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Resumen 

 
El presente trabajo se centra en la evaluación de la actividad microbicida de un péptido 

antimicrobiano (defensina A) y una proteína (catepsina G) secretadas por los linfocitos T 

CD8+ vírgenes de neonatos y adultos humanos.   

Es bien sabido las células del sistema inmune innato producen péptidos antimicrobianos, 

sin embargo, se ha reportado que pueden ser producidos también por los linfocitos. En 

nuestro laboratorio observamos que genes asociados a péptidos antimicrobianos como 

defensina A, y una proteasa catepsina G, están expresados en células del sistema inmune 

adaptativo, y se encuentran sobreexpresados en los linfocitos T CD8+ de neonatos [7].  

Trabajos preliminares por la Dra. Darely Gutiérrez y mi propio trabajo de licenciatura, 

mostraron que efectivamente los sobranadantes de cultivo de células T CD8+ tienen 

actividad antimicrobiana y que esta actividad se incrementa al activar las células. También 

observamos que al depletar los sobrenadantes de linfocitos T CD8+ de catepsina G y de 

defensina A, incrementaba el crecimiento bacteriano, aunque no se tuvieron las réplicas 

necesarias para demostrarlo [tesis licenciatura, Ximena Pérez Pacheco, 2019]. 

En el presente trabajo, comprobamos una vez mas que los sobrenadantes de linfocitos T 

CD8+ tienen actividad microbicida, ya que retardan el crecimiento de S. Marcescens, y 

esta acción se ve inhibida al depletar las proteínas de interes: Catepsina G y Defensina A. 

Estos resultados se observaron por medio de D.O y cuenta viable. 

Observamos también por citimetría de flujo que la estimulación con CD3-flagelina 

indujeron la expresión de Catepsina G y Defensina A, en células de adulto. Sin embargo, 

las células de neonato presentan estas proteínas desde nivel basal.  
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1. INTRODUCCIÓN 
	
Nuestro organismo diariamente está expuesto a patógenos que pueden infectarlo, sin 

embargo, el sistema inmune es el encargado de la defensa contra los patógenos y células 

dañadas en organismos multicelulares. Dicha respuesta se divide en dos, la respuesta 

inmune innata y la respuesta inmune adaptativa.  

 

La respuesta inmune está mediada por las respuestas tempranas de la inmunidad innata 

y las respuestas tardías de la inmunidad adaptativa. Ambas respuestas son encargadas de 

la defensa contra patógenos en organismos multicelulares. Las respuestas inmunitarias 

innatas actúan de manera inmediata y están conectadas con las respuestas especializadas 

de la inmunidad adaptativa, que son capaces de eliminar a los patógenos que se resisten a 

los mecanismos de la inmunidad innata. 

 

 

1.1 Inmunidad innata  
	

El sistema inmune innato es la primera línea de defensa contra patógenos, y está 

mediada por barreras físicas y químicas y distintos tipos celulares. Las principales células 

encargadas son los fagocitos: macrófagos, neutrófilos, monocitos y además células 

linfoides innatas, entre ellas las células Natural Killer, células endoteliales y epiteliales y 

células dendríticas. Los fagocitos y células NK contienen en su citoplasma gránulos que 

contienen, entre otros, péptidos antimicrobianos y otras substancias microbicidas. Los 

péptidos antimicrobianos tienen un rol importante en la protección contra infecciones 
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bacterianas y fúngicas [2] y serán mencionados a continuación, ya que son relevantes en 

esta investigación. 

 

Péptidos Antimicrobianos 
 

La función antimicrobiana de la inmunidad innata está mediada, en parte, por péptidos 

antimicrobianos, proteínas generadoras de poros e inhibidores de función intracelular con 

potente actividad antimicrobiana contra bacterias grampositivas y gramnegativas, hongos, 

parásitos y algunos virus [3][4].  

Existen dos grandes familas de péptidos antimicrobianos, las defensinas y las 

catelicidinas. Las defensinas, son péptidos típicamente de 18 a 45 aminoácidos de tamaño 

y son moléculas catiónicas, anfipáticas que son ricas en cisteína. En humanos existen dos 

tipos de defensinas: α-defensinas, β-defensinas. Las defensinas α 1-4 son producidas 

principalmente por neútrofilos, sin embargo, las células NK y los macrofagos también 

pueden producirlas [27].  

Las catelicidinas son péptidos lineales de 23 a 27 residuos de aminoácidos y se pliegan 

en a-hélices anfipáticas [19]. Pertenecen a la familia de péptidos catiónicos que tienen la 

capacidad de matar bacterias, virus y hongos por medio de la desintegración de la 

membrana celular de los microorganismos [17]. Son producidas por una enzima llamada 

elastasa, mediante escisión en un residuo de valina específico [18]. Son atraídos por las 

cargas negativas de las membranas bacterianas, a diferencia de las membranas. Humanas 

que tienen cargas neutras .Al hacer contacto con bicapas lipídicas hidrofóbicas, adoptan 
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estructuras anfipáticas para que de esta manera puedan interactuar con la membrana de las 

bacterias.  

Por otra parte, no solo los péptidos antimicrobianos tienen actividad microbidida, como 

se reportó (Perez X., 2019) que existe una proteasa llamada catepsina G que tiene acitividad 

microbicida. Es una serina proteasa que se describió en los granúlos azurofilos de 

neutrófilos. Además, induce la agregación plaquetaria, la liberación de serotonina y la 

movilización de calcio [29,30]. La catepsina G tiene actividad antibacterial de amplio 

espectro contra bacterias Gram+ y Gram- [31]. Participa en la destrucción intracelular 

directa de bacterias fagocitadas en fagolisosomas en combinación con mieloperoxidasa y 

especies reactivas de oxígeno generadas por el complejo NADPH oxidasa [28].  

Además de los inhibidores de crecimiento citados, creemos que existen diferentes 

proteínas con actividad microbicida en neonatos y adultos humanos que no se han 

reportado. 

Mecanismos de acción de los péptidos antimicrobianos 
 

La habilidad que tienen algunos péptidos para matar bacterias depende de su capacidad 

de interactuar con membranas o paredes celulares bacterianas. Al tener una carga neta 

positiva y una alta proporción de aminoácidos hidrófobos, les permite unirse a las 

membranas cargadas negativamente de las bacterias. 

 Al unirse a las superficies polianiónicas de las paredes bacterianas, ya sea por los ácidos 

teicóicos y lipoteicóicos en los Gram positivos o los lipopolisacáridos en los Gram 

negativos, entran a la bacteria para romper la membrana o inhibir su función intracelular 

(Figura 1).  
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En el Anexo 1 presentamos una revisión de péptidos antimicrobianos en vertebrados. 

 

1.2 Inmunidad Adaptativa  
 

En ocasiones la inmunidad innata no es suficiente para eliminar al patógeno, y cuando 

esto sucede, la inmunidad adaptativa se hace presente por medio del reconocimiento de los 

antígenos del patógeno, con ayuda de las células dendríticas, que son responsables de 

presentar el antígeno a células del sistema inmune adaptativo.  

 

El sistema inmune adaptativo está conformado por linfocitos B y linfocitos T, es 

antígeno especifico y al reconocer el antígeno genera memoria para incrementar su 

respuesta en una subsecuente exposición al mismo. 

Figura 1. Mecanismos de lisis bacteriana por péptidos 
antimicrobianos. Los péptidos antimicrobianos se unen a la 

pared celular de las bacterias por interacciones electrostáticas 
que provocan la lisis de la bacteria, por medio de la ruptura de 

la membrana o inhibiendo su función celular. 
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 Los linfocitos B son responsables de la producción de anticuerpos, y los linfocitos T se 

subdividen en dos poblaciones: los linfocitos T cooperadores (CD4+) y los linfocitos T 

citotóxicos (CD8+). Existen otras subpoblaciones de linfocitos T, pero las dos poblaciones 

antes mencionadas son las más abundantes en circulación. 

Los linfocitos CD4+ efectores son los encargados de coordinar la respuesta inmune 

adaptativa a través de su interacción con los macrófagos, linfocitos B, células NK y 

linfocitos T CD8+, células dendríticas y células inflamatorias por medio de la secreción de 

citocinas.  

 

Linfocitos T Citotóxicos  
 

Los linfocitos T CD8+ son los encargados de matar a células infectadas por patógenos 

intracelulares y células tumorales. 

Para que estos linfocitos CD8+ lleven a cabo sus mecanismos de citotoxicidad necesitan 

ser activados por medio del reconocimiento del antígeno por una célula presentadora de 

antígenos en los nodos linfáticos. Los linfocitos activados salen de los nodos y se dirigen a 

los sitios de infección, donde su interacción con las células diana, que expresan el mismo 

antígeno con el que se activaron,  lleva a la muerte de las mismas.  

Los linfocitos CD8+ matan a células infectadas intracelularmente por medio de dos 

mecanismos: la muerte celular mediada por las proteínas granzima y perforina, que se 

encuentran dentro de los gránulos de los linfocitos CD8+, y la muerte celular dependiente 

del ligando de FAS. 

La muerte celular mediada de las proteínas granzima y perforina se lleva a cabo cuando 

el linfocito T CD8+ interactúa con la célula diana generando una sinapsis inmunológica. 
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Esto permite que el citoesqueleto del linfocito se reorganice para que los microtúbulos se 

desplacen hacia la membrana, cerca de la célula diana. De esta manera, con ayuda de los 

microtúbulos se liberan los gránulos que contienen a  granzima y perforina entre ambas 

células [1]. 

La perforina se une a los fosfolípidos de la membrana de la célula diana, por medio de 

un mecanismo dependiente de Ca2+, se polimeriza y forma poros en la membrana de la 

célula diana [23]. La granzima es capaz de entrar al citosol de la célula diana a través de 

los poros formados por la perforina, que además de permitir el paso de granzimas, generan 

un intercambio de iones provocando un desbalance osmótico en la célula blanco. Una vez 

que las granzimas se encuentran en el citosol escinden a las caspasas  para iniciar la muerte 

apoptótica de la célula diana [1]. 

El mecanismo independiente de los gránulos, es por el reconocimiento de complejos 

protéicos de membrana, entre la célula diana y el linfocito citotóxico. El ligando Fas 

(FasL), que se encuentra en las células T CD8+, y Fas que está expresado en las células 

blanco.  Al interactuar FasL/Fas se activa la vía extrínseca de la apoptosis a través de las 

caspasas, que darán inicio a la apoptosis.  
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Activación de los Linfocitos T. 
 

Para que las funciones efectoras de los linfocitos sean llevadas a cabo, es necesaria la 

activación de los mismos. 

Los linfocitos T vírgenes se encuentran circulando libremente por los ganglios 

linfáticos, hasta que reconocen un antígeno al cual son afines, por las células presentadoras 

de antígeno (APC), como las células dendríticas.   

El reconocimiento del antígeno es la primera señal responsable de la activación de los 

linfocitos T. Dicho reconocimiento se genera mediante la interacción del receptor de 

células T (TCR) con el MHC-péptido que se encuentra en la célula presentadora de 

antígeno [1]. Sin embargo, se requiere más de una señal para activar a los linfocitos T, esta 

señal la desencadenan los coestimuladores. La vía coestimuladora mejor caracterizada es 

Figura 2. Mecanismos de citotoxicidad de los linfocitos T CD8+. 
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aquella donde participan el receptor CD28 que se encuentra en la superficie de los linfocitos 

T con los coestimuladores B7.1 y B7.2 (o CD80/CD86) que se encuentra en las células 

presentadoras de antígeno.  

Otra señal coestimulatoria puede ser generada también por un grupo de receptores de la 

inmunidad innata llamados Receptores Tipo Toll (TLR), que reconocen ligandos 

microbianos y activan señales que inducen la energización celular, la entrada a ciclo celular 

y  la transcripción de genes importantes para la estimulación de los linfocitos T 

directamente o indirectamente a través de las células presentadoras, en las cuales se induce 

la expresión de moléculas coestimuladoras como B7 [1]. 	

1.3 TLR 5  
 

Algunos TLR se expresan en la superficie celular y reconocen Patrones Moleculares 

relacionados a Patógenos  (PAMPs) que se encuentran extracelularmente, como el caso de 

TLR5. Otros TLRs se encuentran en  las membranas endosómicas para reconocer ácidos 

nucleicos de antígenos fagocitados. 

TLR5 reconoce a flagelina, que es una molécula que se encuentra en los flagelos de las 

bacterias móviles. La flagelina es un potente activador de la respuesta inmune, su 

señalización mediante el TLR5 activa la vía de MyD88 para activar respuestas 

proinflamatorias [11]. Asimismo, se ha reportado el tratamiento de células NKcon flagelina, 

dependiente de  TLR5, aumentan la expresión de α-defensinas. Por lo tanto, las células NK 

reconocen y responden directamente a los componentes patógenos a través de los TLR y 

secretan α-defensinas como una ruta microbicida de protección contra los microorganismos 

(Chalifour et al., 2004).  
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2. Planteamiento del problema 
 

Los neonatos son muy susceptibles a la infección por patógenos intracelulares [21] . Según 

los datos de la UNICEF en el 2020 la mortalidad neonatal fue de 2,4 millones (Figura 3). 

Por otra parte, según los datos de la UNICEF en el 2019 una de las razones de muertes en 

los neonatos es debida a infecciones (Figura 4). 

Los neonatos tienen una exposición limitada a antígenos en el útero de la madre y no 

cuentan con células de memoria, además de que se encuentran en un estado tolerante que 

los prepara para el paso a un mundo repleto de antígenos [22]. Por esta razón, los neonatos 

adquieren protección de los organismos por anticuerpos de la madre. Estos anticuerpos 

ayudan al recién nacido a protegerse contra infecciones con las cuales la madre ha generado 

una memoria inmunológica. A pesar de que el sistema inmune de un neonato ofrece 

protección contra enfermedades infecciosas, resultan ser inmunológicamente más 

susceptibles a éstas en comparación con los adultos. 
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Figura 3. Mortalidad mundial neonatal. UNICEF 2020.  
Se ha reportado al rededor de 2.4 millones de muertes neonatales (del día 

0 al día 27 de nacidos) en el 2020. 
 

Figura 4. Causas de muerte en niños menores 5 años y neonatos.  
El 47% de las muertes en niños menores de 5 años ocurren en la etapa 

neonatal, siendo las infecciones una de las principales causas de muertes 
en los neonatos. 
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3. Antecedentes 
	

 En las células T CD8+ de neonatos, se encontraron sobre-expresados dos grupos de 

péptidos/proteína antimicrobianos, DEFA y CTSG [7],  lo cual es de suma importancia dado 

que, hasta antes de este estudio, la literatura solamente había establecido a células del 

sistema inmune innato como orígenes de dichos péptidos, salvo en algunas condiciones 

infecciosas en que se han reportado en linfocitos T (ref); lo que indica que los linfocitos T  

CD8+ y, en particular, en neonatos pudieran tener actividad microbicida, directamente.  

Para evaluar la actividad microbicida de Defensina A y Catepsina G, se realizaron ensayos 

de crecimiento microbiano en presencia y ausencia de estas proteínas, donde observamos 

que los sobrenadantes de linfocitos T CD8+ depletados de defensina A muestran una menor 

actividad antimicrobiana ligeramente más importante en los sobrenadantes de las células 

neonatos que en las de adultos, lo que sugiere que defensina A es un péptido crucial en la 

inhibición del crecimiento bacteriano. En el caso de los sobrenadantes depletados de 

catepsina G se mostró una menor actividad antimicrobiana sólo en los sobrenadantes de 

adultos [Tesis de Licenciatura. L.C Ximena Pérez Pacheco. 2019] (Figura 4).  Sin embargo, 

esto se hizo sólo una vez, por lo que decidimos extender este reporte a un mayor número 

de muestras y reportar también el crecimiento microbiano por la evaluación de cuenta 

viable.  También evaluamos la presencia de Defensina A y CTCG en las células T CD8+ 

de neonatos y adultos humanos antes y después de la activación. 

 

 

 



18	
	

 

 

Recientemente se reportó que tres proteínas citotoxicas: granzima B, perforina 1 y 

granulisina, tienen actividad microbicida. Estas proteínas actúan en conjunto para matar a 

bacterias intracelulares como M. Lepae y L. Monocytogenes. Perforina altera la membrana 

de la célula eucariotica permitiendo la salida que granzima y granulisina. Esta ultima se 

une a la membrana bacteriana y la alterna para así producir su lisis [26].  

Para que se lleven a cabo los mecanismo efectores de los linfocitos T CD8+ son 

necesarias dos señales: la presentación del antígeno por medio del MHC y las señales 

coestimuladoras. Como se mencionó anteriormente, una señal coestimuladora puede ser 

llevada a cabo por la flagelina.  Se ha demostrado que la activación en presencia de CD3 y 

la coestimulación con flagelina en linfocitos T CD4+ incrementa la producción de citocinas 

proinflamatorias a nivel de mRNA y proteína y estas estimulaciones a su vez desencadenan 

la activación de factores transcripcionales como lo son CREB, AP-1, NFkB [21]. Estas 

Figura 4. La actividad antimicrobiana disminuye cuando se elimina Defensina A en 
neonatos y en adultos.  

Se evaluó la actividad microbicida de los sobrenadantes depletados y no depletados en 
neonatos (azul) y adultos (rojo), como control negativo se uso medio RPMI y como 

control positivo 90 u/uL de kanamicina. 
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señales llevan a la activación de los linfocitos y síntesis de citocinas pro-inflamatorias 

(Tesis de Maestría. D. C Labastida.C.R.2013).  También en el laboratorio se estableció un 

modelo lógico, validado experimentalmente en el cual se evidencian las interacciones entre 

las vías de señalización del TCR y la Flagelina (ref) 

 

4. Hipótesis 
 

Los sobrenadantes de cultivo de células T CD8+ de neonatos y adultos retardan el 

crecimiento de Serratia marcescens las células T, en particular las céulas neonatales, 

expresan Catepsina G y a Defensina A.  Debido a esto, esperamos que Catepsina G y 

Defensina A serán responsables de la actividad antibiótica o bacteriostática de dichos 

sobrenadantes 

 

5. Objetivos  
 

Objetivo general 

 Evaluar la participación de la Catepsina G y la Defensina A en la actividad microbicida 

de sobrenadantes de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos humanos. 
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  Objetivos particulares 
	

1.  Evaluar el papel de la catepsina G en la actividad microbicida de los sobrenadanres de 

cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos humanos. 	

2. Evaluar el papel de la defensina A en la actividad microbicida de los sobrenadanres de 

cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos humanos.	

	

6. Metodología  
 

6.1 Purificación de linfocitos T CD8+ vírgenes  
 

Se obtuvo sangre periférica de adultos humanos sanos y de cordón umbilical de 

neonatos por un convenio con el Centro Estatal de la Transfusión Sanguínea y el Hospital 

Parres en la Ciudad de Cuernavaca, Morelos. 

Se separaron las células mononucleares por medio un gradiente de ficoll. A 

continuación, se eliminarán los monocitos por adherencia a plástico. Se utilizará el kit 

RosseteStep CD8 para purificar a las células T CD8+ por selección negativa. Con perlas 

magnéticas y usando un coctel de anticuerpos anti-CD5RO y anti-CD44, se eliminaron las 

células de memoria que se encuentran en los linfocitos T CD8+ totales de la sangre de 

adultos.  Para mejorar la pureza, en el caso de la sangre de neonatos, se eliminaron células 

contaminantes usando los anticuerpos B220 y CD11B, mediante esferas magnéticas unidas 

a proteína A/G. Finalmente, para comprobar la pureza de nuestras células, se analizaron 

rutinariamente por citometría de flujo. 
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6.2 Estimulación de Linfocitos CD8 vírgenes para la obtención de sobrenadantes.  
 

Se estimularon células T CD8+ vírgenes con un entrecruzamiento de anticuerpos, anti-

humanCD3 clona OKT3 a una concentración final de de 1 �g/ml y flagelina 50 ng/ml. 

Para realizar el entrecruzamiento de los anticuerpos, se agregó el anticuerpo IgG goat anti-

mouse 1 �g/ml. Cultivaremos las células a  37ºC con 5% de CO2 por 6 horas sin suero ni 

proteínas. Se obtuvieron los sobrenadantes de cultivo, que fueron depletados de células por 

centrifugación. De esta manera se obtuvieron los sobrenadantes de linfocitos T CD8+ 

vírgenes que se mantuvieron congelados a -70oC hasta su uso.  

 

6.3 Inmunodepleción con perlas magnéticas 
 

Se retiraron las proteínas de interés de los sobrenadantes de linfocitos T CD8+ de neonatos 

y adultos humanos, para evaluar se efecto por medio de inmunodepleción con perlas 

magnéticas acopladas a un anticuerpo. Se utilizaron anticuerpos anti-DefensinaA y anti-

catepsinaG. 
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6.4 Cuantificación de proteína  
	
Para cuantificar la concentración de proteínas en los sobrenadantes obtenidos de los 

linfocitos T CD8+ usamos el kit Qubit ® Protein Assay (de acuerdo con las indicaciones 

del fabricante). 

 

6.5 Medición de crecimiento bacteriano en presencia de péptidos antimicrobianos 
	

Se incubó a 30ºC en agitación una colonia aislada de la cepa sm81 de S. marcescens en 

medio estéril LB por 24 h, para obtener la pastilla con bacterias por medio de centrifugación 

y agregar 1 mL de medio LB. A continuación, se agregarán los diferentes sobrenadantes 

de los infocitos T CD8+  depletados de las proteínas de interés a las bacterias S. marcescens 

y se incubarán a 30ºC por 4 horas, tomando alícuotas cada hora. 

Como control de inhibición de crecimiento, se utilizaran diferentes concentraciones de 

Kanamicina: 50 µg/µL, 70 µg/µL y 90 µg/µL y como control de crecimiento sólo se 

agregará RMPI estéril. 

Se evaluó el crecimiento microbiano por medio de espectrofotometría a una longitud de 

onda de 540 nm en una placa de ELISA estéril. 
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7. Resultados 
	
	

7.1 Purificación de linfocitos T CD8+ de adultos vírgenes  
	
Se obtuvo sangre periférica de 9 adultos sanos de 20 y 30 años, de los cuales fueron 

seleccionados 7 de ellos (Tabla1). Se purificó la sangre periférica para obtener células 

vírgenes, y usando anticuerpos monoclonales, anti-CD3-PE y anti-CD8-FITC, evaluamos 

la pureza de la población y se obtuvieron linfocitos T CD8+ totales. En la figura 6 se 

muestra un ejemplo representativo de las purezas obtenidas en células de adultos. 
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	 Sexo # linfocitos T 

CD8+ Totales Pureza % 

Adulto 1 Masculino 28.4 millones 91 

Adulto 2 Masculino 32 millones 94.6 

Adulto 3 Masculino 29 millones 96.8 

Adulto 4 Masculino 21 millones 97.7 

Adulto 5 Masculino 30 millones 93.8 

Adulto 6 Masculino 30 millones 92.6 

Adulto 7 Femenino 11 millones 90.3 

 

 

  

Tabla 1. Caracteristicas de las muestras de adulto.  

Se obtuvo un total de 7 muestras de sangre periférica de adulto, de 
los cuales el numero de células iba entre los 11 a 32 millones. El 
porcentaje de linfocitos T CD8+ totales iba entre 90.3 a 97.7%. 
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7.2 Obtención de linfocitos T CD8+ virgenes  
	
Después de obtener la población de linfocitos T CD8+  totales, se eliminaron los linfocitos 

de memoria mediante el uso de perlas magnéticas acopladas a CD45RO y CD44. Para 

evaluar la depleción de las células de memoria, se hizo la tinción con anticuerpos anti-

CD45RO-FITC. CD45RO es una molécula característica de los linfocitos de memoria. Las 

células vírgenes fueron teñidas con para medir la eficiencia con la que se eliminaron los 

linfocitos de memoria.  

En la figura 7 se tiñó a las células positivas para CD45RO, la concentración usada fuer 5 

uL de anticuerpo a 1µg/µL, y se puede observar que las células si fueron teñidas 

Figura 6. Gate representativo de la pureza de linficitos T CD8+ 
de adultos.  

En el eje X se muestra el porcentaje de células positivas para la 
molécula CD3 (PE). En el eje Y se muestran las células positivas 
para la molécula CD8 (FITC). El porcentaje de pureza se obtiene 
de las células que expresan ambas moléculas. El resultado fue la 

obtención de células con una pureza arriba del 97.7%. 
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correctamente. De color azúl se muestran las poblaciones célulares virgenes y de color rojo 

las poblaciones célulares totales.  

 

	Figura 7. Expresión de CD45RO 

En	la	figura	de	la	izquierda	se	muestra	que	no	se	tiñeron	las	células	positivas	para	
CD45RO,	sin	embargo,	en	la	figura	de	la	derecha	se	observa	la	tinción	de	CD45RO.	

De	color	rojo	se	observa	las	células	totales	y	de	color	azul	las	vírgenes.	

 

7.3 Putificación de linfocitos T CD8+ de neonatos.  
	
Se obtuvo sangre de cordón umbilical de 4 neonatos en el Hospital General de Temixco, 

Morelos. La sangre fue purificada eliminando las células B con anticuerpos anti-B220 y 

anti-CD11b. Para poder obteber poblaciones más puras, igualmente se uso un anticuerpo 

anti-CD4. 

Se realizó por inmunodepleción con perlas magneticas acopladas a anticuerpo la 

eliminación de posibles células de memoría, (Figura 8), en donde se comprueba que, como 

se esperaba, las células neonatales son negativas a CD45RO. 
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Figura	8.	CD45RO+	en	células	neonatales.		
	

No	se	observaron	poblaciones	positivas	para	CD45RO.	Células	sin	teñir	(azul),	
células	teñidas	(rojo).	

	

	

Para validar que durante el proceso de purificación las células no hayan sido activadas las 

células, se tiñeron con anti-CD69, un marcador de activación de células T (Figura 9). Como 

se puede observar en el histograma, no hay células positivas para CD69. 
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Figura	9.	Expresión	de	CD69+	
	

Las	células	neonatales	no	exprearon	CD69.	De	color	azul	se	encuentran	las	células	
sin	teñir	y	de	color	rojo	las	células	teñidas.	

	

	

Se obtuvieron poblaciones de linfocitos T CD8+ de neonatos aproximadamente de 90% 

de pureza (Figura 10). Los datos de cada neonato se muestran en la tabla numero 2. 
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Figura	10.	Pureza	neonatos	

En el eje Y se muestra el porcentaje de células positivas para la molécula CD3 (PE). En 
el eje X se muestran las células positivas para la molécula CD8 (FITC). El porcentaje de 

pureza se obtiene de las células que expresan ambas moléculas. El resultado fue la 
obtención de células con una pureza arriba del 90%. 
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	 Sexo Capurro 

(SDG) APGAR # células 
virgenes Pureza % 

Neonato 1 Masculino 39 9/9 3 millones 88.5 

Neonato 2 Masculino 40 8/9 15 millones 82.3 

Neonato 3 Masculino 40 9/9 25 millones 82.2 

Neonato 4 Masculino 41 9/9 10 millones 90.2 

 

Tabla	2.	Características	de	las	muestras	de	neonato	
	

Se	muestra	el	Capurro	(semanas	de	gestación),	APGAR,	numero	de	células	obtenidas	
y	pureza,	de	un	total	de	4	neonatos.	
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7.4 Estimulación de sobrenadantes de linfocitos T CD8+ 
	
Los linfocitos T CD8+ virgenes de adultos y neonatos fueron estimulados con anti-CD3 y 

Flagelina por 6 horas a 37oC y 2% de CO2. Una vez de que las células fueron estimuladas, 

se obtuvieron sobrenadantes de cultivo y se cuantificó la proteina obtenida. 

7.5 Inmunodepleción con perlas magneticas  
	
La Catepsina G y Defensina A, fueron depletados por medio de anticuerpos anti-Defensina 

A y anti-Catepsina G, que reconocieron especificamente a los péptidos mencionados y que 

estaban acoplados a perlas mágneticas con la proteína A/G. Por medio de un magneto se 

depletaron estos productos de interés de los sobrenadantes. Como control de pegado 

inespecífico, se utilizaron sobrenadantes que se trataron con las perlas magnéticas sin 

anticuerpos (perlas). 

7.6 Cuantificación de proteína  
	
Una vez realizada la inmunodepleción de péptidos, se cuantificaron nuevamente las 

proteínas en el sobrenadante, en 5 adultos y 4 neonatos (Tabla 3). 
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Concentra
do (mg/mL) 

Perlas 
(mg/mL) 

SN-DEF 
(mg/mL) 

SN-CTG 
(mg/mL) 

Adulto 2 0.492 0.470 0.444 0.363 

Adulto 3 0.70 0.31 0.2 0.22 

Adulto 4 0.479 0.28 0.2 0.2 

Adulto 5 0.402 0.32 0.23 0.21 

Adulto 6 0.410 0.3 0.2 0.2 

Neonato 1 0.334 0.338 0.302 0.306 

Neonato 2 0.344 0.30 0.3 0.3 

Neonato 3 0.408 0.32 0.22 0.2 

Neonato 4 0.443 0.34 0.2 0.2 

 

Tabla 3. Concentraciones de proteína.  

Se evaluó la concentración de proteína de los sobrenadantes de cinco adultos y cuatro 
neonatos depletados y no depletados de Defensina A y Catepsina G por medio de el kit 

Qubit ® Protein Assay.  

 

Se partió de una concentración final de proteína de 0.05 ug/uL en cada pozo a partir de los 

sobrenadantes, para hacer diluciones seriadas,.  La concentración elegida fue del doble de 

la cocentración minima de proteína para observar un efecto microbicida, que se evaluó 

previmente [tesis licenciatura, Ximena Pérez Pacheco, 2019].  
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7.7 Evaluación del crecimiento de Serratia marcescens en medio RPMI 
	
Se evaluó el crecimiento de la cepa Sm81 de  Serratia marcescens en medio LB para 

conocer el crecimiento óptimo de la bacteria. S. marcescens fue incubada a 30ºC durante 5 

horas. Su crecimiento fue analizado cada hora por medio de un espectrofotómetro a 

diferentes longitudes de onda: 540 nm, 600 nm y 660, en un mismo cultivo. 

El tiempo de incubación óptimo para S. marcescens es de 4 horas [tesis licenciatura, 

Ximena Pérez Pacheco, 2019], debido a que se puede observar que en las primeras 3 horas 

la bacteria crece, siendo está su fase de crecimiento exponencial, alcanzando la fase 

estacionaria a las 4 horas, como se puede observar también en la figura 11. Así mismo, el 

óptimo crecimiento de S. marcescens se observa de mejor manera a 540 nm.  
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Figura 11. Crecimiento de S. marcescens  

Crecimiento de S. marcescens que fue incubada por 5 horas a 30ºC a diferentes 

longitudes de onda: 540, 600 y 660 nm en un mismo cultivo. Se evaluó por un 

espectrofotómetro el crecimiento a partir de la hora 0 hasta la hora 5. En el eje de las  Y 

se muestra la absorbancia y en el eje de la  X el tiempo de incubación en horas.  

 

7.7 Evaluación del crecimiento  de Serratia marcescens con 90 ug/uL de kanamicina.  
	
El crecimiento de S. marcescens fue igualmente evaluado en presencia de kanamicina a 90 

ug/uL por medio de un espectrofotómetro. La bacteria mostraba una inhibición de 

crecimiento a diferentes concentraciones de kanamicina: 50 ug/uL, 70 ug/uL y 90 ug/uL, 



35	
	

comprobando que es suceptible a este antibiótico. Se muestra en la figura 12 la inihibición 

de su crecimiento al ser incubada por 4 horas a 30ºC, midiendo la absorbancia a diferentes 

longitudes de onda: 540 nm, 600 nm y  660 nm.  

La kanamicina es un antibiótico que inhibe la sintesis de proteína debido a la unión al sitio 

A conservado del ARN ribosomal 16S. Al usar la concentración 90 ug/uL de kanamicina 

podemos observar una inhibición significativa en la curva de crecimiento de la bacteria, 

sin embargo, dadas las tres diferentes longitudes de onda a las que se midió, se observa de 

mejor manera la inihibicón de crecimiento por kanamicina a 540 nm (Figura 12) 
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Figura 11. Crecimiento de S. marcescens en presencia de kanamicina.  

Se eveluó en crecimiento de S. marcescens de un mismo cultivo en presencia de 90 ug/ul 

de kanamicina cada hora,  durante 5 horas a 30ºC a diferentes longitudes de onda: 540 nm 

(A), 600 nm (B) y 660 nm (C). 
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7.8 Evaluación de la actividad microbicida de sobrenadantes depletados de 
Defensina A y Catepsina G en neonatos y adultos humanos por densidad óptica 
	
	
Para evaluar el efecto de la Defensina A y la Cathepsina G en la acción microbicida de los 

sobrenadantes de cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos humanos, se 

depletaron estos productos de los sobrenadantes de cultivo de células estimuladas.  Las 

células se estimularon con el anticuerpo anti-CD3, entrecruzado con un segundo anticuerpo 

anti ratón y flagelina por 4 horas. Posterior a la depleción, se evaluó el crecimiento de  S. 

Marcescens en presencia de los sobrenadantes de cultivo depletados y no depletados. Se 

utilizaron los sobrenadantes de 3 células de adultos y 3 de neonatos. El crecimiento  se 

analizó por espectrofotometría y por cuenta viable.  

En la figura 12, se muestran el promedio y desviación estándar de las evaluaciones hechas 

por expectrometría.  Se puede ver que el crecimiento de la bacteria disminuye tanto con 

Kanamicina como con los sobrenadantes de cultivo sin depletar de manera significativa 

tanto en las células neonatales como de adultod. Al eliminar a Catepsina G, la densidad 

óptica aumentó muy ligeramente . En cambio, al eliminar la  Defensina A, se observó una 

mayor recuperación del crecimiento bacteriano, aunque no alcanzó significancia 

estadística.  Esta recuperación se observó tanto para los sobrenadantes de las células 

neonatales como las de adulto, lo cual fue sorpresivo, dado que en las células de adulto sin 

estimular, este péptido prácticamente no se expresa.  Por esta razón se realizaron los 

experimentos que se muestran en la sección 5.10 
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Figura 12. La actividad microbicida disminuye en los sobrenadantes sin Catepsina G 
o sin Defensina A. 

Se analizó el crecimiento bacteriano de sobrenadantes de cultivo de cinco adultos y 

cuatro neonatos y se muestra la media y desviación estándar a 540 nm por medio de un 

espectrofotómetro.  En el eje de las X se observa de izquierda a derecha como control 

negativo RPMI, control positivo kanamicina, sobrenadante concentrado, sobrenadante 

con perlas no acopladas a anticuerpo, sobrenadante sin catepsina y sobrenadante sin 

defensina. De color rojo se muestran las muestas de adulto y de azul las de neonato. Se 

utilizó la prueba Kruskal-Wallis para analizar la significancia.  

 

En resumen, estos datos nos sugieren que los sobrenadantes de linfocitos T CD8+ de adultos 

y neonatos humanos tienen la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano, 

particularmente de S. Marcescens y que al menos parte de esta actividad se debe a la 

presencia de defensina A y en menor grado Catepsina G. 
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7.9 Evaluación de la actividad microbicida de sobrenadantes depletados de 
Defensina A y Catepsina G en neonatos y adultos humanos cuenta viable 

	
El crecimiento bacteriano también fue analizado por medio de cuenta viable, en el cual se 

cultivó S. marcescens por 4 horas a 30ºC. Se procedió a hacer diluciones seriadas para 

evaluar el crecimiento en medio LB despues de 24 horas de incubación. Las diluciones 

seriadas fueron realizadas de la siguiente manera, en el caso de RPMI el tubo 1 fue el 

concentrado, el tubo 2 fue una dilución 1/100, en tubo 3 1/1,000, el tubo 4 1/10,000 y el 

tubo 5 1/100,000. En el caso los tubos con kanamicina y muestras que contenína 

sobrenadantes de cultivo de linfocitos, el tubo 1 fue el concentrado, el tubo 2 fue una 

dilución 1/10, en tubo 3 1/100, el tubo 4 1/1000, y el tubo 5 10,000. 

Se evaluó el crecimiento de la bacteria en presencia o ausencia de Catepsina G y Defensina 

A en 3 neoantos y de 3 adultos. En la figura 13 se muestran las placas de cultivo. Las placas 

de la izquiera representan a los adultos y las de la derecha a los neonatos. Se agregó una 

gota de 10 uL por triplicado en cada una de las 5 diluciones, considerando la dilución 

numero 1 como el concentrado de la bacteria con el sobrenadante. Como control positivo 

se usó kanamicina a 90 ug/mL y como control negativo se utilizó RPMI.  

En el caso de las bacterias control, que sólo fueron expuestas a RPMI, se observa un fuerte 

crecimiento de colonias, en comparación con las bacterias que fueron expuestas a 

kanamicina, o retadas con los sobrenadantes concentrados se observa una inhibición de 
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colonias bacterianas, lo que nos diría que los sobrenadantes sin depletar estarían inhibiendo 

el crecimiento bacteriano, como se observó con los experimentos de evaluación de D.O.  

En el caso de los que fueron depletados de Catepsina G o de Defensina A, se mostró un 

aumento de crecimiento de colonias de S. marcescens. 
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Adulto y Neonato 

A) RPMI 

                            ADULTO                                                    NEONATO 

  

B) 90	ug/mL	de	kanamicina	
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C) Concentrado 

                     ADULTO                                                        NEONATO 

  

 

D) Sin Catepsina 
	
																	ADULTO																																																																				NEONATO	
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E) Sin	Defensina	

 

Figura 13. Crecimiento de S. marcescens en placa en presencia y ausencia de 
Catepsina G y Defensina A de adulto 1 y neonato 1.  

Los sobrenadantes depletados y no depletados de Catepsina G y Defensina A fueron 
retados para evaluar el crecimiento de S. marcescens. Como control positivo kanamicina 

y como control negativo RPMI.  

 

Así mismo, estos resultados fueron graficados como se muestra en la figura 16, donde se 

realizó un conteo de las colonias que se observan en la figura 13. El promedio de las 

colonias contadas se multiplicó acorde a su factor de dilución y este a su vez fue dividido 

por 10, ya que este fue el volumen que se sembró, y de esta manera se obtenian el numero 

de colonias por μL. Los resultados fueron analizados en el programa Prism GraphPad, y se 

utilizó la prueba Kruskal-Wallis para analizar la significancia. La grafica muestra el 

numero de colonias de los ensayos microbicidas que no tenían Catepsina G ó que no tenían 

Defensina A. En las muestras control con RPMI se encontraban alrededor de 60,000 
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bacterias/μL, mientras que en el caso de las muestras con kanamicina, sobrenadante 

concentrado y sobrenadante acoplado a perlas magnéticas, no crecieron bacterias, o 

crecieron muy pocas (datos en la gráfica no mostrados). Los resultados en la cuenta viable 

nos arrojaron que en el caso de las células de  adultos, al eliminar Catepsina G y Defensina 

A las bacterias crecian ligeramente más que las que contenían subrenadantes de células 

neonatales, pero debido a la gran variabilidad de las evaluacones, no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas. 

 

 

Figura 14. Cuenta viable  

En el eje de las Y se muestra el crecimiento de S. marcescens por numero de colonias por 

μL. En el eje de las Y se muestran los sobrenadantes elimnados de Catepsina G y de 

Defensina A, respectivamente. De color rojo se muestran los adultos y de colos azul los 

neonatos. Los resultados fueron analizados por medio del programa Prism GrahpPad. La 

prueba estadistica usada fue prueba Kruskal-Wallis (p-value <= 0.05). 
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Estos resultados nos sugieren que Catepsina G y Defenisina A tienen acciones microbicidas 

y que tanto en células neonatales como en las de adulto, estas proteínas parecen estar 

presentes en los sobrenadantes de cultivos activados con CD3 y Flagelina.  Esto nos hizo 

preguntarnos si en las células de adulto, que inicialmente tienen una expresión mucho 

menor que las células de neonato, se induce la expresión de CTCg t DefA, por lo que 

decidimos evaluar su expresión por citometría de flujo. 

 

7.10 Expresión de Defensina A y Catepsina G en linfocitos T CD8+ estimulados y no 
estimulados en neonatos y adultos. 

	
Dado que tanto en células estimuladas de adulto como de neonato se observó un aumento 

del crecimiento bacteriano al depletar cathepsina G y Defensina A, decidimos evaluar la 

expresión de las mismas en células TCD8+ estimuladas por 6 horas a través de -

CD3/flagelina y no estimuladas.  

Se utilizaron céluas mononucleares y se marcó a las células positivas para CD8 y para Las 

células ara defensina A o catepsina G, esto se realizó en células tanto de adultos como de 

neonatos.  

Se muestra en la figura  17  la expresión de la proteína y péptido de interes: Catepsina G y 

Defensina A, en células adulto. Es claro que las celulas que fueron estimuladas tuvieron 



46	
	

una mucho mayor expresión de Catepsina y de Defensina, en comparación con las células 

no estimuladas.  

 

A)                                                                                         B) 

																																															 	

             Catepsina                                                                           Defensina 

 

Figura 17.  Expresión de Defensina A y Catepsina G en linfocitos T CD8+ en adulto. 

En el eje de las X se muestra una escala logarítmica donde a partir de 10^3 se considera 

positivo la población celular. En la figura A se presenta la expresión para Catepsina G, 

mientras que en la figura B se presenta la expresión de Defensina A, ambos de adulto. De 

color rojo se muestra la población célular control (sin teñir), de color azul son células que 

no fueron estimuladas, mientras que de color naranja son células estimuladas con CD3 y 

flagelina durante 6 horas.  

 

 

 

Rojo:	Control	
sin	teñir	
	
Azul:	Células	
sin	estimular	
	
Naranja:	
Células	
estimuladas	
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A)                                                                                        B) 

                                    

           Catepsina neonato 1                                                          Defensina neonato 1 

      C)                                                                                     D)    

                                        

             Catepsina neonato 2                                                          Defensina neonato 2          

Figura 18. Expresión de Defensina A y Catepsina G en linfocitos T CD8+ en 

neonatos. 

En el eje de las X se muestra una escala logarítmica donde a partir de 10^3 se considera 

positivo la población celular. (A) se muestra la expresión de Catepsina G en el neonato 1, 

(B) la expresión de Defensina en el neonato 1. (C) expresión de Catepsina G en el 

neonato 2, (D) expresión de Defensina A en neonato 2. De color rojo se muestra la 

Rojo:	Control	
sin	teñir	
	
Azul:	Células	
sin	estimular	
	
Naranja:	
Células	
estimuladas	

Rojo:	Control	
sin	teñir	
	
Azul:	Células	
sin	estimular	
	
Naranja:	
Células	
estimuladas	
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población célular control (sin teñir), de color azul son células que no fueron estimuladas, 

mientras que de color naranja son células estimuladas con CD3 y flagelina durante 6 

horas.  

 

Así mismo, la expresión de defensina y de catepsina fue media en linfocitos T CD8+ de 

dos neonatos, en células estimuladas con CD3 y flagelina y en células no estimuladas. 

Como se muestra en la figura 18 Catepsina G se expresaba aún mas en células estimuladas 

en comparación con células no estimuladas, sin embargo, para el caso de Defensina A, se 

mostró una mayor expresión en células no estimuladas comparandolas con las no 

estimuladas.  

 

8. Discusión  
	
El tema principal de este proyecto fue la evaluación de la  participación de Cathepsina G y 

Defensina A en inhibición del crecimiento de Serratia Marcensis. Encontramos que ambas 

participan en la actividad microbicida o bacteriostática de la bacteria, pudiendo demostrar 

que las células T CD8+ on capaces de esta actividad, además de  su mecanismo clásico de 

citotoxicidad.  

 Surgieron varios retos técnicos y ajenos al laboratorio para la realización de los 

experimentos, sin embargo, los resultados fueron prometedores, aunque faltaron algunas 

repeticiones para alcanzar significancias estadísticas.  
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Logramos  purificar células de cordón umbilical y células virgenes de sangre periferica de 

adultos, y obtener sobrenadantes de cultivo con cantidades reproducibles de proteína. 

Valoramos que las células de cordón umbilical no estuvieran contaminadas con sangre de 

la madre, mediante la tinción con CD45RO, que marca células de memoria.  Asimismo, 

nuestras células fueron negativas para la expresión de CD69, un marcador de activación. 

Las codiciones de crecimiento de S. marcescens fueron evaluadas previo a los 

experimentos y  además que se evaluó el crecimiento a diferentes longitudes de onda para 

probar con cual se aprecia mejor el crecimiento de la bacteria, a sugerencia de mi comité 

tutoral. Los resultados obtenidos mostraron que la bacteria alcanzó su fase exponencial a 

las 4 horas de incubación. De la misma manera, se realizó una curva de crecimiento de S. 

marcescens en presencia de 90 ug/uL de kanamicina a diferentes longitudes de onda, donde 

se observa una mejor apreciación de la inhibición a una densidad optica de 540 nm, en 

donde, a la 1 hora de incubación la densidad óptica empieza a diminuir, lo que nos diría 

que se esta inhibiendo el crecimiento. 

Se evaluó la concentración de proteína en los sobrenadantes depletados y no depletados de 

Catepsina G y de Defensina A en  las células de neonatos y adultos para utilizar la misma 

concentración de proteína en todos los experimentos.  Se partió de una concentración final 

de proteína de 0.05 ug/uL en los cultivos bacterianos y diluciones seriadas a partir de la 

misma. Esta concentración fue reportada en mi tesis de licenciatura como el doble de  

concentración mínima para poder observar la inhibición del crecimiento bacteriano.  

Tres muestras de sobrenadantes depletados y no depletados de Catepsina G y de Defensina 

A de adultos y neonatos humanos fueron analizados por medio de densidad óptica a 540 
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nm, donde se observa que al depletar esta proteína y péptido aumentó la densidad ópitca, 

en comparación con el control de kanamicina, y contrariamente a los sobrenadantes que no 

fueron depletados de ninguna proteína. Esto indica que las depleciones fueron efectivas en 

eliminar estas proteínas y que participan en la actividad microbicida o bacteriostática sobre 

la bacteria. En particular Defensina A parece ser importante en la actividad microbicida de 

los sobrenadantes de cultivo de los linfocitos T CD8+, tanto de neonatos como de adultos. 

No encontramos una diferencia significativa en sobrenadantes depletados de Catepsina G 

o de Defensina A entre neonatos y adultos, lo cual nos podría decir que ambas proteínas 

podrían tener un papel importante en la defensa contra patogenos como S. marcescens que 

aún no ha sido descrita. 

Para corroborar el efecto de la depleción de Cathepsina y Defensina A sobre el crecimiento 

de Seratia marcences, se midio la cuenta viable en placa, que se logró estandarizar 

finalmente. Tuvimos un problema con las concentraciones más altas de los sobrenadantes 

de cultivo, pudiendo establecer el crecimiento en las concentraciones más diluidas.  Esto 

habla de que había un efecto inhibidor sobre el crecimiento en placa en estos sobrenadantes. 

Sin embargo, logramos observar de manera repetitiva que la depleción tanto de Densina A 

como de Cathepsina A lograban recuperar el crecimiento bacteriano, por lo que se 

corroboró por otro método el resultado obtenido al evaluar el crecimiento por D.O. 

Un resultado sorpresivo fue que no hubo diferencia en el efecto de las depleciones de 

Catepsina G y Defensina A en linfocitos T CD8+ estimulados de neonatos y adultos.  Fue 

sorpresivo porque las células de adulto a nivel basal no expresan estos productos.  Por esto, 
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decidimos evaluar si la estimulación en presencia de flagelina inducen la expresión de 

Catepsina G y Defensina A. 

Observamos que efectivamente la estimulación a través de CD3+ y Flagelina indujeron la 

expresión de Catepsina G y Defensina A en las células del adulto, lo cual no se ha 

reportado.  Sólo logramos hacerlo en una muestra de adulto pero el resultado es muy claro 

en esta muestras.  En las células neonatales hay una expresión basal de estos productos y 

la estimulación aumentó ligeramente la expresión de Catepsina G pero disminuyó la de 

Defensina A.  La repetición de estas evaluaciones es necesaria para concluir de manera 

contundente.  

Hubo retrazos en esta tesis debido al COVID, ya que tuvimos que parar por casi dos meses 

las evaluaciones de crecimiento bacteriano, ya que hubo contagios en el laboratorio. 

Además, ya no hubo pudimos comprobar por Inmunoblot la depleción de Cathepsina y 

Defensina A.  Esto se debió al tiempo y a que se tenían que concentrar los sobrenadantes 

para alcanzar concentraciones que pudieran ser evaluadas por esta técnica. 
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9. Conclusión 
	

1. Una vez más se comprobó que los sobrenadantes de linfocitos T CD8+ de neonatos 

y adultos humanos tienen actividad microbicida ante la bacteria S. marcescens. 

2. Se recupero el crecimiento bacteriano al depletar Defensina A (comprobado por 

D:O: y por cuenta viable) y Cathepsina (sólo observado por cuenta viable, el efecto 

por D.O. fue muy leve) tanto en sobrenadantes de células T CD8+ de adulto como 

de neonato 

3. La expresión de Catepsina G y de Defensina A aumentó en células de adulto 

estimuladas con anti-CD3 y flagelina.  Las células neonatales tienen una expresión 

basal alta de esta proteína y péptido. 
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Dra. Vera Lucia Petricevich 
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P r e s e n t e: 

 
 
 
 

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he revisado 
el trabajo de Tesis “Estudio de la actividad microbicida de péptidos y proteínas en 
sobrenadantes de cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos humanos", que 
para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcionó la alumna Ximena 
Pérez Pacheco. Le comunico que su contenido es adecuado y suficiente, por lo que de 
acuerdo al artículo 75 del Reglamento General de Estudios de Posgrado de la UAEM le 
otorgo el siguiente dictamen: 

 
 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 
 
 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, 
reiterando además mi disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades. 
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo. 

 
 
 
 
 

A t e n t a m e n t e 
 
 
 
 

Dra. María Angélica Santana Calderón 

 
FACULTAD DE MEDICINA 

Secretaria de Investigación 

 
Calle Leñeros esquina Iztaccíhuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. 

Tel. (777)3 29-3473 • jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx 
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revisado el trabajo de Tesis “Estudio de la actividad microbicida de péptidos y 
proteínas en sobrenadantes de cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos 
humanos", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcionó 
la alumna Ximena Pérez Pacheco. Le comunico que su contenido es adecuado y 
suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 75 del Reglamento General de Estudios de 
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Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo. 

 
 
 
 
 

A t e n t a m e n t e 
 
 
 
 

Dr. Fernando Roger Esquivel Guadarrama 

 
FACULTAD DE MEDICINA 

Secretaria de Investigación 

 
Calle Leñeros esquina Iztaccíhuatl s/n Col. Volcanes. C.P. 62350. Cuernavaca, Morelos. México. 

Tel. (777)3 29-3473 • jefatura. posgrado.medicina@uaem.mx 



59	
	

 

 

 

 

 
 

Se expide el presente documento firmado electrónicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA 
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el 
27 de abril del 2020. 

 
El presente documento cuenta con la firma electrónica UAEM del funcionario universitario competente, 
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboración y es válido de conformidad con los 
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRÓNICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE 
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32. 

 
Sello electrónico 
FERNANDO ROGER ESQUIVEL GUADARRAMA | Fecha:2022-06-06 14:34:24 | Firmante 
a4UAjVonuISXEhL1BgjAUYfEj0QxIeJZVxIhF58NRpVnBA2LmL2ziNVdjzR/zhfTzWLkufVUt1SxqrEdEslCcI/ga6G+XNTnoLvuUzauJfDimETSo3JcgI+r/9ex+rjKbgJaKrLNkb57Z8Xl 
AzjBEywyYHe3VQgIQOzZzQJq9HmePSYRrKJhcu0Nqo1z0R/r52IPSUir8DpZZztkaUrBErH0Eaca+3kRjhesrmwit6d2iCr4Jpi7aFtMyNahsO16C4Otd2UBMjH/27An+Gn9c4VJrgvp 
31crHnemy+aUEp1T9uwyKf3CYM2NDpjShWh365CJcY/yVrCznf2OlkpTBQ== 

 

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente dirección electrónica o 
escaneando el código QR ingresando la siguiente clave: 

 
 

QlZa3zKtJ 
 
 
 

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Q3aMQXjbxD1FBB32HCVt2t3ThYOfpAgV 



60	
	

 

 

 

 

 
Coordinación General de Posgrado 

 
 
 

Cuernavaca, Mor., 06 de junio de 2022. 
 
 
 
 

Dra. Vera Lucia Petricevich 
Directora 
Facultad de Medicina 
P r e s e n t e: 

 
 
 
 

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he 
revisado el trabajo de Tesis “Estudio de la actividad microbicida de péptidos y 
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Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he 
revisado el trabajo de Tesis “Estudio de la actividad microbicida de péptidos y 
proteínas en sobrenadantes de cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos 
humanos", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcionó 
la alumna Ximena Pérez Pacheco. Le comunico que su contenido es adecuado y 
suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 75 del Reglamento General de Estudios de 
Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 
 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 
 
 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, 
reiterando además mi disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades. 
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo. 

 
 
 
 
 

A t e n t a m e n t e 
 
 
 
 

Dr. Joaquín Sánchez Castillo 

 
FACULTAD DE MEDICINA 

Secretaria de Investigación 
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LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MORELOS 
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el 
27 de abril del 2020. 

 
El presente documento cuenta con la firma electrónica UAEM del funcionario universitario competente, 
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboración y es válido de conformidad con los 
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ZVwW7Hd317G2G3z/sn6AEIOx915Y4oNT6h9GyyDlEvWX4tCyaYOUK9mQM+sFUyCqAVp4hfw== 

 

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente dirección electrónica o 
escaneando el código QR ingresando la siguiente clave: 
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64	
	

 

 

 

 

 
Coordinación General de Posgrado 

 
 
 

Cuernavaca, Mor., 06 de junio de 2022. 
 
 
 
 

Dra. Vera Lucia Petricevich 
Directora 
Facultad de Medicina 
P r e s e n t e: 

 
 
 
 

Estimada Dra. Petricevich, por este conducto me permito informarle que he 
revisado el trabajo de Tesis “Estudio de la actividad microbicida de péptidos y 
proteínas en sobrenadantes de cultivo de linfocitos T CD8+ de neonatos y adultos 
humanos", que para obtener el grado de Maestra en Medicina Molecular me proporcionó 
la alumna Ximena Pérez Pacheco. Le comunico que su contenido es adecuado y 
suficiente, por lo que de acuerdo al artículo 75 del Reglamento General de Estudios de 
Posgrado de la UAEM le otorgo el siguiente dictamen: 

 
 

I. Se aprueba el trabajo de tesis otorgando el voto correspondiente. 
 
 

Así mismo, le agradezco la invitación a participar en este programa educativo, 
reiterando además mi disposición para seguir colaborando en este tipo de actividades. 
Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo. 

 
 
 
 
 

A t e n t a m e n t e 
 
 
 
 

Dr. Iván Martínez-Duncker Ramírez 

 
FACULTAD DE MEDICINA 

Secretaria de Investigación 
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