podría estar controlando la liberación diferencial de los factores pro-/anti-

angiogénicos de las plaquetas de ratón tras la activación con diferentes agonistas como 

trombina o ADP.  
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El secretoma de plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat activadas con trombina o ADP 

promueve la angiogénesis in vitro 

Para profundizar en la relevancia fisiológica que pueden tener los hallazgos 

anteriores, analizamos el efecto de los secretomas de los ratones de los diferentes 

genotipos en un modelo de angiogénesis in vitro. Esto se realizó, evaluando la formación 

de redes de pseudocapilares en células HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) 

expuestas al secretoma plaquetario aislado de cada genotipo tras la activación con 

trombina o ADP. Se cuantificaron 3 parámetros: número de uniones, largo promedio del 

segmento maestro y tamaño promedio de la malla, como indicadores de angiogénesis 

según se ha descrito previamente  (DeCicco-Skinner et al., 2014). 

Los secretomas de plaquetas transgénicas activadas con trombina promovieron la 

formación de redes de pseudocapilares con un mayor número de uniones, largo promedio 

del segmento maestro y tamaño medio de la malla, en comparación con las plaquetas de 

ratones silvestres (siendo estadísticamente significativos al menos dos de los parámetros) 

(Figura R11A). De igual manera, los secretomas de plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat 

activadas con ADP promovieron la formación de redes de pseudocapilares más 

desarrolladas que los secretomas de plaquetas silvestres (Figura R11B). En este caso, 

sólo el número de uniones en la condición con secretoma TgC3GΔCat, y el tamaño medio 

de la malla en TgC3G presentaron significancia estadística, probablemente debido a que 

el ADP es un agonista plaquetario más débil que la trombina y, por tanto, promueve la 

secreción de una menor cantidad de proteína (Tabla R1) (Coppinger et al., 2007).  

En general, estos resultados apoyan la existencia de una función pro-angiogénica 

para el C3G plaquetario en respuesta a la activación por trombina o ADP, y está en 

concordancia con la disminución en la secreción de TSP-1, uno de los principales factores 

anti-angiogénicos, por parte de ambos genotipos de plaquetas transgénicas, según lo 

observado en el análisis proteómico (Tablas R2 y R3) y en el análisis por microscopía 

confocal de inmunofluorescencia de plaquetas activadas con trombina (Figura R8). 
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Figura R11. El secretoma de plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat activadas con trombina o ADP promueve 
in vitro la formación de redes de pseudocapilares más desarrolladas. Se muestran imágenes 

representativas de pseudocapilares formados por células HUVEC, 2:30 horas después de ser sembradas 
sobre Matrigel y suplementadas con los secretomas de plaquetas de ratón estimuladas con trombina (A) o 
ADP (B). Barra: 100 µm. Los gráficos muestran los valores medios de diferentes características de la red 
evaluadas entre las 2 y 5 horas (ver Materiales y Métodos). Los segmentos maestros consisten en piezas de 
la red delimitadas por dos uniones no limítrofes. Los datos corresponden a tres experimentos independientes 
con cada condición por cuadruplicado. *p<0,05. 
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Función del C3G plaquetario en la regulación de la angiogénesis in vivo y la 

metástasis tumoral 

Con la finalidad de conocer si la función pro-angiogénica del C3G plaquetario 

observada en los modelos experimentales in vitro, también se manifiesta en un contexto 

fisiológico in vivo, estudiamos tres modelos experimentales utilizando nuestros ratones 

transgénicos para C3G y C3GΔCat: (i) la angiogénesis producida en tumores singénicos 

de carcinoma de pulmón y de melanoma de ratón, (ii) la angiogénesis inducida en orejas 

de ratones tras el tratamiento con oxazolona, y (iii) la infiltración de células endoteliales en 

botones de Matrigel implantados en los ratones de cada genotipo. Adicionalmente, 

evaluamos la participación del C3G plaquetario en la facilitación de la metástasis tumoral 

de células de melanoma de ratón. 

Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat promueven la angiogénesis in vivo: 

vascularización y crecimiento de tumores heterotópicos de ratón 

 El crecimiento y progresión tumoral es dependiente del desarrollo de una nueva 

red vascular mediante angiogénesis (Folkman, 2002). En este sentido, se conoce que 

tanto las células tumorales como las células del microambiente tumoral pueden inducir la 

activación y agregación plaquetaria en el espacio peritumoral y la consecuente secreción 

de factores de crecimiento y factores proangiogénicos que pueden promover la progresión 

del tumor (Battinelli et al., 2011; Bambace & Holmes, 2011; Kuznetsov et al., 2012). Sobre 

esta base, decidimos evaluar si C3G regula la capacidad angiogénica del secretoma 

plaquetario en un contexto in vivo, mediante la utilización de dos modelos heterotópicos 

de crecimiento tumoral en ratón. Para ello, utilizamos células de carcinoma de pulmón de 

Lewis (3LL) y células de melanoma B16F10, cuyos orígenes son de ratón, inyectadas 

subcutáneamente en el lomo de ratones de cada genotipo.  

Los tumores 3LL que se desarrollaron no presentaron diferencias significativas en 

su tamaño en el punto final del experimento (Figura R12A), aunque los de ratones TgC3G 

presentaron cierta tendencia a tener una masa mayor que aquellos desarrollados en 

ratones WtC3G. El análisis histoquímico reveló que los tumores de ratones TgC3G 

presentaban una mayor extensión de muerte celular en su interior (Figura R12B), que al 

ser cuantificada resultó estadísticamente significativa, en comparación con sus controles 

silvestres (Figura R12C). La extensión de muerte celular también presentó la misma 

tendencia en los tumores desarrollados en ratones TgC3GΔCat, con respecto a sus 

controles silvestres. Sin embargo, esta diferencia no llegó a tener significancia estadística. 
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La mayor extensión de muerte tumoral presente en los tumores de ratones TgC3G podría 

deberse a una mayor tasa de crecimiento y tumorigenicidad que podría estar 

correlacionada con diferencias en el potencial angiogénico del microambiente tumoral de 

estos ratones. Para profundizar en esta posibilidad, evaluamos directamente la 

vascularización de estos tumores, a través de una inmunohistoquímica contra el marcador 

de células endoteliales CD31. La Figuras R13A y R13B muestran que los tumores 

desarrollados en ratones TgC3G presentaron un número de vasos significativamente 

mayor que los tumores de ratones WtC3G. El número de vasos presente en los tumores 

de ratones TgC3GΔCat no mostró diferencias significativas con respecto a los tumores de 

sus controles silvestres. Sin embargo, se encontró que los vasos de los tumores 

desarrollados en ratones TgC3GΔCat tenían un grosor significativamente mayor que los 

de sus controles silvestres, según se evidenció al cuantificar el área de éstos en relación 

al área total (Figuras R13A y R13C). El área relativa de los vasos presentes en los 

tumores de ratones TgC3G también fue significativamente mayor que la de los tumores 

desarrollados en ratones WtC3G, principalmente debido a la presencia de un mayor 

número de vasos por campo.  

Para corroborar estos resultados, se utilizó un segundo modelo tumoral singénico, 

la línea de melanoma B16F10. Los tumores heterotópicos inducidos por las células 

B16F10 en ratones TgC3G exhibieron una masa significativamente mayor al final del 

experimento, con respecto a los tumores de ratones WtC3G (Figura R14A). Del mismo 

modo, se evaluó la vascularización en tinciones de hematoxilina/eosina y en 

inmunohistoquímica contra CD31 de secciones de los tumores. Al igual que en el caso de 

los tumores producidos por las células 3LL, los ratones TgC3G desarrollaron tumores 

B16F10 con un mayor número de vasos que los ratones WtC3G (Figura R14B y R14C). 

Por otra parte, se realizó un análisis inmunohistoquímico contra P-selectina (Figura R14C) 

en el que se encontró una mayor tinción de este marcador en los tumores de ratones 

TgC3G, con respecto a los de ratones WtC3G, indicando un mayor reclutamiento y 

activación de plaquetas en la vasculatura tumoral. Las células B16F10 inyectadas en 

ratones de la línea 8A3 (WtC3GΔCat y TgC3GΔCat) no se desarrollaron en tumores 

visibles, probablemente debido a diferencias del fondo genético. En este sentido, las 

células B16F10 están originadas en ratones black, al igual que la línea de ratones 2C1 

(WtC3G y TgC3G), mientras que los ratones de la línea 8A3 tienen un fondo genético 

agouti. 



RESULTADOS   
 

68  
 

 En conjunto, los resultados sugieren que C3G proporciona a las plaquetas una 

capacidad pro-angiogénica in vivo que promueve el crecimiento y la vascularización 

tumoral, así como también un mayor reclutamiento y activación de las plaquetas en el sitio 

del tumor.  

 

 

Figura R12. Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat promueven el desarrollo de tumores heterotópicos de 
células 3LL con una mayor extensión de muerte celular. (A) Cuantificación de la masa final de tumores 

3LL desarrollados en ratones de los diferentes genotipos (n=5 para WtC3G, n=13 para TgC3G, n=8 para 
WtC3GΔCat y n=12 para TgC3GΔCat). (B) Imágenes representativas de microscopía de luz de secciones de 
cada tumor. La tinción corresponde a hematoxilina/eosina y se indica la extensión de muerte celular (*). Barra: 
2,5 mm. (C) Cuantificación de la extensión de muerte celular representada como el porcentaje de área 
ocupada por células muertas con respecto al área total del tumor (n=4 para WtC3G y TgC3G, n=3 para 
WtC3GΔCat y TgC3GΔCat). **p<0,01. 
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Figura R13. Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat promueven una mayor magnitud de angiogénesis en 
tumores heterotópicos de células 3LL. (A) Imágenes representativas de microscopía de luz de secciones 

de tumores 3LL desarrollados en ratones de los diferentes genotipos. La tinción corresponde a la 
inmunohistoquímica contra CD31. Los capilares sanguíneos aparecen indicados (*). Barra: 20 µm. Los 
gráficos muestran la cuantificación del número de vasos sanguíneos (B) o de la superficie ocupada por los 
vasos en relación al área total (C), en tres campos representativos de cada sección de tumor. *p<0,05; 
**p<0,01; p<0,001. 
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Figura R14. Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat promueven el crecimiento y la angiogénesis de 
tumores heterotópicos de células de melanoma B16F10. (A) Cuantificación de la masa final de tumores 

B16F10 desarrollados en ratones WtC3G y TgC3G (n=8 para WtC3G, n=7 para TgC3G). (B) Cuantificación 
del número de vasos sanguíneos en tres campos representativos por cada tumor. (C) Imágenes 
representativas de microscopía de luz de secciones de cada tumor. Las tinciones corresponden a 
hematoxilina/eosina (H/E) y a inmunohistoquímica contra CD31 o P-selectina (IHQ:CD31 o IHQ: P-selectina). 
Los capilares sanguíneos aparecen indicados (*). Barra: 20 µm. *p<0,05. Recuadro ampliado: detalle de un 
vaso sanguíneo (señalado por una flecha) teñido mediante IHQ contra CD31. IHQ: inmunohistoquímica. 
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El C3G plaquetario facilita la metástasis de células de melanoma 

Con la finalidad de conocer si el C3G plaquetario también se encuentra 

involucrado en la facilitación de las metástasis tumorales, utilizamos un modelo de 

metástasis pulmonar de células de melanoma B16F10. El promedio de metástasis 

superficiales encontradas en los pulmones de ratones TgC3G fue significativamente 

mayor que las encontradas en los pulmones de ratones silvestres. En concordancia con 

este dato, el análisis histológico de secciones de los pulmones de cada genotipo de ratón 

demostró la presencia de un número significativamente mayor de focos metastásicos en 

los ratones TgC3G, con respecto a los ratones WtC3G (Figura R15).  

Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat promueven la angiogénesis in vivo: 

vascularización en orejas de ratón inflamadas por tratamiento con oxazolona 

 Con la finalidad de confirmar la capacidad pro-angiogénica del C3G plaquetario in 

vivo, se evaluó un modelo de angiogénesis en orejas de ratón, en un contexto de 

inflamación inducida por oxazolona. La aplicación tópica de la oxazolona indujo un 

incremento significativo del grosor de las orejas de los ratones en todos los genotipos. 

Esta inflamación fue evidenciada a las 24 horas tras el tratamiento, manteniéndose 

inalterada a las 48 horas (Figura R16). Además, se encontró que ambas líneas de ratones 

transgénicos presentaron un grado de inflamación estadísticamente similar al hallado en 

los ratones silvestres respectivos. Por lo tanto, el C3G plaquetario no parece influir en el 

proceso de inflamación inducida por la oxazolona. 

Sin embargo, el análisis histoquímico de las orejas inflamadas mostró que los 

ratones TgC3G presentaban un número de vasos significativamente mayor con respecto a 

las orejas inflamadas de los ratones WtC3G (Figuras R17A y R17B). El número de vasos 

presente en orejas de ratones TgC3GΔCat no mostró diferencias significativas con 

respecto a las orejas de sus controles silvestres. Sin embargo, se encontró que los vasos 

tenían un grosor significativamente mayor (Figuras R17A y R17C). El área relativa de los 

vasos presentes en las orejas de ratones TgC3G también fue significativamente mayor 

que la de las orejas de ratones WtC3G, principalmente debido a la presencia de un mayor 

número de vasos por campo. En conjunto, estos resultados muestran la misma tendencia, 

en cuanto a la capacidad pro-angiogénica de las plaquetas de ambos genotipos 

transgénicos, observada en los modelos de tumor heterotópico, lo cual apoyaría el papel 

del C3G plaquetario en angiogénesis. 
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Figura R15. El C3G plaquetario favorece la metástasis de células de melanoma B16F10. (A) Imágenes 

representativas de las metástasis superficiales en pulmones de ratones WtC3G y TgC3G. (B) Cuantificación 
del promedio de metástasis superficiales en pulmones de ratones de cada genotipo (n=4). (C) Imágenes 
representativas de microscopía de luz de secciones de pulmones de ratones WtC3G y TgC3G. La tinción 
corresponde a hematoxilina/eosina. Las metástasis pulmonares aparecen indicadas (flechas). Barra: 10 µm. 
(D) Cuantificación del número de metástasis por campo (n=12) en secciones de pulmones de ratones WtC3G 
y TgC3G  *p<0,05. 

 

 



  RESULTADOS 

73 
 

 

Figura R16. El C3G plaquetario no influye en la inflamación de las orejas de los ratones tras el 
tratamiento con oxazolona. Cuantificación del grosor promedio de orejas de tres ratones de cada genotipo 

tratadas con oxazolona. La medición se realizó al inicio del experimento (t0) y a las 24 y 48 horas posteriores 
al tratamiento (t24 y t48). **p<0,01; p<0,001. 

 

El C3G plaquetario regula la angiogénesis in vivo: infiltración de células 

endoteliales en botones de Matrigel implantados subcutáneamente en ratones 

 Para ampliar la caracterización de la función del C3G plaquetario en la 

angiogénesis in vivo, se implantaron botones de Matrigel enriquecidos con bFGF en 

ratones de los diferentes genotipos, y se evaluó la infiltración de células endoteliales 

CD31 positivas. En este modelo, se encontró que los ratones TgC3GΔCat presentaron 

una mayor vascularización en los botones de Matrigel, con respecto a sus controles 

silvestres, aunque esta diferencia no resultó ser estadísticamente significativa (p = 0,06) 

(Figuras R18A y R18B). En el caso de los ratones TgC3G, no se encontraron diferencias 

aparentes en relación a los ratones WtC3G. 

 Estos resultados no están necesariamente en contradicción con los encontrados 

en el modelo de angiogénesis tumoral y en el modelo de angiogénesis inducida por 

inflamación, ya que los mecanismos involucrados en cada contexto fisiológico son 

diferentes, al igual que el grado de participación de las plaquetas en cada uno de ellos. 
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Figura R17. Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat promueven una mayor magnitud de angiogénesis en 
orejas de ratón inflamadas por aplicación de oxazolona. (A) Imágenes representativas de microscopía de 

luz de secciones de orejas de ratones de los diferentes genotipos, tras 48 horas de la aplicación tópica de 
oxazolona. La tinción corresponde a hematoxilina/eosina. Los capilares sanguíneos aparecen indicados (*). 
Barra: 20 µm. Los gráficos muestran la cuantificación del número de vasos sanguíneos (B) o de la superficie 
ocupada por los vasos en relación al área total (C), en secciones de orejas de tres ratones de cada genotipo. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. 
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Figura R18. Infiltración de células endoteliales CD31+ en botones de Matrigel enriquecidos con bFGF. 

(A) Imágenes representativas de microscopía confocal de inmunofluorescencia mostrando la infiltración de 
células endoteliales CD31+ (rojo) en botones de Matrigel, 7 días después de ser inyectados subcutáneamente 
en ratones de los diferentes genotipos. Barra: 50 µm. (B) Cuantificación de la infiltración de células CD31+ 
expresada como el porcentaje de área ocupada por la señal de CD31 en relación al área ocupada por la señal 
de DAPI (n=4 ratones por cada genotipo, 3-4 mediciones por ratón). 

 

Mecanismos moleculares involucrados en la regulación mediada por C3G de 

la secreción plaquetaria de factores angiogénicos  

En la sección final de este trabajo, nos propusimos profundizar en los posibles 

mecanismos moleculares mediante los cuales C3G lleva a cabo las funciones reguladoras 

de la secreción de factores angiogénicos por plaquetas activadas. Para ello, evaluamos 

específicamente la interacción funcional entre C3G y la proteína VAMP7. Se conoce que 

VAMP7, una proteína de tráfico intracelular asociada a vesículas (v-SNARE), se 

encuentra asociada a gránulos-α que contienen VEGF (Peters et al., 2012). Además, se 

ha descrito que esta proteína es necesaria para la exocitosis normal de los gránulos-α 

plaquetarios (Koseoglu et al., 2015). 

C3G interacciona con VAMP7 en plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat 

 Debido a que el VEGF es retenido en las plaquetas de ratones TgC3G y 

TgC3GΔCat, tras la activación con ADP (Figura R6), decidimos profundizar en el estudio 

de los mecanismos moleculares involucrados y evaluar si C3G podría estar regulando la 
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exocitosis de los gránulos que lo contienen, a través de la interacción con VAMP7. En 

primer lugar, se analizó por microscopía confocal de inmunofluorescencia si C3G co-

localizaba con los gránulos que contienen VEGF. Las Figuras R19A y R19B muestran 

que, en efecto, existe una co-localización significativamente mayor entre C3G y VEGF en 

las plaquetas TgC3G, con respecto a las plaquetas WtC3G, al ser activadas con ADP. En 

las plaquetas TgC3GΔCat también se observó un mayor grado de co-localización entre 

VEGF y C3G, que en las plaquetas WtC3GΔCat, aunque no fue estadísticamente 

significativo.  

Habiendo confirmado la co-localización entre C3G y VEGF en las plaquetas 

transgénicas activadas, procedimos a evaluar directamente la interacción entre C3G y 

VAMP7, a través de co-inmunoprecipitaciones. La Figura R20A muestra que VAMP7 es 

detectado al inmunoprecipitar C3G en lisados de plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat, tanto 

en reposo como activadas con trombina. Esta interacción también fue detectada en 

células K562 con sobreexpresión de C3G al inmunoprecipitar cualquiera de las dos 

proteínas (Figuras R20B y R20C). Además, los niveles de VAMP7 detectados al 

inmunoprecipitar C3G fueron mayores al activar las células K562 con PMA, el cual es un 

estimulador de la megacariopoyesis en esta línea celular.  

Para profundizar en el estudio de la interacción entre C3G y VAMP7, se realizaron 

inmunoprecipitaciones de lisados de células HEK293T co-transfectadas con CFP-VAMP7 

(CFP-VAMP7-NT: dominio longina, CFP-VAMP7-CT: dominio SNARE, o CFP-VAMP7-

cyto: región citoplasmática completa), en conjunto con la construcción HA-C3G o 

pLTR2C3GΔCat (ver Materiales y Métodos). Los resultados mostraron que tanto el 

dominio longina como el dominio SNARE de VAMP7 contribuyen a la interacción con C3G 

(Figura R21A) y con C3GΔCat (Figura R21B). 

Estos resultados apoyan la hipótesis de que la interacción entre C3G y VAMP7 es 

uno de los mecanismos responsables de la regulación de la exocitosis de los gránulos-α, 

y de los factores angiogénicos contenidos en ellos, en las plaquetas transgénicas 

activadas. Además, el hecho de que VAMP7 interaccione tanto con C3G como con 

C3GΔCat está en concordancia con la retención de VEGF observada en las plaquetas de 

ambos genotipos transgénicos. 
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Figura R19. C3G y VEGF co-localizan en plaquetas TgC3G activadas con ADP. (A) Análisis por 

microscopía confocal de inmunofluorescencia de la distribución subcelular de VEGF (verde), C3G (rojo) y su 
superposición (amarillo) en plaquetas de ratón activadas con ADP 25 µM durante 5 min. Se muestran 3 
plaquetas representativas de cada genotipo. Barra: 0,4 µm. (B) Análisis cuantitativo del grado de 
co-localización de ambas señales a través del coeficiente de correlación de Manders en plaquetas de cada 
genotipo (n=3). *p<0,05. 
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Figura R20. C3G interacciona con VAMP7 en plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat, y en células K562 con 
sobreexpresión de C3G. (A) Inmunoprecipitación de C3G (IP: C3G) en plaquetas transgénicas en reposo (R) 

o activadas con trombina 0,2 U/mL durante 5 min (TH). Se utilizaron lisados celulares de plaquetas de 4 
ratones por genotipo. b: lisado incubado sólo con bolas de agarosa. Inmunoprecipitación de C3G (B) o de 
VAMP7 (C) en células de la línea de eritroleucemia humana K562 con sobreexpresión estable de C3G, en 
condiciones basales (Basal) o activadas con PMA 20 nM durante 10 min. L: lisado total (50 µg). En todos los 
casos, la detección de VAMP7 y de C3G en los inmunocomplejos se realizó mediante Western blot (WB).  

 

 

 

Figura R21. C3G y C3GΔCat interaccionan con VAMP7 en sistemas de co-transfección en células 
HEK293T. (A) Transfección transiente en células HEK293T de una construcción de C3G etiquetada con HA, 

en conjunto con las proteínas de fusión CFP-VAMP7 indicadas o el plásmido pCDNA3-CFP-C4 vacío (CFP). 
El C3G ectópico fue inmunoprecipitado utilizando un anticuerpo contra HA (IP: HA). Las diferentes 
construcciones de VAMP7 en los inmunocomplejos fueron detectadas mediante Western blot (WB). b: lisado 
de células no transfectadas incubado sólo con bolas de agarosa. L: lisado  total (50 µg). (B) Transfección 
transiente en células HEK293T de la construcción pLTR2C3GΔCat o el vector pLTR2 vacío, en conjunto con 
las proteínas de fusión CFP-VAMP7 indicadas. C3G fue inmunoprecipitado con un anticuerpo anti-C3G 
(IP: C3G), y C3G y VAMP7 fueron detectados mediante Western blot utilizando anticuerpos anti-C3G y anti-
GFP, respectivamente.  L: lisados totales. VAMP7-LD: dominio longina de VAMP7 (aminoácidos 1-120); 
VAMP7-SD: dominio SNARE de VAMP7 (aminoácidos 121-188); VAMP7-cyto: región citosólica de VAMP7 
(aminoácidos 1-188). Las flechas indican las diferentes construcciones de VAMP7. 



  RESULTADOS 

79 
 

 C3G y C3GΔCat promueven la extensión plaquetaria sobre sustrato 

 Se conoce que VAMP7 está involucrado en la extensión plaquetaria sobre 

sustrato, a través de su interacción con proteínas como VARP y Arp2/3 (Koseoglu et al., 

2015). En este fenómeno, los gránulos-α recubiertos con VAMP7 son reclutados a la 

periferia de la plaqueta donde se fusionan a la membrana celular y contribuyen al 

incremento de su superficie durante la extensión plaquetaria (Peters et al., 2012). Con la 

finalidad de comprobar que la interacción C3G-VAMP7 tiene un efecto a nivel funcional, 

decidimos evaluar la extensión de las plaquetas sobre poli-L-lisina, tras ser activadas con 

trombina. 

 Las Figuras R22A y R22B muestran que la extensión plaquetaria, cuantificada 

como el área media de las plaquetas extendidas, fue significativamente mayor en 

plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat, en comparación con sus respectivos controles silvestres. 

Para verificar que esta observación a nivel funcional está relacionada con la asociación 

entre C3G y VAMP7, evaluamos su co-localización en plaquetas extendidas, a través de 

microscopía confocal de inmunofluorescencia. Las figuras R22C y R22D muestran que el 

grado de co-localización, según el coeficiente de correlación de Manders, fue 

significativamente mayor en plaquetas TgC3G en comparación con las plaquetas WtC3G. 

En el caso de las plaquetas TgC3GΔCat, también se encontró una mayor co-localización 

entre ambas proteínas, con respecto al control silvestre, pero sin llegar a ser 

estadísticamente significativa. La localización de VAMP7 en la periferia de las plaquetas 

extendidas está en concordancia con estudios publicados previamente (Peters et al., 

2012). Estos resultados sugieren que C3G regula la extensión plaquetaria sobre sustrato, 

a través de mecanismos independientes de su actividad GEF, y que involucran su 

interacción con VAMP7.  

 Los resultados presentados en este trabajo proporcionan diferentes evidencias 

que apoyan una novedosa función de C3G en plaquetas. C3G regula la secreción de 

factores angiogénicos tras la activación, la producción de un secretoma plaquetario con 

efecto neto pro-angiogénico, tanto in vitro como en diferentes contextos fisiológicos in 

vivo, y la facilitación de las metástasis tumorales. C3G parece llevar a cabo estas 

funciones a través de mecanismos dependientes e independientes de su actividad GEF, 

entre los que se incluye su interacción funcional con la proteína VAMP7, la cual está 

asociada a una sub-población de gránulos-α, y participa tanto en la exocitosis de los 

gránulos plaquetarios tras la activación, como en la extensión plaquetaria sobre sustrato. 
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Figura R22. Las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat presentan una mayor área de extensión sobre 
sustrato, junto con un mayor grado de co-localización entre C3G y VAMP7. (A) Imágenes representativas 

de microscopía confocal de inmunofluorescencia de plaquetas de ratón extendidas sobre poli-L-lisina tras ser 
activadas con trombina 0,2 U/mL. Barra: 5 µm. (B) Cuantificación del área media de extensión plaquetaria en 
relación al control silvestre correspondiente. Se analizaron un promedio de 48 plaquetas por cada genotipo. 
(C) Análisis por microscopía confocal de inmunofluorescencia de la distribución subcelular de C3G (verde) y 
VAMP7 (rojo) en plaquetas de ratón extendidas sobre poli-L-lisina. Se muestran 3 plaquetas representativas 
de cada genotipo. Barra: 0,5 µm. (D) Análisis cuantitativo del grado de co-localización de ambas señales a 
través del coeficiente de correlación de Manders en plaquetas de cada genotipo (n=3). *p<0,05. Se utilizó la 
línea 6A6 de ratones WtC3G y TgC3G para ambos experimentos. 
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En este trabajo se ha demostrado, por primera vez, que el C3G plaquetario tiene un papel 

en la regulación de la liberación del contenido de los gránulos-α, incluyendo factores pro- 

y anti-angiogénicos. Este hecho, modifica positivamente la capacidad angiogénica de la 

secreción plaquetaria, tanto in vitro como in vivo, afectando procesos como el desarrollo 

tumoral y las metástasis.  

 

Función reguladora de C3G en la liberación de factores angiogénicos por 

plaquetas activadas 

 Para llevar a cabo este estudio, hemos utilizado ratones transgénicos para el gen 

C3G humano, y para el mutante C3GΔCat (carente de actividad catalítica GEF), cuya 

expresión está regulada por el promotor del gen PF4, específico de plaquetas y 

megacariocitos, y en los cuales ya se ha descrito el papel fundamental que tiene C3G en 

la agregación plaquetaria, tanto in vitro como in vivo, a través de la activación de Rap1b 

(Gutiérrez-Herrero et al., 2012). 

 La cantidad de proteína secretada por las plaquetas de cada genotipo, tras la 

activación con trombina o ADP, fue similar entre ratones transgénicos y sus respectivos 

controles. Previamente se ha reportado que las plaquetas TgC3G presentan mayores 

niveles de activación y de expresión de P-selectina en superficie que las plaquetas 

WtC3G, mientras que las plaquetas TgC3GΔCat presentan la tendencia contraria con 

respecto a sus controles silvestres (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). Por esta razón, se 

esperaban diferencias en la secreción de proteína que siguieran la misma tendencia. No 

obstante, el análisis de la ultraestructura de las plaquetas de cada genotipo reveló que los 

ratones TgC3G presentaban una menor proporción de plaquetas con más de 3 

gránulos-α, en comparación con los ratones WtC3G, mientras que los ratones 

TgC3GΔCat presentaron una mayor abundancia de plaquetas con más de 3 gránulos-α, 

con respecto a sus controles. Tomado en conjunto, la mayor activación de plaquetas 

TgC3G o WtC3GΔCat, combinado con una menor proporción de plaquetas con gran 

abundancia de gránulos-α, podría explicar la ausencia de diferencias cuantitativas en 

cuanto a la secreción, con respecto a plaquetas WtC3G o TgC3GΔCat, respectivamente. 

Las diferencias encontradas en cuanto a la abundancia de gránulos-α en las plaquetas de 

los diferentes genotipos, sugiere que C3G también podría estar involucrado en la 

biogénesis de las plaquetas. De hecho, resultados recientes de nuestro grupo han 
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demostrado que C3G promueve la maduración megacariocítica y la formación de las 

proplaquetas (Ortiz, 2017).   

 Por otra parte, los niveles de secreción de proteína al activar las plaquetas con 

ADP, fueron aproximadamente la mitad de los encontrados al activar con trombina, en 

todos los genotipos. En este sentido, se conoce que el ADP es un agonista plaquetario de 

menor potencia que la trombina y que promueve la liberación de niveles de proteína 

considerablemente menores, en plaquetas humanas (Coppinger et al., 2004). 

 El estudio por SDS-PAGE de los secretomas plaquetarios, reveló diferencias 

cualitativas significativas entre los genotipos transgénicos y sus controles, siendo 

especialmente evidentes en el caso del genotipo TgC3G. Para poder determinar el perfil 

proteico de los secretomas plaquetarios, se llevó a cabo un análisis proteómico de 

muestra completa. Este análisis, permitió también evaluar diferencias en la secreción de 

las diferentes proteínas entre los genotipos, a través del uso del #PSM (peptide spectrum 

matches) como medida cuantitativa de la abundancia de cada proteína en el secretoma, 

según se ha reportado previamente (Liu et al., 2012). Cabe destacar que nuestro estudio 

es el primero realizado sobre la identificación del perfil proteico del secretoma de 

plaquetas de ratones activadas con trombina o ADP. Por ello, hemos comparado los 

resultados de este trabajo con estudios previos realizados sobre el secretoma de 

plaquetas humanas activadas con trombina (Coppinger et al., 2004) o TRAP (thrombin 

receptor activating peptide) (Piersma et al., 2009). En esta comparación se evaluó la 

presencia de ortólogos, en el secretoma de plaquetas humanas, de las proteínas que 

fueron identificadas en los secretomas de nuestros modelos animales, encontrándose que 

la gran mayoría de las proteínas detectadas en el secretoma de las plaquetas de los 

ratones han sido previamente detectadas en el secretoma de plaquetas humanas. Es 

interesante destacar el caso específico de la actina, que también ha sido detectada en el 

secretoma de plaquetas humanas, lo cual nos permite descartar que la integridad de las 

plaquetas se haya visto comprometida durante el aislamiento de esta fracción. Además, 

proteínas citosólicas abundantes en plaquetas, tal como Rap1 (Torti & Lapetina, 1994), no 

fueron detectadas en los secretomas, lo cual apoya este hecho. 

 Entre los factores secretados de manera diferencial, se encontraron proteínas 

involucradas en numerosas funciones como coagulación sanguínea, fibrinolisis, transporte 

de lípidos en sangre, agregación plaquetaria y angiogénesis. En este último caso, se 

encontró específicamente que factores anti-angiogénicos como TSP-1, PF4, vWF e 

inhibidores de metaloproteinasas, fueron secretados en menor cantidad por las plaquetas 
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activadas de ambos genotipos transgénicos en comparación con las plaquetas de 

controles silvestres, lo que sugiere una regulación por parte de C3G que es independiente 

de su actividad catalítica GEF. 

 En el análisis proteómico no se detectaron los principales factores pro-

angiogénicos contenidos en las plaquetas como VEGF, bFGF o PDGF, lo cual puede 

deberse a efectos de la sensibilidad del método. Por esta razón, evaluamos directamente 

la liberación de dos de ellos (VEGF y bFGF), en conjunto con factores anti-angiogénicos 

como endostatina y TSP-1, a través de microscopía confocal de inmunofluorescencia. En 

primer lugar, los resultados mostraron que los factores pro- (VEGF y bFGF) y anti-

angiogénicos (endostatina y TSP-1) parecen almacenarse de manera diferencial en las 

plaquetas de todos los genotipos de ratones. En plaquetas humanas, este hecho ha sido 

previamente reportado y ha constituido la base de estudios subsiguientes que han 

demostrado una secreción diferencial de factores pro- y anti-angiogénicos en respuesta a 

agonistas plaquetarios específicos (Italiano et al., 2008). En este sentido, factores pro-

angiogénicos como el VEGF son liberados de manera diferencial al activar el receptor de 

trombina PAR1 o al estimular con ADP, mientras que factores anti-angiogénicos como la 

endostatina son liberados tras la activación del receptor de trombina PAR4 o al estimular 

con agonistas como el tromboxano A2 (Italiano et al., 2008; Battinelli et al., 2011; 

Chatterjee et al., 2011). Las plaquetas humanas poseen los receptores de trombina PAR1 

y PAR4, ambos ligados a rutas de señalización independientes, mientras que las 

plaquetas de ratón poseen los receptores de trombina PAR3 y PAR4, siendo PAR3 un 

coactivador de este último (Coughlin, 2000; Nakanishi-Matsui et al., 2000). Por esta razón, 

en nuestro estudio evaluamos la secreción de los factores por plaquetas de ratón 

activadas directamente con trombina. Al igual que en plaquetas humanas activadas por 

agonistas de PAR4, la activación por trombina de las plaquetas de los ratones silvestres 

mostró la liberación diferencial de factores anti-angiogénicos como endostatina y TSP-1. 

Del mismo modo, la activación con ADP de las plaquetas de los ratones silvestres produjo 

la secreción diferencial de factores pro-angiogénicos como VEGF y bFGF. En contraste, 

la sobreexpresión de ambos transgenes produjo la retención de ambos factores pro-

angiogénicos en plaquetas activadas por ADP, lo que apoya una función de C3G en la 

regulación de la secreción plaquetaria que es independiente de su actividad catalítica 

GEF, y en la que probablemente esté involucrada alguno de los dominios estructurales 

comunes a ambos transgenes. Igualmente, se encontró que ambos transgenes 

produjeron la retención de TSP-1, tras la activación con trombina, apoyando los 
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resultados del análisis proteómico y la hipótesis de una función reguladora para C3G 

GEF-independiente en la secreción plaquetaria. 

Por otra parte, la sobreexpresión de C3G produjo un aumento en la secreción de 

endostatina en plaquetas activadas con trombina, mientras que la sobreexpresión de 

C3GΔCat produjo el efecto contrario. Este resultado parecería contradictorio con el mayor 

potencial pro-angiogénico de las plaquetas TgC3G observado; sin embargo, la 

endostatina es un factor anti-angiogénico de menor potencia que la TSP-1, que se 

encontró retenida en gran medida en las plaquetas activadas. Además, la expresión de la 

endostatina en plaquetas es mucho menor que la de TSP-1, de acuerdo a los datos del 

análisis proteómico, y a estudios previos en plaquetas humanas y de ratón  (Burkhart et 

al., 2012; Zeiler et al., 2014). De hecho, la endostatina no fue detectada en el análisis 

proteómico del secretoma, sino únicamente mediante inmunofluorescencia de las 

plaquetas activadas. Esto apunta a un papel de menor relevancia para la endostatina, con 

respecto a la TSP-1, en nuestros modelos de angiogénesis. En conjunto, todos estos 

resultados sugieren que la regulación de la secreción de factores anti-angiogénicos podría 

ocurrir a través de mecanismos diferentes, que en determinados casos dependería de la 

actividad catalítica GEF de C3G. 

 La activación de las plaquetas de los ratones transgénicos, tanto por trombina 

como ADP, produjo una secreción con capacidad neta pro-angiogénica in vitro, según se 

determinó por la cuantificación de diferentes parámetros de desarrollo de la red de 

pseudocapilares formados por las células HUVEC. El mayor efecto pro-angiogénico de los 

secretomas de plaquetas transgénicas contrastaría con la mayor retención de VEGF 

observada en ellas. Sin embargo, se ha reportado que el efecto pro-angiogénico de la 

secreción producida por la activación con trombina de plaquetas humanas es 

principalmente independiente de VEGF (Etulain et al., 2013), lo que resalta la importancia 

del balance general del conjunto de factores angiogénicos en la promoción de este efecto. 

En este sentido, la mayor capacidad pro-angiogénica in vitro de los secretomas de 

plaquetas transgénicas podría estar también influenciada por los menores niveles de 

factores anti-angiogénicos, como TSP-1, PF4 y vWF, encontrados en estos secretomas. 
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Función del C3G plaquetario en la regulación de la angiogénesis in vivo y la 

metástasis tumoral 

 La mayor capacidad pro-angiogénica de los secretomas de las plaquetas de 

ratones transgénicos fue confirmada mediante diferentes modelos in vivo. En el modelo 

de tumor heterotópico de células de carcinoma de pulmón de Lewis (carcinoma de pulmón 

originado en ratón), ambas líneas de ratones transgénicos presentaron una tendencia a 

desarrollar tumores de mayor tamaño. Además, el mayor porcentaje de muerte celular 

encontrado en estos tumores podría estar dado por una tasa de proliferación más 

elevada, que produciría la formación de necrosis en las regiones internas del tumor si la 

funcionalidad de la vascularización formada no es óptima, tal como es el caso de la 

angiogénesis tumoral (Potente et al., 2011; Weis & Cheresh, 2011). Por otra parte, el 

análisis histológico del marcador de células endoteliales CD31, reveló un mayor grado de 

angiogénesis en los tumores de ambas líneas transgénicas de ratón, en comparación con 

sus respectivos controles. En el caso de los ratones TgC3G, el aumento en el número de 

vasos podría estar dado por un incremento en el sprouting de las células endoteliales, 

mientras que el mayor grosor de los vasos encontrados en los tumores de ratones 

TgC3GΔCat podría deberse a una formación más eficiente del lumen de los vasos 

formados, así como de su estabilización y maduración (Adams & Alitalo, 2007; Potente et 

al., 2011). Paralelamente, se confirmó el incremento en el desarrollo de tumores en 

ratones TgC3G, al utilizar un modelo de tumor heterotópico de células de melanoma de 

ratón B16F10. En este caso, el desarrollo de los tumores de los ratones transgénicos 

también se correlaciona con un mayor grado de angiogénesis encontrada en ellos. Este 

modelo no se pudo evaluar en ratones de las líneas WtC3GΔCat ni TgC3GΔCat, debido a 

que el fondo genético de estos ratones es Agouti y no Black, tal como es el caso de las 

líneas WtC3G y TgC3G, y de la propia línea de células B16F10 (Green, 1968).  

 En los modelos tumorales evaluados, la producción de secretomas pro-

angiogénicos por parte de las plaquetas transgénicas activadas en la zona del tumor 

podría explicar en gran medida el mayor desarrollo tumoral observado. De hecho, se 

conoce que ratones deficientes en TSP-1 muestran una revascularización acelerada en 

un modelo de isquemia de extremidad posterior (Kopp et al., 2006), en concordancia con 

los menores niveles de este factor que fueron detectados en dichos secretomas, y con su 

conocido rol negativo en tumorigénesis (Feng et al., 2011; Zaslavsky et al., 2010). No 

obstante, el desarrollo tumoral es un proceso que involucra numerosas variables y que 

puede depender de otros elementos que se conoce que lo promueven, tales como el 
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incremento en el reclutamiento de plaquetas y su activación en el tumor, el aumento en la 

secreción de factores de crecimiento con efecto pro-tumorigénico directo, o inclusive la 

generación de un mayor número de mediadores inflamatorios por parte de las plaquetas 

activadas (Hanahan and Weinberg, 2011; Weis and Cheresh, 2011; Kuznetsov et al., 

2012; Li, 2016). Por otra parte, el mayor grado de angiogénesis encontrado en los ratones 

transgénicos puede estar también influenciado por la participación de las plaquetas en el 

incremento de la vasculogénesis dependiente del reclutamiento de progenitores de 

células endoteliales, ya que se ha reportado que el tratamiento de ratones con aspirina 

produce una disminución del número de células de la médula ósea que son reclutadas a 

tumores en desarrollo (Kuznetsov et al., 2012).  

 Estudios realizados en diferentes modelos in vitro e in vivo, han demostrado la 

existencia de una correlación entre la capacidad que tienen las células tumorales de 

inducir la agregación plaquetaria, y su potencial metastásico in vivo (Karpatkin et al., 

1988; Nierodzik and Karpatkin, 2006; Gay & Felding-Habermann, 2011). En este sentido, 

el incremento en el número de metástasis en pulmón que fueron observadas en los 

ratones TgC3G, con respecto a ratones control, se correlaciona con estudios previos de 

nuestro grupo que demuestran un incremento en la activación y agregación plaquetaria, 

tanto in vitro como in vivo, para este genotipo transgénico (Gutiérrez-Herrero et al., 2012). 

Asimismo, el mayor número de metástasis encontradas en los pulmones de ratones 

TgC3G concuerda con el reclutamiento y la activación (expresión de P-selectina) de un 

mayor número de plaquetas, que fueron observados en los tumores inducidos por células 

B16F10 en ratones de este genotipo.  

 En el contexto fisiológico del modelo de angiogénesis por inducción con 

oxazolona, se encontró que el C3G plaquetario no parece influir en el desarrollo de la 

inflamación, aunque se encontraron los mismos efectos que en los modelos tumorales, 

con respecto al incremento de la angiogénesis en ambas líneas de ratones transgénicos. 

Así, en este modelo, también se encontró un aumento en el número de vasos en las 

orejas de ratones TgC3G, con respecto a los ratones WtC3G, mientras que las orejas de 

ratones TgC3GΔCat mostraron vasos de mayor grosor que los encontrados en los 

respectivos ratones control, lo cual apoya los resultados previos. 

 En los modelos experimentales previos, las plaquetas TgC3G y TgC3GΔCat 

mostraron efectos similares en la angiogénesis in vivo. Sin embargo, en el modelo 

experimental de la inyección subcutánea de botones de Matrigel, sólo en ratones 

TgC3GΔCat se observó una tendencia pro-angiogénica incrementada con respecto a 
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ratones control. Las diferencias detectadas en la secreción de factores específicos como 

la endostatina, tras la activación con trombina, podrían contribuir a la inducción de una 

respuesta angiogénica diferencial en contextos fisiológicos determinados, tales como la 

infiltración de células endoteliales en los botones de Matrigel. En este sentido, niveles 

elevados de endostatina se han relacionado con diferentes condiciones patológicas, como 

la enfermedad coronaria, la calcificación de la válvula aortica y la diabetes mellitus 

(Mitsuma et al., 2007; Sodha et al., 2009; Sponder et al., 2015; 2016). Por otra parte, el 

modelo experimental se basa en la inyección de botones de Matrigel enriquecidos con 

bFGF, por lo que la presencia de este factor podría enmascarar o distorsionar los efectos 

producidos por el conjunto de factores angiogénicos contenidos en la secreción 

plaquetaria liberada en la zona. Adicionalmente, diferentes estudios han descrito un papel 

importante del sistema del plasminógeno (plg) en la angiogénesis inducida por Matrigel, 

encontrándose que explantes de ratones plg -/- que fueron cultivados sobre esta matriz 

mostraron una ausencia de angiogénesis (Brodsky et al., 2001; Oh et al., 2003). En este 

sentido, los niveles de plasminógeno encontrados en el secretoma de ratones TgC3G 

producido por la activación con trombina, fueron mucho menores que los de ratones 

control, lo cual también podría explicar la débil respuesta angiogénica de ratones de este 

genotipo a los botones de Matrigel. En contraste, el secretoma de ratones TgC3GΔCat 

producido por la activación con trombina, presentó niveles de plasminógeno similares a 

los encontrados en ratones control. Este hecho, en conjunto con una disminución más 

pronunciada de factores anti-angiogénicos en el secretoma, podría explicar el incremento 

en la angiogénesis observada en los botones de Matrigel de ratones TgC3GΔCat. Por 

último, se ha descrito que las plaquetas son capaces de la captar y almacenar proteínas 

circulantes que regulan la angiogénesis (Bambace & Holmes, 2011; Feng et al., 2011), 

incluyendo el VEGF contenido en botones de Matrigel (Klement et al., 2009). Por esta 

razón, otros mecanismos, como la captación diferencial de bFGF de los botones de 

Matrigel por las plaquetas TgC3G también podrían contribuir a las diferencias observadas 

en la angiogénesis. 

 En conjunto, estos resultados apoyan la función reguladora del C3G plaquetario en 

la liberación de factores angiogénicos, a través de mecanismos dependientes e 

independientes de su actividad GEF, en contraste con su función en la activación de la 

integrina αIIbβ3 y la agregación plaquetaria que dependen de la activación de Rap1b  

(Gutiérrez-Herrero et al., 2012). En concordancia con esta hipótesis, se ha descrito que la 

secreción de VEGF y endostatina puede ocurrir independientemente de la respuesta de 
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agregación plaquetaria (Etulain et al., 2013). Adicionalmente, se conoce que la secreción 

de los gránulos-α, pero no la secreción de gránulos densos ni la agregación plaquetaria, 

se encuentra involucrada en la angiogénesis mediada por plaquetas (Feng et al., 2011).  

 

Mecanismos moleculares involucrados en la regulación mediada por C3G de 

la secreción plaquetaria de factores angiogénicos  

 Previamente, estudios realizados en plaquetas humanas han descrito la presencia 

de una subpoblación de gránulos-α recubiertos por la v-SNARE VAMP7, que contienen 

factores pro-angiogénicos como VEGF, mientras que los factores anti-angiogénicos son 

contenidos en una subpoblación de gránulos-α recubiertos por VAMP-8 (Peters et al., 

2012). Los datos del presente trabajo muestran la co-localización entre C3G y VEGF en 

plaquetas activadas, lo que llevó al estudio de una posible interacción entre C3G y 

VAMP7 como base molecular para explicar este fenómeno, así como la retención del 

VEGF tras la activación. Además, conociendo que VEGF y bFGF parecen almacenarse 

en la misma subpoblación de gránulos-α (Italiano et al., 2008), la interacción entre C3G y 

VAMP7 también podría explicar la inhibición de la liberación de este factor pro-

angiogénico. Tal como se muestra en los resultados, C3G y VAMP7 parecen interaccionar 

en las plaquetas en reposo y activadas de ambos genotipos transgénicos. Asimismo, esta 

interacción fue observada en células K562 con sobreexpresión de C3G, en las cuales el 

incremento en los niveles de esta proteína induce características megacariocíticas (Ortiz, 

2017). La interacción entre C3G y VAMP7 también fue detectada en experimentos in vitro, 

los cuales sugieren que C3G puede interaccionar, tanto con el dominio longina como con 

el dominio SNARE de VAMP7, de manera similar a lo descrito con la proteína VARP  

(Burgo et al., 2009). 

 La proteína VARP es un GEF de la GTPasa Rab21 (Zhang et al., 2006), y se 

conoce que regula la exocitosis de los gránulos-α plaquetarios mediante su interacción 

con VAMP7 y ARP2/3 (Koseoglu et al., 2015). Tras la activación plaquetaria, VARP se 

libera de su unión a VAMP7, lo que permite la interacción de esta v-SNARE con las 

t-SNAREs de la membrana extracelular plaquetaria (Koseoglu et al., 2015). Datos 

preliminares de nuestro laboratorio muestran que C3G interacciona con el dominio ID de 

VARP, sólo en presencia de VAMP7. Este hecho, en conjunto con los resultados de este 

trabajo, sugiere que la interacción entre C3G y VAMP7 podría impedir la liberación de 

VARP del complejo, produciendo la subsiguiente inhibición de la fusión de esta 
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subpoblación de granulos-α a la membrana extracelular, y la liberación de los factores 

pro-angiogénicos que contienen. Sin embargo, la movilización de los gránulos-α VAMP7+ 

hacia la membrana extracelular durante la extensión plaquetaria no parece verse 

afectada, tal como sugieren nuestros resultados. Por otra parte, la retención de VARP en 

un complejo con C3G y VAMP7, podría limitar su actividad como GEF de Rab21, 

afectándose negativamente la exocitosis de otras subpoblaciones de gránulos-α 

específicas, como la que contendría a los factores anti-angiogénicos. No obstante, la 

secreción plaquetaria a nivel general no se encuentra afectada, ya que no se observan 

diferencias en los niveles de proteína liberada tras la activación, y de hecho, las plaquetas 

transgénicas muestran una mayor área de extensión sobre sustrato. 

 En estudios previos, se ha demostrado la contribución que tiene la fusión de 

gránulos-α VAMP7+ a la membrana extracelular, en la extensión plaquetaria sobre 

sustrato (Koseoglu et al., 2015). Sin embargo, estos estudios también demuestran que la 

deleción de VAMP7 no inhibe por completo la extensión, por lo que sería sólo uno de 

varios mecanismos posibles a través de los cuales podría ocurrir el suministro de 

membrana durante la extensión de la membrana extracelular plaquetaria. En este sentido, 

la retención de los gránulos-α VAMP7+ no estaría necesariamente en contradicción con 

los mayores niveles de extensión observados en las plaquetas transgénicas, ya que la 

fusión de otras subpoblaciones de gránulos-α y los gránulos densos podrían estar 

actuando como fuentes de suministro de membrana durante este proceso, en conjunto 

con el despliegue del OCS (Escolar et al., 1989; White & Escolar, 1991). Por otra parte, 

estudios previos también sugieren que la extensión plaquetaria depende de la actividad 

de RhoA y es independiente de la activación de Rap1 (Aslan & McCarty, 2013). Sin 

embargo, no es necesariamente independiente de C3G, ya que resultados preliminares 

de nuestro grupo muestran que tanto C3G como C3GΔCat son fosforiladas y activadas 

durante la extensión plaquetaria, lo que concordaría con las mayores áreas de extensión 

observadas en las plaquetas de ambos genotipos transgénicos. Adicionalmente, se ha 

descrito extensamente la participación de C3G en los complejos de las adhesiones 

focales y en el remodelado del citoesqueleto (Martín-Encabo et al., 2007; Dayma & Radha 

2011; Radha et al., 2011; Maia et al., 2013; Kumar et al., 2015), lo cual constituye otra 

posibilidad mediante la cual C3G podría estar involucrada en la regulación positiva de la 

extensión plaquetaria, a través de un mecanismo independiente de su efecto sobre la 

secreción de subpoblaciones de gránulos-α específicas. 
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 Una de las características particulares de C3G es su capacidad para llevar a cabo 

numerosas funciones que son independientes de su dominio catalítico, responsable de la 

actividad GEF (Guerrero et al., 1998; 2004; Martín-Encabo et al., 2007; Radha et al., 

2011). Dado que C3G es una proteína con diferentes dominios funcionales, el control de 

la secreción plaquetaria podría incluir mecanismos como interacciones proteína-proteína a 

través de su dominio SH3-b. Este dominio, se encuentra contenido tanto en C3G como en 

C3GΔCat, y se encontraría sobreexpresado en las plaquetas de ambas líneas de ratones 

transgénicos utilizadas en este estudio. Esta posibilidad es la que se encuentra resaltada 

en los resultados del presente trabajo en la cual la interacción, tanto de C3G como de 

C3GΔCat, con VAMP7 parece ser uno de los mecanismos moleculares responsables de 

la regulación de la liberación los factores pro- y anti-angiogénicos contenidos en los 

gránulos-α. Además, como se ha apuntado anteriormente, estos resultados sugieren que 

el papel de C3G en la regulación de la secreción plaquetaria y en la angiogénesis 

mediada por plaquetas es independiente de la activación de Rap1, en contraste con el rol 

que tiene en la agregación plaquetaria, que es dependiente de Rap1b (Gutiérrez-Herrero 

et al., 2012). 

 Los resultados del presente trabajo han sido obtenidos a partir del análisis de la 

expresión transgénica de C3G y C3GΔCat en plaquetas de ratón. En estudios realizados 

en plaquetas humanas y de ratón, se ha detectado la expresión endógena de C3G 

mediante técnicas genómicas y proteómicas (Rowley et al., 2011; Burkhart et al., 2012; 

Zeiler et al., 2014), lo cual sugiere un papel relevante de C3G en plaquetas. 

Adicionalmente, resultados de nuestro laboratorio muestran que el silenciamiento de C3G, 

o su deleción, en las líneas celulares eritroleucémicas K562 y HEL, previene la 

adquisición de características megacariocíticas (Ortiz, 2017). En cualquier caso, el papel 

regulador que se describe para el C3G plaquetario, debe ser contrastado con análisis 

realizados en ratones KO. Dicho estudio no ha sido llevado a cabo hasta la fecha, debido 

a la dificultad involucrada en la generación del modelo animal. En este sentido, se conoce 

que la deleción de C3G es letal (Ohba et al., 2001), y se ha tenido que proceder a la 

construcción de un modelo de ratón KO condicional para el C3G plaquetario. 

Próximamente, este modelo animal se encontrará disponible en nuestro laboratorio para 

proceder a los análisis correspondientes y corroborar el papel de C3G en la regulación de 

las funciones descritas. 

 En resumen, este trabajo proporciona evidencias, por primera vez, que sugieren 

que C3G está involucrado en la regulación de la secreción plaquetaria, la angiogénesis 
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mediada por plaquetas y el desarrollo tumoral. Además, la función reguladora en la 

secreción de los gránulos-α parece estar influenciada por la interacción entre C3G y 

VAMP7 durante la activación plaquetaria. También se muestran evidencias, por primera 

vez, que indican una función pro-metastásica para el C3G plaquetario. En caso de 

confirmarse estas funciones en los análisis con ratones KO, C3G se perfilaría como una 

diana terapéutica potencial en el tratamiento de las metástasis tumorales, y de patologías 

relacionadas con la angiogénesis mediada por plaquetas, como el desarrollo tumoral. 
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1. C3G y C3GΔCat modifican cualitativa y cuantitativamente la secreción plaquetaria, 

produciendo una disminución general de la secreción de factores anti-

angiogénicos, como TSP-1, PF4 y vWF, y de factores pro-angiogénicos, como 

VEGF y bFGF. 

2. C3G promueve la liberación de endostatina por plaquetas activadas, mientras que 

C3GΔCat tiene un efecto opuesto. 

3. C3G y C3GΔCat promueven la liberación de un secretoma plaquetario con 

características netas pro-angiogénicas in vitro.  

4. C3G y C3GΔCat plaquetarios regulan positivamente el desarrollo de la 

angiogénesis en tumores y en orejas de ratón inflamadas. 

5. C3G plaquetario favorece el reclutamiento de las plaquetas a tumores en 

desarrollo, y la producción de metástasis tumorales. 

6. C3GΔCat promueve la angiogénesis en botones de Matrigel inyectados 

subcutáneamente en ratones.   

7. La interacción de C3G y C3GΔCat con VAMP7 en plaquetas activadas constituye 

uno de los mecanismos moleculares que participan en la regulación de la 

secreción de factores angiogénicos por las plaquetas y en la extensión plaquetaria 

sobre sustrato.  

8. El efecto de C3G sobre la regulación de la secreción plaquetaria es 

mayoritariamente independiente de su actividad GEF. 
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Tabla A1. Proteínas más abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3G y TgC3G 
activadas con trombina. 

№ Uniprot Proteína 
MM 

[kDa] 

WtC3G TgC3G 

# PSMs Ranking # PSMs Ranking 

P07724 Serum albumin  68.6 603 1 635 1 

Q80YQ1 Thrombospondin 1  129.6 194 2 151 2 

Q921I1 Serotransferrin  76.6 129 3 111 3 

Q9Z126 Platelet factor 4  11.2 99 4 85 4 

Q61838 Alpha-2-macroglobulin  165.7 68 5 41 5 

P60710 Actin. cytoplasmic 1 41.7 48 6 37 6 

P26039 Talin-1  269.6 47 7 21 10 

P63260 Actin. cytoplasmic 2  41.7 47 8 36 7 

Q00623 Apolipoprotein A-I  30.5 47 9 34 8 

P01942 Hemoglobin subunit alpha 15.0 42 10 26 9 

E9PV24 Protein Fga  87.3 39 11 18 13 

A8DUK4 Beta-globin 15.7 37 12 ― ― 

A0A075B5P6 Ig mu chain C region (Fragment) 50.0 30 13 ― ― 

Q91X72 Hemopexin  51.2 28 14 17 14 

Q01339 Beta-2-glycoprotein 1 38.5 26 15 ― ― 

E9QPU1 von Willebrand factor  308.9 25 16 12 21 

P01027 Complement C3  186.3 25 17 6 38 

A0A0R4J0I1 MCG1051009 46.6 24 18 20 11 

P20918 Plasminogen  90.7 22 19 2 92 

P21614 Vitamin D-binding protein  53.5 21 20 14 17 

Q8BFZ3 Beta-actin-like protein 2 41.9 20 21 ― ― 

Q8VDD5 Myosin-9  226.2 19 22 12 20 

Q9EQI5 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7. 
isoform CRA_b  

12.2 19 23 20 12 

Q8K0E8 Fibrinogen beta chain  54.7 19 24 5 44 

P23953 Carboxylesterase 1C  61.0 16 25 13 19 

B7FAV1 Filamin. alpha (Fragment)  274.4 16 26 10 23 

P17182 Alpha-enolase  47.1 15 27 9 26 

P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A  39.3 15 28 6 39 

P08905 Lysozyme C-2  16.6 14 29 16 15 

P28665 Murinoglobulin-1 165.1 14 30 7 34 

Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3  45.7 13 31 14 18 

O08677-2 Isoform LMW of Kininogen-1  47.8 13 32 8 30 

P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  17.9 12 33 10 22 

P68368 Tubulin alpha-4A chain  49.8 12 34 9 25 

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein  70.8 11 35 8 28 

Q64727 Vinculin  116.6 11 36 7 33 

Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain  49.3 11 37 3 71 

D3Z5G7 Protein Ces1b 62.1 11 38 ― ― 
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P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 37.3 10 39 7 31 

P62962 Profilin-1  14.9 10 40 5 49 

D6RGQ0 Complement factor H 124.9 10 41 ― ― 

E9Q748 Antileukoproteinase  11.9 10 42 3 76 

O88342 WD repeat-containing protein 1  66.3 9 43 4 50 

Q60605 Myosin light polypeptide 6  16.9 9 44 3 66 

G3X9T8 Ceruloplasmin  121.0 9 45 6 41 

A0A075B5V0 MCG114299 (Fragment) 12.9 8 46 ― ― 

P06330 Ig heavy chain V region AC38 205.12 12.9 8 47 ― ― 

O35930 Platelet glycoprotein Ib alpha chain  80.0 8 48 5 42 

Q8CG19-3 
Isoform 3 of Latent-transforming 
growth factor beta-binding protein 1 

147.3 8 49 ― ― 

P06728 Apolipoprotein A-IV  45.0 8 50 7 37 

Q00897 Alpha-1-antitrypsin 1-4 45.9 8 51 8 29 

A2AQ07 Tubulin beta-1 chain  50.4 7 52 8 27 

P20029 78 kDa glucose-regulated protein  72.3 7 53 6 40 

Q9JJZ2 Tubulin alpha-8 chain 50.0 7 54 7 32 

Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 45.8 7 55 ― ― 

P18760 Cofilin-1  18.5 7 56 5 46 

Q01853 
Transitional endoplasmic reticulum 
ATPase  

89.2 7 57 4 55 

D3YY36 Protein 1300017J02Rik  68.5 7 58 4 52 

P21107-2 
Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3 
chain 

29.0 7 59 ― ― 

P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2  45.9 7 60 7 36 

Q07797 Galectin-3-binding protein  64.4 6 61 5 43 

A0A0N4SVL8 Multimerin-1 135.7 6 62 ― ― 

P20065-2 Isoform Short of Thymosin beta-4 5.0 6 63 ― ― 

P63101 14-3-3 protein zeta/delta  27.7 6 64 7 35 

P39876 Metalloproteinase inhibitor 3  24.1 6 65 2 84 

E9Q7Q3 Tropomyosin alpha-3 chain 28.7 6 66 ― ― 

Q9R0P5 Destrin 18.5 6 67 ― ― 

P09813 Apolipoprotein A-II  11.3 6 68 4 61 

Q02053 
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 1  

117.7 5 69 4 56 

P57780 Alpha-actinin-4 104.9 5 70 ― ― 

Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain  28.4 5 71 5 48 

Q64442 Sorbitol dehydrogenase 38.2 5 72 5 47 

P06151 L-lactate dehydrogenase A chain  36.4 5 73 4 60 

Q08761 Vitamin K-dependent protein S 74.8 5 74 2 78 

O88783 Coagulation factor V  247.0 5 75 4 59 

P17751 Triosephosphate isomerase 32.1 5 76 ― ― 

P01029 Complement C4-B 192.7 5 77 3 67 

P68510 14-3-3 protein eta 28.1 5 78 ― ― 

Q19LI2 Alpha-1B-glycoprotein 56.5 5 79 ― ― 
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P52480 Pyruvate kinase PKM 57.8 4 80 4 51 

A0A0R4J1N3 Apolipoprotein C-III 10.9 4 81 3 62 

O89020 Afamin 69.3 4 82 4 58 

F8WI14 Extracellular matrix protein 1 62.6 4 83 2 80 

Q9D6F9 Tubulin beta-4A chain 49.5 4 84 4 57 

P04202 Transforming growth factor beta-1 44.2 4 85 2 88 

O70400 PDZ and LIM domain protein 1 35.7 4 86 ― ― 

Q9QWK4 CD5 antigen-like 38.8 4 87 ― ― 

Q7TQE2 Zyx protein 56.9 4 88 ― ― 

Q03350 Thrombospondin-2 129.7 4 89 2 86 

A0A0A6YWH7 Antithrombin-III (Fragment)  31.9 4 90 2 91 

A0A075B5P3 Protein Ighg2b (Fragment)  36.6 4 91 3 63 

S4R2J8 Bridging integrator 2 50.8 4 92 ― ― 

Q91VW3 
SH3 domain-binding glutamic acid-
rich-like protein 3 

10.4 4 93 ― ― 

Q8K558 Trem-like transcript 1 protein  33.5 4 94 2 100 

H3BJP2 
S-formylglutathione hydrolase 
(Fragment) 

27.1 4 95 3 74 

P57774 Pro-neuropeptide Y 10.8 4 96 2 98 

A0A075B5M7 Protein Igkv5-39  10.4 4 97 3 68 

P27773 Protein disulfide-isomerase A3  56.6 4 98 3 65 

Q61646 Haptoglobin 38.7 4 99 ― ― 

P50228 C-X-C motif chemokine 5 14.2 4 100 ― ― 

E9Q223 
Hemoglobin subunit beta-1 
(Fragment) 

11.1 ― ― 15 16 

P01872 Ig mu chain C region 49.9 ― ― 9 24 

I7HJR3 Beta-2-glycoprotein 1 (Fragment) 16.8 ― ― 5 45 

Q99JY9 Actin-related protein 3 47.3 ― ― 4 54 

Q07456 Protein AMBP 39.0 ― ― 4 53 

O08538 Angiopoietin-1 57.5 ― ― 3 72 

Q9ESB3 Histidine-rich glycoprotein 59.1 ― ― 3 75 

Q61703 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain H2 

105.9 ― ― 3 70 

Q7TMM9 Tubulin beta-2A chain 49.9 ― ― 3 69 

P99024 Tubulin beta-5 chain 49.6 ― ― 3 73 

Q6P1B1 Xaa-Pro aminopeptidase 1 69.5 ― ― 3 64 

Q9Z1Q5 
Chloride intracellular channel protein 
1 

27.0 ― ― 2 93 

A0A0A6YWP4 Complement factor H (Fragment) 94.2 ― ― 2 89 

Q8K1B8 Fermitin family homolog 3 75.6 ― ― 2 90 

P07901 Heat shock protein HSP 90-alpha 84.7 ― ― 2 85 

A0A075B5P4 
Ig gamma-1 chain C region secreted 
form (Fragment) 

35.7 ― ― 2 82 

Q9QUM0 Integrin alpha-Iib 112.6 ― ― 2 87 

O55222 Integrin-linked protein kinase 51.3 ― ― 2 95 

P03987-2 
Isoform 2 of Ig gamma-3 chain C 
region 

36.2 ― ― 2 96 
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Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein 37.4 ― ― 2 81 

Q9D154 Leukocyte elastase inhibitor A 42.5 ― ― 2 83 

P09411 Phosphoglycerate kinase 1 44.5 ― ― 2 77 

Q9DBJ1 Phosphoglycerate mutase 1 28.8 ― ― 2 99 

P26262 Plasma kallikrein 71.3 ― ― 2 97 

Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 23.4 ― ― 2 79 

D3Z2H9 Uncharacterized protein 29.0 ― ― 2 94 

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada 
proteína en el secretoma (Liu et al., 2012). (–) Indica que la proteína no fue detectada en el secretoma. El 
análisis fue realizado con 15 µL a partir de 200 µL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada 
genotipo. MM: masa molecular. 

 

Tabla A2. Proteínas más abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3GΔCat y 
TgC3GΔCat activadas con trombina. 

№ Uniprot Proteína 
MM 

[kDa] 

WtC3GΔCat TgC3GΔCat 

# PSMs Ranking # PSMs Ranking 

P07724 Serum albumin  68.6 650 1 790 1 

Q80YQ1 Thrombospondin 1 129.6 163 2 99 3 

Q921I1 Serotransferrin  76.6 127 3 158 2 

Q91VB8 Alpha globin 1 15.1 73 4 ― ― 

Q9Z126 Platelet factor 4  11.2 71 5 65 7 

Q61838 Alpha-2-macroglobulin  165.7 67 6 89 4 

P60710 Actin, cytoplasmic 1  41.7 59 7 29 12 

P63260 Actin, cytoplasmic 2 41.7 57 8 29 11 

P26039 Talin-1  269.6 55 9 31 10 

A8DUK4 Beta-globin  15.7 54 10 66 6 

A0A0R4J0I1 MCG1051009  46.6 54 11 56 9 

Q00623 Apolipoprotein A-I  30.5 42 12 71 5 

Q8VDD5 Myosin-9 226.2 35 13 12 29 

E9PV24 Protein Fga  87.3 31 14 ― ― 

P20918 Plasminogen  90.7 30 15 22 17 

E9QPU1 von Willebrand factor  308.9 29 16 19 19 

P01027 Complement C3 186.3 28 17 22 15 

P21614 Vitamin D-binding protein  53.5 26 18 26 13 

P28665 Murinoglobulin-1  165.1 26 19 12 30 

Q9EQI5 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7, 
isoform CRA_b  

12.2 25 20 12 31 

Q91X72 Hemopexin  51.2 25 21 23 14 

B7FAV1 Filamin, alpha (Fragment)  274.4 22 22 16 22 

P23953 Carboxylesterase 1C 61.0 21 23 21 18 

P01872 Ig mu chain C region  49.9 20 24 15 23 

P62962 Profilin-1  14.9 19 25 7 50 

P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein  37.3 16 26 18 20 
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Q8CG19 
Latent-transforming growth factor 
beta-binding protein 1  

186.5 16 27 6 56 

P08905 Lysozyme C-2  16.6 15 28 14 25 

P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A  17.9 15 29 10 34 

P17182 Alpha-enolase 47.1 15 30 ― ― 

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein  70.8 15 31 10 35 

O88342 WD repeat-containing protein 1  66.3 14 32 7 46 

P68369 Tubulin alpha-1A chain  50.1 14 33 ― ― 

Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3  45.7 14 34 22 16 

D6RGQ0 Complement factor H  124.9 14 35 10 38 

O08677-2 Isoform LMW of Kininogen-1  47.8 14 36 10 36 

P68368 Tubulin alpha-4A chain  49.8 13 37 9 40 

Q60605 Myosin light polypeptide 6  16.9 13 38 3 99 

P09813 Apolipoprotein A-II  11.3 13 39 16 21 

A2AQ07 Tubulin beta-1 chain  50.4 12 40 4 76 

P52480 Pyruvate kinase PKM  57.8 12 41 6 53 

P63101 14-3-3 protein zeta/delta  27.7 12 42 8 44 

Q00897 Alpha-1-antitrypsin 1-4  45.9 12 43 14 26 

G3X9T8 Ceruloplasmin  121.0 12 44 10 37 

P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2  45.9 12 45 15 24 

P20029 78 kDa glucose-regulated protein 72.3 11 46 9 39 

P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A  39.3 11 47 13 28 

O88783 Coagulation factor V  247.0 11 48 3 88 

P52480-2 Isoform M1 of Pyruvate kinase PKM  57.9 11 49 ― ― 

Q01339 Beta-2-glycoprotein 1  38.5 11 50 5 63 

P27773 Protein disulfide-isomerase A3  56.6 11 51 4 74 

Q9DBD0 Inhibitor of carbonic anhydrase  76.7 10 52 14 27 

Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain  49.3 10 53 5 67 

P68372 Tubulin beta-4B chain  49.7 10 54 ― ― 

O35930 Platelet glycoprotein Ib alpha chain  80.0 10 55 5 62 

Q8K0E8 Fibrinogen beta chain  54.7 10 56 ― ― 

Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 45.8 9 57 8 45 

A0A0N4SVL8 Multimerin-1  135.7 9 58 4 72 

Q64442 Sorbitol dehydrogenase  38.2 9 59 5 61 

Q01853 
Transitional endoplasmic reticulum 
ATPase  

89.2 8 60 4 81 

Q64727 Vinculin  116.6 8 61 3 95 

P18760 Cofilin-1 18.5 8 62 4 79 

Q07235 Glia-derived nexin  44.1 8 63 ― ― 

P17751 Triosephosphate isomerase  32.1 8 64 5 65 

P06728 Apolipoprotein A-IV 45.0 8 65 12 32 

A0A075B5P3 Protein Ighg2b (Fragment) 36.6 8 66 6 58 

Q9WVF5 Epidermal growth factor receptor  72.8 8 67 6 60 

Q02053 
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 1  

117.7 7 68 ― ― 
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P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 36.4 7 69 4 80 

Q9WVA4 Transgelin-2  22.3 7 70 ― ― 

P04202 Transforming growth factor beta-1  44.2 7 71 ― ― 

P04186 Complement factor B  84.9 7 72 7 51 

P20065-2 Isoform Short of Thymosin beta-4  5.0 7 73 7 48 

Q7TQE2 Zyx protein  56.9 7 74 3 93 

P68510 14-3-3 protein eta 28.1 7 75 5 71 

P57780 Alpha-actinin-4 104.9 6 76 ― ― 

P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1  20.5 6 77 ― ― 

O88947 Coagulation factor X  53.9 6 78 ― ― 

Q9DBB9 Carboxypeptidase N subunit 2  60.4 6 79 3 92 

P09411 Phosphoglycerate kinase 1  44.5 6 80 ― ― 

Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain  28.4 6 81 4 75 

P99024 Tubulin beta-5 chain  49.6 6 82 ― ― 

P21107-2 
Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3 
chain 

29.0 6 83 ― ― 

Q91VW3 
SH3 domain-binding glutamic acid-
rich-like protein 3 

10.4 6 84 5 69 

H3BJP2 
S-formylglutathione hydrolase 
(Fragment)  

27.1 6 85 6 59 

Q8K558 Trem-like transcript 1 protein 33.5 6 86 ― ― 

P08226 Apolipoprotein E 35.8 6 87 9 41 

Q06890 Clusterin  51.6 6 88 5 66 

P29788 Vitronectin  54.8 6 89 7 52 

P08113 Endoplasmin  92.4 6 90 ― ― 

A0A0R4J1N3 Apolipoprotein C-III  10.9 5 91 7 47 

Q6YJU1 Fetuin-B  33.8 5 92 ― ― 

S4R1B8 Bridging integrator 2  51.5 5 93 ― ― 

Q08761 Vitamin K-dependent protein S 74.8 5 94 4 77 

E9Q7Q3 Tropomyosin alpha-3 chain 28.7 5 95 3 100 

P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha  50.4 5 96 ― ― 

P40142 Transketolase 67.5 5 97 ― ― 

P26262 Plasma kallikrein 71.3 5 98 7 49 

P39876 Metalloproteinase inhibitor 3  24.1 5 99 ― ― 

Q9ESB3 Histidine-rich glycoprotein 59.1 5 100 3 98 

P01942 Hemoglobin subunit alpha  15.0 ― ― 60 8 

G3X8T9 
Serine (Or cysteine) peptidase 
inhibitor, clade A, member 3N, 
isoform CRA_a  

46.7 ― ― 11 33 

Q99K47 Fibrinogen, alpha polypeptide  61.2 ― ― 8 42 

P68373 Tubulin alpha-1C chain  49.8 ― ― 8 43 

A2A997 
Complement component C8 alpha 
chain  

65.3 ― ― 6 54 

A0A075B5P4 
Ig gamma-1 chain C region secreted 
form (Fragment)  

35.7 ― ― 6 57 

Q61703 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain H2  

105.8 ― ― 6 55 

P01029 Complement C4-B  192.7 ― ― 5 64 
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Q61129 Complement factor I  67.2 ― ― 5 70 

H7BX99 Prothrombin  70.1 ― ― 5 68 

O89020 Afamin 69.3 ― ― 4 73 

Q19LI2 Alpha-1B-glycoprotein  56.5 ― ― 4 84 

B7ZNJ1 Fibronectin  239.5 ― ― 4 78 

P03987-2 
Isoform 2 of Ig gamma-3 chain C 
region  

36.2 ― ― 4 83 

Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein  37.4 ― ― 4 82 

A0A075B5V1 Protein Ighv1-31  10.9 ― ― 4 85 

P13609 Serglycin  16.7 ― ― 4 86 

A0A0A6YX70 Antithrombin-III (Fragment) 11.5 ― ― 3 94 

Q07968 Coagulation factor XIII B chain  76.1 ― ― 3 89 

P28798 Granulins  63.4 ― ― 3 97 

P01660 
Ig kappa chain V-III region PC 
3741/TEPC 111  

12.0 ― ― 3 90 

Q07456 Protein AMBP  39.0 ― ― 3 91 

A0A0A6YYE7 Protein Igkv4-57 (Fragment)  12.6 ― ― 3 87 

Q6P1B1 Xaa-Pro aminopeptidase 1  69.5 ― ― 3 96 

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada 
proteína en el secretoma (Liu et al., 2012). (–) Indica que la proteína no fue detectada en el secretoma. El 
análisis fue realizado con 15 µL a partir de 200 µL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada 
genotipo. MM: masa molecular. 

 

Tabla A3. Proteínas más abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3G y TgC3G 
activadas con ADP. 

№ Uniprot Proteína MM [kDa] 
WtC3G TgC3G 

# PSMs Ranking # PSMs Ranking 

P07724 Serum albumin 68,6 501 1 684 1 

Q921I1 Serotransferrin 76,7 110 2 117 2 

Q61838 Alpha-2-macroglobulin 165,7 81 3 51 4 

Q80YQ1 Thrombospondin 1 129,6 72 4 62 3 

P26039 Talin-1 269,7 50 5 19 12 

P60710 Actin, cytoplasmic 1 41,7 48 6 24 8 

P63260 Actin, cytoplasmic 2 41,8 46 7 22 10 

A0A075B5P6 Ig mu chain C region (Fragment) 50,0 46 8 ― ― 

A0A0R4J0I1 MCG1051009 46,6 43 9 20 11 

E9PV24 Protein Fga 87,4 42 10 ― ― 

P01027 Complement C3 186,4 42 11 25 7 

Q91X72 Hemopexin 51,3 41 12 24 9 

Q8K0E8 Fibrinogen beta chain 54,7 40 13 7 48 

Q8VDD5 Myosin-9 226,2 38 14 17 14 

P21614 Vitamin D-binding protein 53,6 33 15 26 6 

Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain 49,4 30 16 7 45 

P20918 Plasminogen 90,7 30 17 10 32 
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Q00623 Apolipoprotein A-I 30,6 29 18 30 5 

Q01339 Beta-2-glycoprotein 38,6 28 19 12 25 

A8DUK4 Beta-globin 15,7 26 20 ― ― 

D6RGQ0 Complement factor H 125,0 26 21 10 31 

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 70,8 25 22 12 23 

G3X9T8 Ceruloplasmin 121,0 24 23 9 37 

P28665 Murinoglobulin-1 165,2 24 24 7 47 

Q61147 Ceruloplasmin 121,1 23 25 ― ― 

E9QPU1 von Willebrand factor 309,0 23 26 9 36 

B7FAU9 Filamin, alpha 280,3 21 27 18 13 

P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 39,3 19 28 11 27 

P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 18,0 19 29 16 16 

P20029 78 kDa glucose-regulated protein 72,4 18 30 12 22 

O88342 WD repeat-containing protein 66,4 17 31 11 26 

Q9DBD0 Inhibitor of carbonic anhydrase 76,7 17 32 9 35 

P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2 45,9 17 33 12 24 

Q00897 Alpha-1-antitrypsin 1-4 46,0 16 34 11 29 

P23953 Carboxylesterase 1C 61,0 15 35 13 19 

P01942 Hemoglobin subunit alpha 15,1 15 36 13 21 

P68368 Tubulin alpha-4A chain 49,9 15 37 7 50 

P68369 Tubulin alpha-1A chain 50,1 14 38 ― ― 

Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3 45,8 14 39 14 18 

P63101 14-3-3 protein zeta/delta 27,8 14 40 11 28 

P06728 Apolipoprotein A-IV 45,0 14 41 6 61 

P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 37,3 13 42 6 53 

Q60605 Myosin light polypeptide 6 16,9 13 43 7 49 

A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 50,4 13 44 5 64 

Q61129 Complement factor I 67,2 13 45 3 100 

P17182 Alpha-enolase 47,1 13 46 6 56 

P21107-2 
Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3 
chain 

29,0 13 47 8 42 

Q9QWK4 CD5 antigen-like 38,8 12 48 4 77 

Q9Z126 Platelet factor 4 11,2 12 49 10 30 

O08677-2 Isoform LMW of Kininogen-1 47,9 12 50 7 46 

P27773 Protein disulfide-isomerase A3 56,6 11 51 8 43 

Q61703 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain H2 

105,9 11 52 ― ― 

A0A075B5P3 Protein Ighg2b (Fragment) 36,7 11 53 5 68 

O89020 Afamin 69,3 11 54 8 41 

P17751 Triosephosphate isomerase 32,2 11 55 8 40 

P56480 
ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial 

56,3 10 56 4 86 

G3X8T9 
Serine (Or cysteine) peptidase 
inhibitor, clade A, member 3N, 
isoform CRA_a 

46,7 10 57 7 51 

P52480 Pyruvate kinase PKM 57,8 10 58 ― ― 
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P08226 Apolipoprotein E 35,8 10 59 5 69 

Q19LI2 Alpha-1B-glycoprotein 56,5 10 60 ― ― 

P08905 Lysozyme C-2 16,7 9 61 8 38 

O35930 Platelet glycoprotein Ib alpha chain 80,0 9 62 9 34 

Q02053 
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 1 

117,7 9 63 ― ― 

Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 45,9 9 64 5 70 

P68372 Tubulin beta-4B chain 49,8 9 65 ― ― 

P40142 Transketolase 67,6 9 66 4 74 

P62962 Profilin-1 14,9 9 67 4 78 

Q7TQE2 Zyx protein 57,0 9 68 4 81 

Q9EQI5 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7, 
isoform CRA_b 

12,2 9 69 10 33 

P04186 Complement factor B 85,0 9 70 4 88 

Q9ESB3 Histidine-rich glycoprotein 59,1 9 71 ― ― 

P01592 Immunoglobulin J chain 18,0 9 72 ― ― 

A0A075B5V0 MCG114299 (Fragment) 12,9 8 73 ― ― 

Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein 37,4 8 74 3 94 

Q9JJZ2 Tubulin alpha-8 chain 50,0 8 75 ― ― 

P68510 14-3-3 protein eta 28,2 8 76 8 44 

Q61646 Haptoglobin 38,7 8 77 ― ― 

E9Q7Q3 Tropomyosin alpha-3 chain 28,7 8 78 8 39 

A0A075B5V1 Protein Ighv1-31 11,0 7 79 ― ― 

Q64442 Sorbitol dehydrogenase 38,2 7 80 6 54 

P09411 Phosphoglycerate kinase 1 44,5 7 81 ― ― 

Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 28,5 7 82 5 65 

Q9WVF5 Epidermal growth factor receptor 72,9 7 83 3 97 

Q8CG19 
Latent-transforming growth factor 
beta-binding protein 1 

186,6 7 84 ― ― 

Q9DBB9 Carboxypeptidase N subunit 2 60,4 7 85 ― ― 

P29788 Vitronectin 54,8 7 86 ― ― 

P13020-2 Isoform 2 of Gelsolin 80,7 7 87 3 98 

P01029 Complement C4-B 192,8 7 88 4 87 

P18760 Cofilin-1 18,5 7 89 6 55 

Q9WVA4 Transgelin-2 22,4 7 90 4 79 

A2A5N1 14-3-3 protein beta/alpha (Fragment) 18,3 7 91 ― ― 

P50396 Rab GDP dissociation inhibitor alpha 50,5 7 92 ― ― 

P32261 Antithrombin-III 52,0 7 93 ― ― 

A0A075B5P2 Protein Igkc (Fragment) 11,9 7 94 ― ― 

P01837 Ig kappa chain C region 11,8 7 95 ― ― 

A0A0A6YXA5 MCG114298 (Fragment) 12,9 6 96 ― ― 

S4R1B8 Bridging integrator 2 51,6 6 97 ― ― 

A0A0R4J1N3 Apolipoprotein C-III 10,9 6 98 4 73 

Q64727 Vinculin 116,6 6 99 5 67 

Q01853 Transitional endoplasmic reticulum 89,3 6 100 4 82 
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ATPase 

P01872 Ig mu chain C region 49,9 ― ― 16 15 

E9Q223 
Hemoglobin subunit beta-1 
(Fragment) 

11,1 ― ― 15 17 

Q99K47 Fibrinogen, alpha polypeptide 61,3 ― ― 13 20 

P68373 Tubulin alpha-1C chain 49,9 ― ― 7 52 

A0A075B5M7 Protein Igkv5-39 10,4 ― ― 6 57 

A0A075B5P4 
Ig gamma-1 chain C region secreted 
form (Fragment) 

35,7 ― ― 6 58 

P20065-2 Isoform Short of Thymosin beta-4 5,0 ― ― 6 59 

P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 36,5 ― ― 6 60 

Q91VW3 
SH3 domain-binding glutamic acid-
rich-like protein 3 

10,5 ― ― 6 62 

P68254-2 Isoform 2 of 14-3-3 protein theta 27,7 ― ― 6 63 

A0A0R4J1P2 Tropomyosin alpha-3 chain 32,8 ― ― 5 66 

Q9CQV8 14-3-3 protein beta/alpha 28,1 ― ― 5 71 

P09813 Apolipoprotein A-II 11,3 ― ― 5 72 

P06330 
Ig heavy chain V region AC38 
205.12 

12,9 ― ― 4 75 

Q9R0P5 Destrin 18,5 ― ― 4 76 

H3BJP2 
S-formylglutathione hydrolase 
(Fragment) 

27,1 ― ― 4 80 

P61982 14-3-3 protein gamma 28,3 ― ― 4 83 

P03987-2 
Isoform 2 of Ig gamma-3 chain C 
region 

36,2 ― ― 4 84 

A0A0A6YX70 Antithrombin-III (Fragment) 11,6 ― ― 4 85 

P08249 
Malate dehydrogenase, 
mitochondrial 

35,6 ― ― 4 89 

P01660 
Ig kappa chain V-III region PC 
3741/TEPC 111 

12,1 ― ― 3 90 

Q8CG19-3 
Isoform 3 of Latent-transforming 
growth factor beta-binding protein 1 

147,3 ― ― 3 91 

F8WI14 Extracellular matrix protein 1 62,7 ― ― 3 92 

Q07456 Protein AMBP 39,0 ― ― 3 93 

P97315 Cysteine and glycine-rich protein 1 20,6 ― ― 3 95 

Q9Z2U1 Proteasome subunit alpha type-5 26,4 ― ― 3 96 

P97447 
Four and a half LIM domains protein 
1 

31,9 ― ― 3 99 

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada 
proteína en el secretoma (Liu et al., 2012). (–) Indica que la proteína no fue detectada en el secretoma. El 
análisis fue realizado con 15 µL a partir de 200 µL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada 
genotipo. MM: masa molecular. 

 

Tabla A4. Proteínas más abundantes (top 100) presentes en el secretoma de plaquetas WtC3GΔCat y 
TgC3GΔCat activadas con ADP. 

№ Uniprot Proteína 
MM 

[kDa] 

WtC3GΔCat TgC3GΔCat 

# PSMs Ranking # PSMs Ranking 

P07724 Serum albumin 68,6 616 1 685 1 

Q921I1 Serotransferrin 76,7 115 2 120 2 



  ANEXOS 
 

127 
 

Q80YQ1 Thrombospondin 1 129,6 84 3 44 5 

Q61838 Alpha-2-macroglobulin 165,7 73 4 58 4 

Q91VB8 Alpha globin 1 15,1 61 5 ― ― 

Q00623 Apolipoprotein A-I 30,6 47 6 66 3 

P60710 Actin, cytoplasmic 1 41,7 45 7 29 7 

P63260 Actin, cytoplasmic 2 41,8 43 8 26 8 

A0A0R4J0I1 MCG1051009 46,6 43 9 39 6 

P26039 Talin-1 269,7 37 10 16 14 

A8DUK4 Beta-globin 15,7 32 11 ― ― 

Q8VDD5 Myosin-9 226,2 25 12 7 38 

P01027 Complement C3 186,4 23 13 19 11 

Q91X72 Hemopexin 51,3 23 14 15 17 

P21614 Vitamin D-binding protein 53,6 22 15 19 12 

P01872 Ig mu chain C region 49,9 21 16 15 16 

Q9Z126 Platelet factor 4 11,2 21 17 17 13 

Q99K47 Fibrinogen, alpha polypeptide 61,3 21 18 10 29 

A0A0R4J0X5 Alpha-1-antitrypsin 1-3 45,8 19 19 ― ― 

B7FAV1 Filamin, alpha (Fragment) 274,5 18 20 13 19 

P28665 Murinoglobulin-1 165,2 17 21 13 20 

P17742 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 18,0 17 22 8 35 

Q9EQI5 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 7, 
isoform CRA_b 

12,2 17 23 10 27 

P23953 Carboxylesterase 1C 61,0 16 24 11 22 

P20918 Plasminogen 90,7 16 25 11 24 

P09813 Apolipoprotein A-II 11,3 15 26 10 28 

Q8K0E8 Fibrinogen beta chain 54,7 14 27 7 39 

P05064 Fructose-bisphosphate aldolase A 39,3 14 28 10 30 

P22599 Alpha-1-antitrypsin 1-2 45,9 14 29 11 23 

O08677-2 Isoform LMW of Kininogen-1 47,9 14 30 14 18 

P07758 Alpha-1-antitrypsin 1-1 46,0 13 31 ― ― 

P63101 14-3-3 protein zeta/delta 27,8 13 32 ― ― 

Q00897 Alpha-1-antitrypsin 1-4 46,0 13 33 10 26 

P20029 78 kDa glucose-regulated protein 72,4 11 34 3 71 

O88342 WD repeat-containing protein 1 66,4 11 35 5 43 

P68373 Tubulin alpha-1C chain 49,9 11 36 ― ― 

E9QPU1 von Willebrand factor 309,0 11 37 4 52 

P63017 Heat shock cognate 71 kDa protein 70,8 11 38 5 47 

G3X9T8 Ceruloplasmin 121,0 11 39 9 31 

P68368 Tubulin alpha-4A chain 49,9 10 40 7 37 

O35930 Platelet glycoprotein Ib alpha chain 80,0 10 41 6 40 

Q9DBD0 Inhibitor of carbonic anhydrase 76,7 10 42 9 32 

P62962 Profilin-1 14,9 9 43 ― ― 

P08905 Lysozyme C-2 16,7 9 44 4 56 
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P29699 Alpha-2-HS-glycoprotein 37,3 9 45 12 21 

Q6IRU2 Tropomyosin alpha-4 chain 28,5 9 46 4 54 

Q00898 Alpha-1-antitrypsin 1-5 45,9 8 47 5 42 

D6RGQ0 Complement factor H 125,0 8 48 ― ― 

P18760 Cofilin-1 18,5 8 49 3 70 

Q7TQE2 Zyx protein 57,0 8 50 2 93 

P21107-2 
Isoform 2 of Tropomyosin alpha-3 
chain 

29,0 8 51 ― ― 

P06151 L-lactate dehydrogenase A chain 36,5 8 52 3 85 

Q01339 Beta-2-glycoprotein 1 38,6 8 53 ― ― 

P68510 14-3-3 protein eta 28,2 8 54 ― ― 

P17751 Triosephosphate isomerase 32,2 7 55 3 73 

Q8VCM7 Fibrinogen gamma chain 49,4 7 56 4 55 

P27773 Protein disulfide-isomerase A3 56,6 7 57 ― ― 

Q01853 
Transitional endoplasmic reticulum 
ATPase 

89,3 7 58 ― ― 

P08226 Apolipoprotein E 35,8 7 59 4 53 

A2AQ07 Tubulin beta-1 chain 50,4 6 60 8 34 

Q64442 Sorbitol dehydrogenase 38,2 6 61 ― ― 

P04186 Complement factor B 85,0 6 62 5 45 

Q60605 Myosin light polypeptide 6 16,9 6 63 ― ― 

Q64727 Vinculin 116,6 6 64 2 95 

A0A075B5P4 
Ig gamma-1 chain C region secreted 
form (Fragment) 

35,7 6 65 4 58 

A0A075B5P3 Protein Ighg2b (Fragment) 36,7 6 66 3 74 

A0A075B5V1 Protein Ighv1-31 11,0 6 67 4 62 

A0A0J9YUQ8 Gelsolin (Fragment) 62,3 6 68 ― ― 

P52480 Pyruvate kinase PKM 57,8 5 69 3 78 

Q02053 
Ubiquitin-like modifier-activating 
enzyme 1 

117,7 5 70 ― ― 

H3BJP2 
S-formylglutathione hydrolase 
(Fragment) 

27,1 5 71 3 87 

P40142 Transketolase 67,6 5 72 ― ― 

P09411 Phosphoglycerate kinase 1 44,5 5 73 2 94 

A0A075B5V0 MCG114299 (Fragment) 12,9 5 74 ― ― 

Q9WVF5 Epidermal growth factor receptor 72,9 5 75 ― ― 

Q91VW3 
SH3 domain-binding glutamic acid-
rich-like protein 3 

10,5 5 76 3 72 

P20065-2 Isoform Short of Thymosin beta-4 5,0 5 77 6 41 

P06728 Apolipoprotein A-IV 45,0 5 78 9 33 

P61982 14-3-3 protein gamma 28,3 5 79 ― ― 

Q9ESB3 Histidine-rich glycoprotein 59,1 5 80 4 63 

A0A0A6YXN4 Protein Ighv1-18 (Fragment) 12,9 4 81 ― ― 

A0A0R4J1N3 Apolipoprotein C-III 10,9 4 82 4 49 

Q9DBB9 Carboxypeptidase N subunit 2 60,4 4 83 4 50 

Q9QWK4 CD5 antigen-like 38,8 4 84 4 60 

O54890 Integrin beta-3 86,7 4 85 2 99 
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P14152 Malate dehydrogenase, cytoplasmic 36,5 4 86 ― ― 

O89020 Afamin 69,3 4 87 4 51 

Q61129 Complement factor I 67,2 4 88 ― ― 

S4R2J8 Bridging integrator 2 50,9 4 89 ― ― 

P56480 
ATP synthase subunit beta, 
mitochondrial 

56,3 4 90 ― ― 

Q9D6F9 Tubulin beta-4A chain 49,6 4 91 3 84 

E9Q453 Tropomyosin alpha-1 chain 28,5 4 92 2 98 

A0A075B5P2 Protein Igkc (Fragment) 11,9 4 93 ― ― 

E9Q748 Antileukoproteinase 11,9 4 94 ― ― 

Q7TMM9 Tubulin beta-2A chain 49,9 4 95 ― ― 

Q61703 
Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy 
chain H2 

105,9 4 96 4 66 

P01654 
Ig kappa chain V-III region PC 
2880/PC 1229 

12,0 3 97 ― ― 

Q8CG19 
Latent-transforming growth factor 
beta-binding protein 1 

186,6 3 98 ― ― 

P17182 Alpha-enolase 47,1 3 99 ― ― 

A0A075B5N9 Protein Igkv3-7 10,9 3 100 ― ― 

P01942 Hemoglobin subunit alpha 15,1 ― ― 23 9 

E9Q223 
Hemoglobin subunit beta-1 
(Fragment) 

11,1 ― ― 22 10 

Q00896 Alpha-1-antitrypsin 1-3 45,8 ― ― 16 15 

G3X8T9 
Serine (Or cysteine) peptidase 
inhibitor, clade A, member 3N, isoform 
CRA_a 

46,7 ― ― 10 25 

A0A0A6YWP4 Complement factor H (Fragment) 94,2 ― ― 8 36 

D3YXF4 14-3-3 protein zeta/delta (Fragment) 5,1 ― ― 5 44 

I7HJR3 Beta-2-glycoprotein 1 (Fragment) 16,8 ― ― 5 46 

A0A0A6YYE7 Protein Igkv4-57 (Fragment) 12,7 ― ― 4 48 

A0A0A6YWH7 Antithrombin-III (Fragment) 31,9 ― ― 4 57 

P29788 Vitronectin 54,8 ― ― 4 59 

P26262 Plasma kallikrein 71,3 ― ― 4 61 

P01029 Complement C4-B 192,8 ― ― 4 64 

Q19LI2 Alpha-1B-glycoprotein 56,5 ― ― 4 65 

H7BX99 Prothrombin 70,2 ― ― 4 67 

A0A0B4J1I9 Protein Igkv4-55 (Fragment) 12,7 ― ― 3 68 

Q07456 Protein AMBP 39,0 ― ― 3 69 

Q99PT1 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 23,4 ― ― 3 75 

O55222 Integrin-linked protein kinase 51,3 ― ― 3 76 

O70400 PDZ and LIM domain protein 1 35,8 ― ― 3 77 

Q9QUM0 Integrin alpha-IIb 112,6 ― ― 3 79 

Q91XL1 Leucine-rich HEV glycoprotein 37,4 ― ― 3 80 

A2A997 
Complement component C8 alpha 
chain 

65,4 ― ― 3 81 

P01660 
Ig kappa chain V-III region PC 
3741/TEPC 111 

12,1 ― ― 3 82 

D3Z6I8 Tropomyosin alpha-3 chain 28,7 ― ― 3 83 
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P42703-2 
Isoform 2 of Leukemia inhibitory factor 
receptor 

81,2 ― ― 3 86 

P03987-2 
Isoform 2 of Ig gamma-3 chain C 
region 

36,2 ― ― 3 88 

P01592 Immunoglobulin J chain 18,0 ― ― 2 89 

Q8BH35-2 
Isoform 2 of Complement component 
C8 beta chain 

58,4 ― ― 2 90 

A0A0A6YY53 Protein Ighg2c (Fragment) 36,5 ― ― 2 91 

Q9DAC2 
Complement component 8, gamma 
subunit, isoform CRA_b 

18,9 ― ― 2 92 

Q8K1B8 Fermitin family homolog 3 75,6 ― ― 2 96 

O88947 Coagulation factor X 54,0 ― ― 2 97 

Q07968 Coagulation factor XIII B chain 76,1 ― ― 2 100 

El #PSM (peptide spectrum matches) fue utilizado como medida cuantitativa de la abundancia relativa de cada 
proteína en el secretoma (Liu et al., 2012). (–) Indica que la proteína no fue detectada en el secretoma. El 
análisis fue realizado con 15 µL a partir de 200 µL de secretoma aislados de plaquetas de 3 ratones de cada 
genotipo. MM: masa molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“But of the tree of knowledge of good and evil you shall not eat; the moment                                                    

you eat from it you are surely doomed to die” (Genesis 2:17). 

                                                           “You certainly will not die”, the serpent said to the woman. “For God                                                                    

knows that when you eat from it your eyes will be opened and                                                                                       

you will be like God, knowing good and evil” (Genesis 3:4-5). 
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