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(Este artículo pertenece al número especial Avances en biología y funciones plaquetarias) 

Resumen 

Se ha reportado un estado de inmunotrombosis en COVID-19. Las plaquetas participan activamente 
en este proceso. Sin embargo, se sabe poco sobre la capacidad de las proteínas del virus SARS-CoV-2 
para inducir actividad plaquetaria. El plasma rico en plaquetas (PRP) se incubó con proteína de 
longitud completa de pico y el dominio RBD en ensayos independientes. Se evaluó la activación 
plaquetaria a través de la expresión de P-selectina y la activación de la glicoproteína IIbIIIa (GP 
IIbIIIa), determinada por citometría de flujo y la capacidad de las proteínas para inducir la agregación 
plaquetaria. Se determinaron concentraciones de biomarcadores inmunotrombóticos en 
sobrenadante PRP tratado con las proteínas. Determinamos que las proteínas de longitud completa 
de pico y el dominio RBD indujeron un aumento en la expresión de P-selectina y activación de GP 
IIbIIIa (p < 0,0001). Observamos que las proteínas no indujeron la agregación plaquetaria, sino que 
favorecieron un estado proagregante que, en respuesta a dosis mínimas de colágeno, podría 
restablecer el proceso (p < 0,0001). Por otro lado, las proteínas virales estimularon la liberación de 
interleucina 6, interleucina 8, P-selectina y la fracción soluble del ligando CD40 (sCD40L), moléculas 
que favorecen un estado inflamatorio p < 0,05. Estos resultados indican que la proteína espiga de 
longitud completa y su dominio RBD pueden inducir la activación plaquetaria favoreciendo un 
fenotipo inflamatorio que podría contribuir al desarrollo de un estado inmunotrombótico. 
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1. Introducción 

El Coronavirus 2 del Síndrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2) es un virus de ARN 
monocatenario de sentido positivo envuelto que causa la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-
19) y se ha propagado por todo el mundo, causando predominantemente enfermedades respiratorias 
[1,2]. El genoma del SARS-CoV-2 codifica un total de 16 proteínas no estructurales (nsp 1-16) y 
cuatro proteínas estructurales: espiga (S), envoltura (E), membrana (M) y nucleocápside (N) [3]. La 
proteína S se encuentra en la superficie del SARS-CoV-2, con un peso molecular de alrededor de 180 
kDa, y pertenece a una familia de proteínas transmembrana de tipo I [4] organizada en dos 
subunidades: una N-terminal S1 y una C-terminal S2. La entrada viral depende de un compromiso 
entre el dominio de unión al receptor (RBD), ubicado en la subunidad S1 de la proteína, y la enzima 
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) como receptor de entrada [5,6]. El RBD se compone de una 
secuencia de 200 aminoácidos y ahora se caracteriza como un sitio con un gran número de 
mutaciones relacionadas con todas las nuevas variantes del SARS-CoV-2 [7,8]. Los pacientes con 

https://sciprofiles.com/profile/2617046
https://sciprofiles.com/profile/author/bFlxOE4vLzFkY2tWQ2RKalNycGRseEx3TUNHVzlxNTN5RVRYRUpNaVN6UT0=
https://sciprofiles.com/profile/author/Y2F5TDVnaGYvTTlaMFpIaEkxOGg0UlZuNG1NUHpqNHB1Wk1PK3c1d1BiYz0=
https://sciprofiles.com/profile/author/Y2F5TDVnaGYvTTlaMFpIaEkxOGg0UlZuNG1NUHpqNHB1Wk1PK3c1d1BiYz0=
https://sciprofiles.com/profile/author/MlNuUWQ5b3ZncitWdE5oaUN6N21LRDBoYmpIOSthbEpBeXh2OVI5SmErWT0=
https://sciprofiles.com/profile/1793672
https://sciprofiles.com/profile/2483142
https://sciprofiles.com/profile/2483142
https://doi.org/10.3390/ijms232315191
https://doi.org/10.3390/ijms232315191
https://www.mdpi.com/journal/ijms/special_issues/Platelet_Biology
https://www.mdpi.com/search?q=platelet+activation
https://www.mdpi.com/search?q=platelet+aggregation
https://www.mdpi.com/search?q=SARS-CoV-2
https://www.mdpi.com/search?q=spike+protein
https://www.mdpi.com/search?q=RBD+domain
https://www.mdpi.com/1422-0067/23/23/15191#B1-ijms-23-15191
https://www.mdpi.com/1422-0067/23/23/15191#B3-ijms-23-15191
https://www.mdpi.com/1422-0067/23/23/15191#B4-ijms-23-15191
https://www.mdpi.com/1422-0067/23/23/15191#B5-ijms-23-15191
https://www.mdpi.com/1422-0067/23/23/15191#B7-ijms-23-15191


COVID-19 en estado crítico muestran síndrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), acompañado 
de un desequilibrio de hemostasia caracterizado por un proceso de coagulación activo y activación 
plaquetaria asociada con inflamación sistémica (tormenta de citoquinas) en un proceso definido 
como inmunotrombosis [9  ]. Las plaquetas son células anucleadas circulantes del torrente 
sanguíneo, tradicionalmente asociadas con procesos hemostáticos a través de su rápida respuesta al 
daño vascular [10]. Recientemente, las plaquetas se han posicionado como células centinela del 
sistema inmune debido a sus características estructurales, funcionales y generacionales únicas, y se 
ha demostrado que son mediadores clave en la trombosis y la inflamación [11,12,13,14]. Además, 
las plaquetas pueden interactuar directamente con los virus y participar en la respuesta inmune, ya 
que las plaquetas expresan una amplia gama de receptores que utilizan para interactuar con 
patógenos [15,16,17]. Se ha propuesto que diferentes receptores plaquetarios involucrados en el 
reconocimiento del SARS-CoV-2 conducen a un estado de hiperactividad plaquetaria y un aumento 
en la agregación y adhesión [9,18,19,20,21]. El papel de la proteína espiga del SARS-CoV-2 y su 
dominio en la interacción plaqueta-virus, así como su capacidad para promover el desarrollo de un 
estado proinflamatorio y protrombótico, requiere una mayor aclaración. El objetivo de este estudio 
fue evaluar la respuesta plaquetaria a la proteína espiga y los dominios del SARS-CoV-2. 

2. Resultados 

2.1. La proteína de longitud completa del pico del SARS-CoV-2 y el dominio RBD inducen la 
activación plaquetaria 

En primer lugar, evaluamos diferentes concentraciones (0,5, 1 y 2 μg / ml) de la proteína espiga 
del SARS-CoV-2 de longitud completa (completa) y de su dominio RBD, y su capacidad para inducir 
la activación plaquetaria. Observamos la mayor activación celular a una concentración de proteína 
de 2 μg / ml. Este resultado coincidió para ambas proteínas; Por lo tanto, los ensayos posteriores se 
realizaron utilizando esta misma concentración. La expresión media de fluorescencia de la P-
selectina plaquetaria y la actividad GP IIbIIIa se muestran en (Figura 1A, B). Luego, exploramos la 
capacidad de la proteína espiga de longitud completa y el dominio RBD para activar las plaquetas de 
una manera dependiente del tiempo. Los resultados de la expresión fluorescente de los marcadores 
de activación plaquetaria P-selectina y GP IIbIIIa se muestran en (Figura 1C, D). En comparación con 
el control, la proteína espiga de longitud completa fue capaz de inducir la máxima expresión de 
marcadores de activación plaquetaria a los 30 min después de la estimulación (p < 0,0001). 
Curiosamente, el dominio RBD indujo la mayor expresión de estas proteínas a los 120 min, y se 
observó una diferencia estadística cuando se comparó con las plaquetas no estimuladas (p < 0,0001). 
El control negativo fue tratado en las mismas condiciones que los grupos experimentales pero sin la 
estimulación de proteínas virales. Finalmente, comparamos los resultados de expresión más altos de 
estos marcadores de activación para cada proteína y el porcentaje de células positivas para la 
expresión de marcadores de activación celular, con la expresión de estos biomarcadores inducidos 
por agonistas de activación conocidos, células no estimuladas y con los estímulos inducidos por el 
tampón de Tyrode utilizado como vehículo. Nuestros resultados muestran que el dominio RBD indujo 
una mayor expresión tanto de P-selectina como de GP IIbIIIa que la epinefrina y el ADP, pero menor 
que el colágeno (p < 0,0001). Además, la expresión de los marcadores de activación generados por la 
proteína espiga de longitud completa fue similar a la inducida por la epinefrina, pero 
estadísticamente menor que el ADP y el colágeno (p < 0,0001). Estos resultados se muestran en 
(Figura 1E-H) y confirman que tanto la proteína espiga como el dominio RBD son capaces de activar 
las plaquetas. 
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Figura 1.  Estimulación plaquetaria con proteína espiga de longitud completa y dominio RBD. El plasma rico en plaquetas se 
incubó durante 60 min a 37 °C con espiga de longitud completa y dominio RBD a diferentes concentraciones. Expresión media 
de fluorescencia de marcadores de activación plaquetaria cuando se incuban con el espiga de longitud completa y dominio 
RBD (A, B). El plasma rico en plaquetas se incubó durante diferentes momentos a 37 °C con espiga de longitud completa y 
dominio RBD a una concentración de 2,0 μg/mL. El tampón de Tyrode se utilizó como control (C,D). Expresión de intensidad 
de fluorescencia media de P-selectina y GP IIbIIIa, respectivamente, en la superficie de las plaquetas cuando se incuban con 
proteína de longitud completa de espiga, dominio RBD y tampón de Tyrode en diferentes momentos (E, F). Comparación entre 
la expresión máxima de los marcadores de activación P-selectina (CD62) y GP IIbIIIa (PAC1). Proteína de pico de longitud 

completa durante  30 min (2,0 μ g/ml), dominio RBD 120 min 2,0 μ g/ml, tampón de Tyrode como vehículo y ADP  20 μ M 
(20 min), epinefrina 100  μ M (40 min) y colágeno  20 μM (  30 min)  como agonistas de activación conocidos  (G,H). 

Comparación de la expresión máxima de marcadores de activación que indican los porcentajes de células P-selectina (G)- y 
GP IIbIIIa (H)-positivas después de la estimulación con proteínas virales pico de longitud completa y dominio RBD, agonistas 
de activación conocidos y vehículo.   Los valores de p se calcularon mediante ANOVA unidireccional y pruebas post-hoc de 

Tukey (n = 3). Datos presentados como Media ± DE. * p < 0.05,  ****: diferencia estadística p < 0.0001. 



2.2. La espiga de longitud completa promueve la agregación plaquetaria en presencia de dosis 
bajas de colágeno 
 

Después de determinar que ambas proteínas eran capaces de inducir la activación plaquetaria, 
decidimos investigar si la proteína espiga o su dominio RBD eran capaces de inducir la agregación 
plaquetaria, otra función importante de las plaquetas. 

Nuestros resultados demuestran que ni la proteína espiga completa ni el dominio RBD inducen 
la agregación plaquetaria por sí solos en comparación con los agonistas de agregación conocidos, que 
alcanzan porcentajes de agregación de más del 90% (p < 0.0001) (Figura 2A-H). Una vez que 
observamos que las proteínas indujeron activación pero no agregación, basándonos en resultados 

previos reportados en nuestro laboratorio por García-Larragoiti et al. [22] y en un trabajo previo 
realizado por Chiao-Hsuan et al. [23], decidimos evaluar si la hiperreactividad plaquetaria inducida 
por la estimulación de proteínas virales, además de dosis subumbrales de agonistas de agregación 
conocidos,  podría restaurar la capacidad de agregación de plaquetas. 

 

Figura 2.  Determinación de la capacidad de agregación de plaquetas en respuesta a espigas de longitud completa y dominio 
RBD (A-C). El plasma rico en plaquetas (PRP) se incubó con proteína de longitud completa de pico (2,0 μg / ml) durante 30 
min y se comparó con los controles positivos estimulados con una dosis de 20 μM ADP, 20 μM de colágeno y 100 μM de 
epinefrina (D-F). El PRP se incubó con dominio RBD (2,0 μg/ml) durante 120 min y se comparó con controles positivos 
estimulados con una dosis de 20 μM de ADP, 20 μM de colágeno y 100 μM de epinefrina (G,H). Comparación de la agregación 
plaquetaria inducida por agonistas conocidos en comparación con PRP tratado con proteínas virales. Los agonistas 
plaquetarios, pero no las proteínas, fueron capaces de inducir más del 80% de la agregación. Los valores de p se calcularon 
mediante ANOVA unidireccional y pruebas post-hoc de Tukey (n = 3). Datos presentados como Media ± DE; : Diferencia 
estadística p < 0,000. 

Curiosamente, nuestros resultados mostrados en la Figura 3 demuestran que dosis mínimas de 
colágeno fueron capaces de restablecer la agregación plaquetaria hasta en un 90% en células 

previamente tratadas con la proteína espiga de longitud completa (p < 0,0001) (Figura 3  B); sin 
embargo, esto no se observó en los ensayos a los que se agregaron ADP o EPI (Figura 3  A-C). Por 
otro lado, como se muestra en (Figura 3D-F), ninguna de las dosis mínimas de agonistas conocidos 
fue capaz de inducir agregados plaquetarios en aquellas células previamente estimuladas con el 
dominio RBD. Nuestros resultados sugieren que las proteínas de longitud completa del SARS-CoV-2 
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inducen un estado hiperreactivo en las plaquetas formando agregados cuando se exponen a factores 
de agregación. 

 

Figura 3. Determinación de la capacidad de agregación de  plaquetas incubadas con espiga de longitud completa o dominio 
RBD en respuesta a dosis subumbrales de agonistas de agregación conocidos (A-C). El PRP se incubó con proteína de longitud 
completa de pico (2,0 μg / ml) durante 30 min y se agregó una dosis de 2 μM de ADP, 2 μM de colágeno y 10 μM de epinefrina. 
Solo la dosis mínima de colágeno fue capaz de inducir la agregación de PRP en comparación con el control negativo (PRP + 2 
μM ADP, 2 μM colágeno y 10 μM de epinefrina, respectivamente) (D-F). El PRP se incubó con dominio RBD (2,0 μg/mL) durante 
120 min y se añadió una dosis de 2 μM de ADP, 2 μM de colágeno y 10 μM de epinefrina (G). Comparación de la agregación 
plaquetaria inducida por dosis mínimas de agonistas conocidos en PRP incubados con proteínas de pico o RBD de longitud 
completa en comparación con PRP agregado con dosis mínimas de agonistas de agregación conocidos. Ninguno de los 
agonistas conocidos fue capaz de inducir la agregación de PRP en comparación con el control negativo (PRP + 2 μM ADP, 2 μM 
colágeno y 10 μM de epinefrina, respectivamente). Los valores de p se calcularon mediante ANOVA unidireccional y pruebas 
post-hoc de Tukey (n = 3). Datos presentados como Media ± DE. : Diferencia estadística p < 0.0001. 

2.3. La proteína espiga y su dominio RBD estimulan la liberación de factores proinflamatorios 
de las plaquetas 
 

Con el fin de abordar el papel de las plaquetas en respuesta a las proteínas virales, decidimos 
evaluar la concentración de diferentes biomarcadores relacionados con la inflamación en el 
sobrenadante de PRP estimulado con cada proteína SARS-CoV-2 en diferentes momentos. 
Encontramos que la concentración de IL-6 fue mayor en PRP después de la estimulación durante 30 
y 60 min (min) con el dominio RBD en comparación con PRP no estimulado (p < 0,01). Curiosamente, 
la proteína espiga de longitud completa muestra un aumento en la concentración de IL-6 a los 60 min 

(p < 0,05), presentando la selección principal a los 90 min (p < 0,0001) en comparación con los 
controles (Figura 4 A). Además, sólo RBD fue capaz de inducir la liberación plaquetaria de IL-8 
después de un estímulo de 30 min (p < 0,001). sCD40L a los 60 min de estimulación con el dominio 

RBD mostró diferencias en la concentración en comparación con el control  (p < 0,0001) (Figura 4B, 
C). Finalmente, observamos que ambas proteínas estimularon la liberación significativa de P-
selectina, pero no la expresión de PSGL-1 (Figura 4D,E). Se observó una liberación significativa de P-
selectina inducida por RBD a los 60 min (p < 0,0001), mientras que la proteína espiga de longitud 
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completa mantuvo concentraciones significativas durante 30, 60, 90 y 120 min, en comparación con 
el PRP no estimulado (p < 0.0001). Curiosamente, ninguno de los agonistas de activación conocidos 
como ADP, EPI o colágeno mostró un aumento en la concentración de biomarcadores relacionados 
con la inflamación. Estos resultados sugieren que las plaquetas pueden contribuir a la tormenta de 
citoquinas reportada en la infección por SARS-CoV-2 al mostrar un fenotipo proinflamatorio. 





 

Figura 4.  La proteína espiga y su dominio RBD estimulan la liberación de factores proinflamatorios de las plaquetas. 

Comparación de la concentración sobrenadante de (A) IL-6, (B) IL-8, (C) sCD40L, (D) P-selectina y (E) PSGL-1 en PRP 

incubado con proteína de longitud completa de pico   (2.0 μ g / ml    )   y dominio RBD (2.0 μ g / ml) en diferentes momentos. 

Se utilizaron agonistas conocidos de agregación plaquetaria como controles de activación (  20 μ M ADP, 20  μ M colágeno y   
100 μ M de epinefrina), el tampón de Tyrode como vehículo y PRP tratado en las mismas condiciones pero sin estímulos 
externos como control negativo. Los valores de p se calcularon mediante ANOVA unidireccional y pruebas post-hoc de Tukey 

(n = 3). Datos presentados como Media ± DE. Diferencia estadística *p < 0.05, **p < 0.01, *** p < 0.001  , ****p < 0.0001.    

2.4. Las plaquetas contribuyen a un microambiente procoagulante cuando se estimulan con 
proteína espiga de longitud completa y dominio RBD 
 

Los procesos de hemostasia y fibrinólisis se alteran en COVID-19 grave, y las plaquetas son una 
fuente importante de factores de coagulación y fibrinolíticos. Para medir si las plaquetas estimuladas 
por proteínas contribuyen a este desequilibrio, determinamos cinco biomarcadores diferentes 
relacionados con un estado protrombótico. Se encontró que las concentraciones del dímero D eran 
significativamente mayores en las plaquetas estimuladas con el dominio RBD durante 60 min (p < 
0,01)  y con la proteína de longitud completa a los 60 min (p < 0,0001) (Figura 5 A). Además, sólo la 
proteína espiga completa indujo un aumento significativo en las concentraciones de factor IX después 

de 60 min de estímulos (p < 0,0001). Sólo EPI mostró incrementos de FIX  (p < 0.05) (Figura 5B). 
Curiosamente, tanto la proteína espiga de longitud completa como el dominio RBD indujeron una 
liberación dependiente del tiempo de PAI-1, siendo 60 min el tiempo donde se encontraron las 
concentraciones más altas (p < 0.0001). (Figura 5C). No encontramos diferencias en TF y tPA en 
ningún momento (Figura 5D,E). Estos resultados indican que las plaquetas liberan factores de 
coagulación que contribuyen a un estado protrombótico cuando se exponen a un insulto inmune, 
como el reportado en COVID-19. 
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Figura 5.  La proteína espiga y su dominio RBD estimulan la liberación de factores proinflamatorios de las plaquetas. 

Comparación de la concentración sobrenadante de (A) dímero D, (B) FIX, (C) PAI-1, (D) TF y (E) tPA en PRP incubado con 

proteína de longitud completa de pico    (2.0 μ g / ml   )   y dominio RBD (2.0 μ g / ml) en diferentes momentos. Se utilizaron 

agonistas conocidos de agregación plaquetaria como controles de activación (  20 μ M ADP, 20  μ M colágeno y   100 μ M de 
epinefrina), el tampón de Tyrode como vehículo y PRP tratado en las mismas condiciones pero sin estímulos externos como 
control negativo. Los valores de p se calcularon mediante ANOVA unidireccional y pruebas post-hoc de Tukey (n = 3). Datos 

presentados como Media ± DE. Diferencia estadística   * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,  **** p < 0,0001  .    

3. Discusión 

Las plaquetas se pueden encontrar en grandes cantidades en la sangre periférica, y debido a 
sus características funcionales, estas células pueden desempeñar un papel importante en la 
respuesta inmune. El recuento de plaquetas en COVID-19 varía según la gravedad de la enfermedad. 
La trombocitopenia grave rara vez se informa en pacientes con COVID-19 y se correlaciona con una 
mayor morbilidad / mortalidad [24]. Además, se ha detectado trombocitopenia leve en la mayoría 
de los casos. Esta caída en el recuento de plaquetas puede estar relacionada con un empeoramiento 
del estado trombótico [25,26]. Sin embargo, la información sobre la capacidad de las proteínas 
estructurales y sus dominios para activar las plaquetas no está del todo clara. Con respecto a la 
interacción de estas proteínas virales con las plaquetas en este estudio, demostramos mediante 
citometría de flujo que la proteína de pico de longitud completa y RBD pueden inducir la activación 
y desgranulación plaquetaria. Inicialmente, observamos que la proteína espiga de longitud completa 
y el dominio RBD indujeron la mayor activación plaquetaria a una concentración de 2 μg / ml. 
Nuestros resultados coinciden con los reportados por Zhang et al., quienes también utilizaron esta 
concentración para realizar ensayos de estimulación plaquetaria con proteína espiga y la subunidad 
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S1 de la proteína [20]. Tanto la proteína completa como su dominio fueron capaces de inducir una 
alta expresión de P-selectina y la glicoproteína IIbIIIa, marcadores conocidos de desgranulación y 
activación plaquetaria, respectivamente [10,27]. Grobbelaar et al. informaron previamente que la 
subunidad de pico 1 (S1) del SARS-CoV-2 puede inducir resistencia a la fibrina a la fibrinólisis e 
inducir la activación plaquetaria, contribuyendo a la formación de coágulos [28]. Somos uno de los 
primeros grupos en reportar la capacidad del dominio RBD para inducir la activación 
plaquetaria. 

Sin embargo, no hay consenso sobre la hipótesis de que la activación plaquetaria en el SARS-
CoV-2 se deba al receptor ACE2 [20,21,29,30,31]. Se ha informado que las plaquetas expresan ACE2 
y que la unión a la proteína espiga induce la activación plaquetaria y la desgranulación con el 
aumento de la expresión superficial de P-selectina. Además, también se ha informado de la expresión 
de GP IIbIIIa inducida por viriones SARS-CoV-2, que contribuye a una mayor trombosis en COVID-19 
[20]. Por otro lado, otros grupos han propuesto diferentes mecanismos de activación plaquetaria en 

COVID-19 basados en la expresión de EMMPRIM plaquetaria (CD147) [21], mecanismos 

independientes de ACE2  [29,30] y la presencia de glicosilación aberrante en anticuerpos contra 
espiga [31  ]. Nuestros resultados confirman que la proteína espiga de longitud completa y el 
RBD participan activamente en la inmunopatogénesis del SARS-CoV-2 al inducir la activación 
y desgranulación plaquetaria. Este proceso puede estar mediado no solo por un receptor, sino 
por la participación de diferentes proteínas de la membrana de la superficie plaquetaria. 
Otros estudios de acoplamiento molecular pueden ser útiles para evaluar la variedad de posibles 
receptores en la superficie de la membrana plaquetaria a la proteína espiga y el dominio. 

La fisiología plaquetaria indica que la activación es seguida por un proceso de agregación que 
contribuye a la formación de microtrombos. Para abordar si las proteínas pueden inducir agregados 
plaquetarios, incubamos las plaquetas con las proteínas SARS-CoV-2. Nuestros resultados de 
agregación indican que estas proteínas no pueden inducir la agregación de plaquetas, pero 
informamos que las plaquetas que se incubaron con proteína de pico de longitud completa y 
se estimularon con dosis bajas de colágeno recuperaron la capacidad de agregación. Esto 
concuerda con los resultados de Zhang et al., que mostraron que las células prestimuladas con la 
proteína espiga o sus subunidades inducen un estado hiperreactivo en las plaquetas que puede 
agregarse cuando se agregan dosis bajas de agonistas conocidos [20]. Además, existe evidencia de 
que las respuestas de las plaquetas a los agonistas de agregación conocidos difieren según el agonista 
y la dosis utilizada [32,33]. Las diferencias en la inducción del fenotipo plaquetario por viriones, 
proteínas o dominios pueden deberse a alteraciones en el proteoma celular, lo que puede explicar 
por qué observamos la recuperación de la agregación cuando se utiliza un agonista fuerte como el 
colágeno. Este comportamiento ha sido reportado previamente con otras proteínas virales. Garcia-
Larragoiti et al. encontraron que la proteína no estructural 1 (NS1) del virus del dengue induce 
reactividad plaquetaria que favorece la formación de agregados plaquetarios cuando se agregan 
dosis bajas de epinefrina [22]. 

La hiperactivación de las plaquetas en la infección por SARS-CoV-2 no solo puede contribuir al 
riesgo trombótico, sino también al proceso de inflamación. Los pacientes con COVID-19 con peores 
resultados presentan altos niveles plasmáticos de citoquinas inflamatorias y factores protrombóticos 
[33,34]. Las plaquetas representan una rica fuente de estos factores, ya que contienen gránulos con 
grandes cantidades de moléculas que participan en procesos inflamatorios y de hemostasia. Nuestros 
resultados demuestran que la proteína espiga de longitud completa y su dominio RBD promueven la 
liberación de factores proinflamatorios de una manera dependiente del tiempo. Se encontraron 
diferencias en la respuesta plaquetaria al comparar un insulto inflamatorio con un estímulo 
agregador. Esto puede ser regulado por vías de señalización activadas por las plaquetas de acuerdo 
con el estímulo que induce su activación [35]. Se sabe que la cinética y concentración de moléculas 
liberadas por las plaquetas dependen del agonista de activación utilizado, así como de la 
concentración de las mismas. Las diferencias en la cantidad de estas biomoléculas liberadas pueden 
estar relacionadas con un proceso de desgranulación selectiva donde se almacenan, y nuestros 

resultados contribuyen a la hipótesis de la presencia de distintas subpoblaciones   de gránulos de α 
en las plaquetas [36,37]. Por otro lado, nuestros resultados son similares a los encontrados por van 
Holten et al., quienes observaron mediante inmunoensayos y ensayos proteómicos que no existe un 
perfil de liberación homogéneo del contenido granular plaquetario. Más bien, es un proceso 
heterogéneo que depende de las características del agonista de activación utilizado [38]. Las 
variaciones en las concentraciones de factores inflamatorios trombóticos liberados por las plaquetas 
después de la estimulación con proteínas virales conocidas y agonistas de agregación pueden estar 
asociadas con diferentes aspectos. La vida media de algunos de estos factores es de solo unos 
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minutos. La desnaturalización posterior de estos factores puede estar mediada por mecanismos 
enzimáticos. Otro factor importante es la posible presencia de receptores de citoquinas solubles, 
generados por la escisión proteolítica de los receptores de membrana tras la activación de las células 
que los expresan. Estos receptores actúan como inhibidores competitivos de estos factores, 
disminuyendo su concentración [39]. En esta área, informamos que las proteínas SARS-CoV-2 
inducen la liberación de factores antifibrinolíticos y protrombóticos por las plaquetas. Estos 
resultados confirman que las proteínas virales en COVID-19 son capaces de inducir un 
fenotipo proinflamatorio y procoagulante en las plaquetas que puede contribuir a un proceso 
inmunotrombótico. Nuestro resultado coincide con trabajos previamente reportados donde 
las plaquetas mostraron un fenotipo procoagulante en COVID-19 [20,36,40]. Por otro lado, se 
ha reportado la respuesta diferencial de las plaquetas a otros virus. Assinger et al. demostraron que 
la interacción citomegalovirus-plaquetaria humana indujo una respuesta proinflamatoria y 
proangiogénica [41]. 

En conclusión, en este trabajo demostramos la capacidad de las 
plaquetas para participar activamente en la respuesta inmune 
contra las proteínas estructurales del SARS-CoV-2. Estos 
resultados mantienen el papel de las plaquetas en el desarrollo de 
un estado proinflamatorio y procoagulante. Encontramos que las plaquetas 

tienen una respuesta de liberación de contenido granular que es diferencial según los estímulos 
recibidos. La respuesta de las plaquetas dirigida contra el estímulo viral también favorece la actividad 
de otras plaquetas, perpetuando esta respuesta. Nuestros resultados confirman que las plaquetas son 
células importantes en la respuesta contra agentes patógenos; Sin embargo, es importante llevar a 
cabo más estudios sobre la respuesta fisiológica de las plaquetas a los agentes patológicos frente a 
los desafíos inmunológicos que surgen constantemente en la actualidad. 

4. Materiales y métodos 

4.1. Proteínas de espiga de longitud completa y dominio RBD del SARS-CoV-2 

La proteína completa recombinante SARS-CoV-2 fue proporcionada por Bio Vision Human 
CellExp (Waltham, MA, EUA). Cat # P1525, Tamaño: P1525-50 SARS-CoV-2 Spike protein, y la 
proteína SARS-CoV-2 Spike RBD fue proporcionada por GenScript (Piscataway, NY, EUA). Cat # 
Z03491 SARS-CoV-2 proteína de pico (RBD, mFc Tag). ®® 

4.2. Recogida de muestras de sangre 

La sangre humana entera se obtuvo de voluntarios sanos por venopunción limpia después de 
firmar el formulario de consentimiento informado. Los donantes sanos fueron individuos dentro de 
un rango normal del índice de masa corporal que no estaban tomando ningún tipo de medicamento 
y no mostraron ningún hallazgo anormal en las pruebas de química sanguínea y hematológicas de 
rutina. Todos los experimentos se realizaron en donantes que no presentaron exposición previa al 
SARS-CoV-2, exposición previa de al menos 1 año o exposición a vacunas contra el SARS-CoV-2, para 
garantizar la ausencia de anticuerpos contra el virus o sus proteínas virales que podrían interferir 
con los ensayos de estimulación plaquetaria. La sangre se obtuvo por venopunción limpia y el primer 
tubo (2 ml) de sangre se descartó para asegurar la precisión de la prueba de plaquetas. Las muestras 
se recolectaron en tubos vacutainer con solución de citrato de sodio al 3,2% (0,109 mol/L) como 
anticoagulante (Becton Dickinson) y se procesaron dentro de las 4 h posteriores a la recolección. 
4.3. Aislamiento de plasma rico en plaquetas 

El plasma rico en plaquetas (PRP) se obtuvo por centrifugación a 100× g durante 10 min a 
temperatura ambiente (RT). El sobrenadante se recogió cuidadosamente para evitar interrumpir la 
capa leucocitaria y se dejó reposar durante 30 minutos en la oscuridad antes del análisis por 
citometría de flujo. 
4.4. Estimulación plaquetaria con Spike SARS-CoV-2 y dominio RBD 

El plasma rico en plaquetas se ajustó a una concentración de 1 × 107 con tampón de Tyrode para 
mantener la integridad de las plaquetas. Se incubaron directamente con la proteína espiga de 
longitud completa del SARS-CoV-2 y RBD para diferentes concentraciones (0.5, 1.0 y 2.0 μg / ml) para 
determinar la mejor concentración de proteína para estimular las plaquetas. Posteriormente, el PRP 
se estimuló con proteínas virales a una concentración de 2 μg/ml durante un mínimo de 30 min a un 
máximo de 120 min a una temperatura de 37 °C en ensayos individuales. La activación plaquetaria 
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se confirmó mediante la activación del complejo heterodimérico GP IIbIIIa (PAC1-FITC) y la 
expresión de P-selectina (CD62-PE) determinada por citometría de flujo. El sobrenadante se obtuvo 
después de la estimulación y se almacenó a -70 °C hasta su uso para la determinación de 
biomarcadores inmunotrombóticos. Los ensayos se diseñaron en base a estudios publicados 
previamente utilizando diferentes concentraciones de proteína de longitud completa de pico del 
SARS-CoV-2, sus dominios y subunidades, así como diferentes tiempos de incubación [20,21,28,42]. 
4.5. Ensayos de citometría de flujo 

CD41/PECy7 (BioLegend Cat. No. 303718) se utilizó como marcador de identidad para 
plaquetas, PAC-1/FITC (BioLegend Cat. No. 362804) para la glicoproteína GP IIbIIIa y CD62/PE 
(BioLegend Cat. No. 304906) para P-selectina se utilizaron como marcadores de activación. IgG1 k 
(BioLegend Cat. No. 400125), FITC Mouse IgM k Isotype (BioLegend Cat. No. 401605) y Mouse IgG1 
k Isotype (BioLegend Cat. No. 400111) se utilizaron como control de isotipo, respectivamente. La 
estrategia de compuerta de las poblaciones celulares se realizó de acuerdo con lo informado 
previamente por el grupo de investigación en García-Larragoiti et al. [22]. Se utilizaron condiciones 
de oscuridad y manipulación mínima durante el ensayo para evitar la activación externa de las 
plaquetas. Se utilizaron fosfato de adenosina di (ADP) (20 μM) durante 20 min, colágeno (20 μM) 
durante 30 min y epinefrina (EPI) (100 μM) durante 40 min como controles positivos de activación 
plaquetaria [27]. Las concentraciones se utilizaron siguiendo las instrucciones sugeridas por el 
proveedor PAR/PAK II BIO/DATA CORPORATION (Horsham, PA, EUA). La adquisición se realizó en 
un CytoFLEX, BECKMAN COULTER (Brea, CA, EUA). Los resultados se analizaron utilizando FlowJo v 
10.8.0. ®® 

4.6. Determinación de biomarcadores inmunotrombóticos en sobrenadante estimulado 
plaquetariamente 

Como se describió anteriormente, el PRP estimulado dentro de las proteínas virales durante 
diferentes momentos se recolectó cuidadosamente con una pipeta. Se utilizaron como controles 
ensayos separados de PPR tratados con ADP (20 μM) durante 20 min, colágeno (20 μM) durante 30 
min, epinefrina (100 μM) durante 40 min, tampón de Tyrode y PRP no estimulado. Se analizó un 
panel de 10 biomarcadores trombótico-inflamatorios: Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 8 (IL-8), P-
selectina, P-selectina ligando 1 (PSGL-1), sCD40L, dímero D, activador tisular del plasminógeno 
(tPA), inhibidor 1 del activador del plasminógeno tisular (PAI-1), factor tisular y factor IX de 
coagulación. La determinación de estos biomarcadores se realizó mediante citometría de flujo 
utilizando el BioLegend (San Diego, CA, EUA) LEGENDplex Kit TM Human Thrombosis Panel 
Standard siguiendo las instrucciones sugeridas por el proveedor. Las muestras se leyeron en un 
CytoFLEX, BECKMAN COULTER. Brevemente, las muestras se incubaron con cuentas que diferían en 
tamaño durante 2 h. Cada grupo de cuentas se conjugó con anticuerpos específicos en su superficie 
que capturaron un analito específico. Después del lavado, se agregó un cóctel de anticuerpos de 
detección biotinilados durante 1 h, formando un complejo de detección entre el anticuerpo de 
detección de perla de captura-analito-. Finalmente, se añadió estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE) y se 
incubó durante 30 min. Las muestras se llevaron al citómetro CytoFLEX para su análisis. ®® 
4.7. Ensayos de agregación de transmisión de luz 

Se obtuvo sangre total de donantes sanos que no presentaron exposición previa al SARS-CoV-2 
o exposición previa de al menos 1 año en tubos con citrato de sodio (3,2%). El PRP se obtuvo en las 
condiciones descritas anteriormente y se incubó durante 30 min con la proteína espiga de longitud 
completa del SARS-CoV-2 y durante 120 min con RBD, ambos a una concentración de 2 μg/ml en 
ensayos separados. El plasma pobre en plaquetas (PPP) se separó por centrifugación a 2500× g 
durante 15 min y se utilizó como un espacio en blanco. Posteriormente, se colocaron 0,5 mL del PRP 
previamente incubado con las proteínas SARS-CoV-2 y 0,5 mL de PRP no estimulado en la cubeta del 
aggregómetro, que contiene una barra magnética siliconada, a una temperatura constante de 37 °C; 
los resultados se compararon con controles positivos (PRP + ADP 20 μM, PRP + colágeno 20 μM, PRP 
+ epinefrina 100 μM). Para investigar si el agregado de dosis mínimas de agonistas de agregación 
conocidos en plaquetas previamente tratadas con proteínas SARS-CoV-2 podría mejorar la 
agregación plaquetaria, se agregaron dosis de ADP (2,0 μM), colágeno (2,0 μM) y epinefrina (10 μM). 
Los ensayos se realizaron por triplicado. La transmisión de luz se midió en un agregador Chronolog 
560ca (Chrono-log). Todos los datos fueron analizados con el software AGGRO/LINK8.  ® 

4.8. Declaración de ética 
Todos los estudios con donantes sanos fueron aprobados por el comité de ética de la Facultad 

de Ciencias Médicas y Biológicas "Dr. Ignacio Chávez" de la UMSNH número de registro 
004/P/5/2021 y el Hospital General "Dr. Miguel Silva"; número de registro CEI/2021/III-269. 
Morelia, México. 
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4.9. Análisis estadístico 

Las comparaciones entre dos grupos se realizaron con una prueba t no pareada. Se realizaron 
comparaciones de grupos múltiples mediante un análisis unidireccional de varianza. La prueba de 
Tukey se utilizó como una prueba post hoc para comparaciones por pares. Los datos que 
normalmente no se distribuían se analizaron mediante análisis estadístico no paramétrico. Todos los 
experimentos se repitieron de forma independiente tres veces. p < 0,05 fue considerado 
estadísticamente significativo. Todos los datos se presentaron como medias ± desviación estándar. 
El análisis estadístico se realizó utilizando GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc, San Diego, CA, 
EUA). 
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