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Introducción  

El homólogo 1 de discos grandes (Dlg1) y Scrib son proteínas de andamiaje molecular altamente 

conservadas en la evolución y pertenecen a la familia de las proteínas con dominios de unión PDZ, 

por lo que están involucradas en una gran cantidad de procesos celulares (Barreda et al, 2019). 

Además, Dlg1 pertenece a la familia de las guanilato cinasas asociadas a la membrana, varios 

miembros de dicha familia están involucradas en la regulación de vías de señalización vinculadas al 

control del crecimiento de tejidos, diferenciación, polarización celular, migración celular, entre otras 

funciones (Marziali et al, 2019). Dlg1 contiene dominios multi-PDZ (PSD95/DLG/ZO-1), un módulo 

de interacción de homología 3 de Src y un dominio de guanilato cinasa que es enzimáticamente inerte, 

por lo que esta proteína no tiene función catalítica (Barreda y Santos-Mendoza, 2018).  

Se ha reportado que Dlg1 se expresa en células presentadoras de antígeno como células dendríticas, 

macrófagos y monocitos (Barreda et al, 2018). Las células dendríticas son células del sistema inmune 

que se encuentran principalmente en la piel y la mucosa, en donde son susceptibles de capturar y 

procesar antígenos. Cuando la célula dendrítica captura un antígeno inicia su maduración y adquiere 

una capacidad migratoria y se dirige a los ganglios. En los ganglios linfáticos, las células dendríticas 

maduras producen CCL19 e interactúan con las células T vírgenes recirculantes que se alojan en los 

ganglios linfáticos y presentan los antígenos (Matsuo et al, 2021). Posterior a la presentación 

antigénica, las células T se activan y proliferan, con ello se inicia una respuesta inmune adaptativa 

(Song et al, 2018).  

Las células dendríticas maduras cambian el perfil de expresión de algunas moléculas. Se sabe que 

expresan moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86 que son necesarias para la activación 

adecuada de las células T vírgene, además de las citocinas IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, GM-CSF, 

MCP y TGFβ (Vázquez et al, 2012), y receptores de quimiocinas como CXCR4 y CXCR7 que 

aumentan su expresión con la carga del antígeno y la maduración (Matsuo et al, 2021), y dirigen la 

migración de las células dendríticas cuando son activados por la quimiocina CXCL12 (Chen et al, 

2018).   

La fagocitosis y la migración celular son funciones celulares que requieren que la célula se polarice 

de forma transitoria y que se formen complejos moleculares, lo que sugiere la participación de 

proteínas de andamiaje con dominios PDZ. En células dendríticas se ha encontrado que la expresión 

de Dlg1 y Scrib aumenta cuando las células dendríticas maduran. Además, se ha reportado que Dlg1 

se encuentra implicada en varias funciones de células dendríticas, como la captación de antígenos y 

la secreción de citocinas (Barreda et al, 2020).  
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Marco teórico 

Migración celular 

La migración celular es un proceso fundamental en las funciones biológicas de las células, incluyendo 

la respuesta inmunológica, desarrollo embrionario, regeneración de tejidos a través de células madre 

y cierre de heridas (Díaz, 2019); además, es importante en los procesos patológicos como la 

metástasis del cáncer y la inflamación (Justus et al, 2014). 

Existen varias técnicas para evaluar la migración celular in vitro, entre las que se encuentran la 

migración celular en cámara de Boyden y el ensayo de migración Transwell®, estas técnicas se 

utilizan para cuantificar la capacidad migratoria de las células como respuesta a diversos 

quimioatrayentes como las quimiocinas (Justus et al, 2014). Las cámaras Transwell® están 

compuestas por una placa de cultivo en la que se colocan canastillas o insertos que en el fondo tienen 

una membrana semipermeable con microporos. Las membranas frecuentemente se recubren con 

algún componente de la matriz extracelular, como el colágeno o fibronectina. Las células se siembran 

en el compartimento superior del inserto y las células migran a través de los microporos al 

compartimento inferior de la placa de cultivo que contiene un estímulo quimioatrayente (Omar Zaki 

et al, 2019).  

Células dendríticas 

Las células dendríticas son células presentadoras de antígeno profesionales y son las únicas células 

del sistema inmunológico que actúa como puente entre la inmunidad innata y la adaptativa, ya que 

participan en la inmunidad innata fagocitando a los antígenos y además tienen la capacidad de migrar 

a los ganglios linfáticos para presentar el antígeno a las células T y empezar el proceso de la 

inmunidad adaptativa. Se originan a partir de células madre hematopoyéticas por medio de la 

diferenciación, la cual depende de la citocina Flt3LG (Balan et al, 2019). 

Las células de Langerhans, un tipo de células dendríticas, se encuentran principalmente en la piel y 

la mucosa, en donde tienen la función de capturar y procesar antígenos, para ello están equipadas con 

una serie de receptores de reconocimiento de patrones extracelulares e intracelulares. Cuando la célula 

dendrítica captura un antígeno inicia su maduración e incrementa su capacidad migratoria, lo cual 

aumenta la expresión del receptor CCR7. Las células dendríticas maduras que expresan el receptor 

de quimiocinas CCR7 se dirigen a las áreas de las células T de los ganglios linfáticos siguiendo un 

gradiente de la quimiocina CCL21 producidas por los vasos linfáticos. En los ganglios linfáticos, las 

células dendríticas maduras producen la quimiocina CCL19 que atrae a las células T vírgenes CCR7+ 
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recirculantes alojadas en los ganglios linfáticos y se lleva a cabo la presentación de antígenos (Matsuo 

et al, 2021). Posterior a la presentación antigénica, las células T se activan y proliferan, con ello se 

inicia una respuesta inmune adaptativa (Song et al, 2018). Además, implementan una variedad de 

funciones diferentes, como la migración, la fagocitosis y la producción de citocinas (Barreda et al, 

2020). 

Las células dendríticas maduras presentan una morfología propia, caracterizada por la presencia de 

numerosas proyecciones en su membrana celular que pueden tomar la forma de dendritas (Balan et 

al, 2019). Además, las células dendríticas maduras cambian el perfil de expresión de algunas 

moléculas. Se sabe que expresan a las moléculas co-estimuladoras CD40, CD80 y CD86; que son 

necesarias para la activación adecuada de las células T vírgenes; además de las citocinas IL-1β, IL-6, 

IL-8, IL-10, IL-12, GM-CSF, MCP y TGFβ (Vázquez et al, 2012), y receptores de quimiocinas como 

CXCR4 y CXCR7 que aumentan su expresión con la carga del antígeno y la maduración (Matsuo et 

al, 2021), los cuales dirigen la migración de las células dendríticas cuando son activados por la 

quimiocina CXCL12 (Chen et al, 2018).    

Dlg1 

Dlg1 es una proteína de andamiaje molecular que tiene dominios de unión PDZ, las proteínas con 

dominios de unión PDZ se encuentran altamente conservadas en todas las especies por lo que están 

involucradas en una gran cantidad de procesos celulares como uniones célula-célula, polaridad 

celular, tráfico o señalización celular, entre otros (Barreda et al, 2019).  Específicamente, Dlg1 está 

involucrada en la señalización y activación de células T, además, tiene un papel en la generación de 

células T de memoria, mientras que en las células B se requiere Dlg1 para estabilizar la señalización 

del receptor de IgG tras la estimulación, mejorando así las respuestas de memoria (Barreda et al, 

2019).  

La proteína Dlg1 se expresa en células presentadoras de antígenos y mayormente en células 

dendríticas.  Barrada et al.  demostraron que la expresión de Dlg1 aumenta durante la diferenciación 

y maduración de las células dendríticas. Por lo que dicha proteína podría tener funciones importantes 

relacionadas con la presentación de antígenos. En un trabajo posterior, los autores inhibieron la 

expresión de Dlg1 con RNA de interferencia (siRNA), y encontraron que las células en las que se 

inhibió Dlg1 tenían una capacidad disminuida para expresar CD83 y para producir IL-6, moléculas 

que son sobre-expresadas por células dendríticas maduras, la IL-6 es una citocina proinflamatoria que 

puede estimular la activación de las células dendríticas inmaduras para que estas maduren (Alfaro et 

al, 2013). 
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Adicionalmente, se ha reportado que las células dendríticas expuestas a antígenos exhiben una 

actividad fagocítica y endocítica disminuida, y en la producción de citocinas, cuando presentan 

deficiencias en la expresión de Dlg1. Por lo tanto, las células dendríticas deficientes en Dlg1 pierden 

sus funciones para apoyar la respuesta inmune. Además, Dlg1 parece ser importante para la captación 

de antígenos y la producción de citocinas en las células dendríticas de ratón (Dong et al, 2019). En 

un estudio más reciente se demostró que Dlg1 es importante para la regulación positiva de CD83 y la 

producción de IL-6 tras la maduración de células dendríticas. Además, se ha demostrado que Dlg1 es 

necesaria para la producción adecuada de IL-12 después de la maduración. No obstante, se ha descrito 

que la maduración ineficiente de las células dendríticas inducida por el agotamiento de Dlg1 conduce 

a una activación deficiente de las células T, por lo que Dlg1 juega un papel importante durante la 

presentación de antígenos en las células dendríticas (Barreda et al, 2020). Por lo anterior Dlg1 parece 

ser una molécula especialmente relevante en la activación de las células dendríticas, así como en las 

respuestas funcionales que les caracterizan. 

Dlg1 es una proteína de andamiaje molecular que tiene dominios de unión PDZ que se sobre-expresa 

en células dendríticas, en donde se ha demostrado que participa en la secreción de la citocina IL-6 y 

en la expresión de la molécula co-estimuladora CD83 en estas células. Otras proteínas de unión PDZ 

están relacionadas con la migración celular. Sin embargo, aún no se ha establecido si en específico 

Dlg1 interviene en la migración celular de las células dendríticas. En resultados preliminares 

obtenidos por las Doctoras Selma Rivas y Teresa Santos, parecen indicar que Dlg1 participa en la 

migración de las células dendríticas maduras dirigidos por el eje de quimiocina receptor CXCR4-

CXCL12. En ese estudio se analizó el efecto del silenciamiento de Dlg1 con RNA de interferencia 

(siRNA) en la migración de células dendríticas maduras hacia la quimiocina CXCL12, y se encontró 

que la migración fue menor en las células dendríticas maduras tratadas con el siRNA para Dlg1 

(siDlg1) respecto al control de células dendríticas maduras a las cuales no se les trató con siDlg1, 

sugiriendo que Dlg1 regula la migración en células dendríticas maduras. 

Objetivo General 

Evaluar la participación de la proteína Dlg1 en la migración de células dendríticas por medio del 

ensayo de migración celular en cámara de Transwell. 

Objetivos Específico 

1. Realizar experimentos de migración celular por medio de la técnica de migración en cámara 

de Transwell. 

2. Evaluar la migración celular por las siguientes metodologías: 
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2.1. Cuantificación por densitometría con el Sistema de documentación de imágenes 

Chemidoc (Bio-Rad). 

2.2. Cuantificación por la extracción del colorante cristal violeta. 

3. Validación de la activación de las células dendríticas con los marcadores HLA-DR y CD80. 

4. Validación de la expresión de CXCR4 en las células migrantes. 

Materiales y Métodos 

Obtención de células mononucleares de sangre periférica 

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron a partir de paquetes 

leucocitarios de donadores aparentemente sanos, provenientes del banco de sangre del Instituto 

Nacional de Cardiología Ignacio Chávez. La separación de las PBMC se realizó mediante un 

gradiente con ficol, posteriormente se realizó una selección positiva de las células CD14+ utilizando 

el sistema MACS (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA, EE. UU.). Los monocitos obtenidos se 

diferenciaron como se describe abajo.  

Diferenciación a células dendríticas inmaduras 

Para la diferenciación de los monocitos a células dendríticas inmaduras (iDCs), las células se trataron 

con las citocinas GM-CSF (Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos) e IL-4 

(Interlucina-4), la cual se les agregó después de la purificación y a las 72 y 96 horas cultivo. 

Ensayo de migración de células dendríticas inmaduras hacia diferentes concentraciones de la 

quimiocina CXCL12 

Para verificar el funcionamiento del lote de CXCL12 y para validar la correcta ejecución técnica del 

experimento de migración se realizaron dos curvas de migración con diferentes concentraciones de 

la quimiocina CXCL12. En cada inserto pre-tratado con fibronectina se colocaron 2.5 X 10⁵ células 

dendríticas inmaduras (iDCs). Las iDCs migraron por 1.5 h a diferentes concentraciones de CXCL12 

(10, 100 y 1000 ng/mL) y medio solo. Transcurrido el tiempo de migración los insertos fueron fijados 

y teñidos con cristal violeta (CV) para evidenciar las iDCs migrantes y fotodocumentados, Se realizó 

por duplicado cada concentración. 

Cuantificación por densitometría 

La cuantificación indirecta por densitometría se realizó con el sistema de documentación de imágenes, 

empleando el equipo Chemidoc (Bio-Rad), que cuantifica la cantidad de píxeles de cada muestra. 
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Cuantificación del colorante cristal violeta 

Se extrajo el cristal violeta (CV) de cada inserto con SDS al 5%. El colorante obtenido por cada 

inserto se transfirió a 2 pozos de una placa de ELISA de 96 pozos con fondo plano. El colorante se 

cuantificó a una longitud de onda de 595 con el lector de ELISA Microplate Manager 6. Se sacaron 

los promedios para cada condición y se realizaron gráficos con los resultados obtenidos. 

Ensayo de migración de células dendríticas maduras con inhibición de Dlg1 y Scrib 

La inhibición de las moléculas Dlg1 y Scrib y la maduración de las iDCs se realizaron 

simultáneamente. Para la inhibición de las moléculas Dlg1 y Scrib de las iDCs se utilizaron los 

siguientes RNA pequeños de interferencia o siRNAs: siScramble, siDlg, si Scrib. Para la maduración 

las células se trataron con las siguientes citocinas: GM-CSF, IL-4, TNF-α, IL-1β, PGE-2. Las células 

se incubaron por 24 horas a 37 °C y 5% de CO2. En cada inserto se colocaron 2.5 X 10⁵ mDCs, con 

los tratamientos indicados en la figura 1. Cada condición se realizó por duplicado (serie B y serie C).  

Previamente en la parte inferior de la cámara se colocó la quimiocina CXCL12 (100 ng/mL). Las 

mDCs se dejaron migrar por 1.5 h. Terminando la incubación los insertos fueron fijados y teñidos 

con cristal violeta (CV). Los insertos fueron fotodocumentados y posteriormente el CV fue extraído 

con el detergente SDS, de acuerdo a lo que se indicó anteriormente. 

 

Figura 1. Esquema de migración en placa Transewell de 24 pozos. Los experimentos se hicieron por duplicado por lo que 

se optó por utilizar los pozos de las series B y C. En los pozos 1B y 1C se colocaron las mDCs sin tratamiento (ST), en los 

pozos 2B y 2C se colocaron las mDCs tratadas con el siRNA Scramble (siScramble), en los pozos 3B y 3C se colocaron las 

mDCs tratadas con el siRNA Dlg1 (siDlg1), y en los pozos 4B y 4C se colocaron las mDCs tratadas con el siRNA Scrib 

(siScrib).    
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Resultados 

Para que las células dendríticas lleven a cabo el proceso de migración en el organismo estas deben de 

recibir un estímulo que las active, la migración celular es dirigida por las quimiocinas y por sus 

receptores. Para los experimentos de migración se utilizó como quimioatrayente la quimiocina 

CXCL12. Para probar el lote de CXCL12 y para verificar que el experimento es correctamente 

ejecutado, se realizaron 2 ensayos de dosis-respuesta de migración con células dendríticas inmaduras 

(iDCs) hacia diferentes concentraciones de la quimiocina. Al mirar los insertos en el microscopio se 

pudo observar las células teñidas que migraron a través de la membrana del inserto y conforme se iba 

aumentando la concentración de la quimiocina, más células migraron (figura 2). Para corroborar lo 

anterior se realizaron análisis cuantitativos por densitometría del inserto y cuantificación del colorante 

CV. Se encontró que mientras va aumentando la concentración de la quimiocina aumenta la migración 

celular, hasta llegar a un punto en donde la concentración es muy alta que la migración ya no aumenta 

y comienza a disminuir (figura 3). La concentración en la que hubo una mayor migración de iDCs 

fue a 100 ng/mL (figura 2 y 3). 

 

Figura 2. Micrografía a 4 aumentos de los insertos obtenidos de los ensayos de migración de la curva de migración de 

células iDCs hacia la quimiocina CXCL12. 
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Figura 3. Cuantificación de la migración celular de células iDCs. Las células migraron hacia diferentes concentraciones 

de CXCL12 (10,100, 1000 ng/mL), y medio solo. Los insertos fueron procesados como se indica en materiales y métodos y 

posteriormente fueron cuantificadas por densitometría en el fotodocumentador Chemidoc (a) y por la extracción del 

colorante y su cuantificación por fotometría (b). 

Las mDCs se obtuvieron a partir de la separación de monocitos de sangre periférica, los cuales se 

diferenciaron a iDCs tratándolas con un coctel de citocinas, para después llevar a cabo su maduración 

tratándolas con otro coctel de citocinas. Para validar la maduración de las células mDCs tratadas con 

los siRNAs y no tratadas, se realizó una análisis de citometría de flujo con células iDCs como control, 

para ello primero se determinó la población de las mDCs por tamaño y granularidad (figura 4a), 

posteriormente mediante la expresión de CD80 marcado con FITC (figura 4b), y la expresión HLA-

DR (figura 4c),  ya que las células mDCs aumentan la CD80, HLA-DR. Adicionalmente se evaluó la 

expresión de CXCR4 (figura 5b), ya que las células mDCs expresan este receptor. 
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Figura 4. Validación de la efectividad del coctel de maduración de células dendríticas. La obtención de iDCs y su 

maduración a mDCs se validó por citometría de flujo, por tamaño y granularidad (a), por su expresión de CD80-FITC (b) 

y HLA-DR (c). 

 

Figura 5. Las mDCs derivadas de monocitos humanos expresan CXCR4. A partir de la selección de la población de mDCs 

por tamaño y granularidad (a), se evaluó por citometría de flujo la expresión de CXCR4 en las mDCs tratadas con los 

diferentes siRNAs (siScramble, siDlg1, siScrib) (b). 
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Para observar si el silenciamiento de Dlg1 disminuye la migración de células mDCs se comparó 

contra las células mDCs tratadas con siScramble, una sonda irrelevante. Se tomaron las fotos de cada 

inserto a cuatro aumentos (figura 6). En los resultados obtenidos no se observó una gran diferencia 

en la migración de las mDCs tratadas con el siScramble y siDlg1. Para determinar si hay alguna 

diferencia en la migración se realizaron los análisis cuantitativos de densitometría y extracción del 

colorante CV, sin embargo, los resultados no muestran una clara disminución de la migración de 

células mDCs tratadas con siDlg1 (figura 7). 

 

Figura 6. Micrografía a 4 aumentos de los insertos de la cámara Transwell del ensayo de migración 1 de las mDCs con los 

diferentes tratamientos hacia la quimiocina CXCL12. 
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Figura 7. Cuantificación de la migración celular de células mDCs del experimento 1. Las células con los diferentes 

tratamientos migraron hacia la quimiocina CXCL12 (100 ng/mL). Los insertos fueron procesados como se indica en 

materiales y métodos y posteriormente fueron cuantificadas por densitometría en el fotodocumentador Chemidoc (a) y por 

la extracción del colorante y su cuantificación por fotometría (b). 

Se realizó otro experimento de migración para determinar si el silenciamiento de Dlg1 disminuye la 

migración ya que los resultados del experimento 1 no fueron concluyentes. Se tomaron las fotos de 

cada inserto a cuatro aumentos (figura 8), en donde si se observa diferencia en la migración de las 

mDCs con los diferentes tratamientos, sin embargo, las insertos de la serie C muestran muy pocas 

células por lo que para los análisis cuantitativos solo se tomaron en cuenta los insertos de la serie B. 

En la figura 8 se observa que el silenciamiento de Dlg1 disminuye la migración de las células mDCs 

tanto en el análisis de densitometría (figura 9a), como en la cuantificación del colorante CV extraído 

(figura 9b). 
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Figura 8. micrografía a 2 aumentos de los insertos de la cámara Transwell del ensayo de migración 2 de las mDCs hacia 

la quimiocina CXCL12. 

 

Figura 9. Cuantificación de la migración celular de células mDCs del experimento 2. Las células con los diferentes 

tratamientos migraron hacia la quimiocina CXCL12 (100 ng/mL). Los insertos fueron procesados como se indica en 

materiales y métodos y posteriormente fueron cuantificadas por densitometría en el fotodocumentador Chemidoc (a) y por 

la extracción del colorante y su cuantificación por fotometría (b). 
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Discusión 

Al realizar los experimentos de migración para determinar que concentración de quimiocina CXCL12 

se emplearía, hubo problemas con el primer ensayo ya que se maltrataron mucho los insertos al 

momento de limpiarlos con los hisopos, ya que se empleó demasiada fuerza, por lo que no fue posible 

la captura de imágenes de los insertos, además esto nos indica que el método es muy sensible. Para 

el segundo ensayo no se contó con los 8 insertos, por lo que no hubo un duplicado para concentración 

de 1000 ng/mL, es por ello que se optó por utilizar la concentración de 100 ng/mL para los 

experimentos de migración de células mDCs, ya que presentó una gran migración de las células iDCs. 

Los resultados del experimento 1 de migración de células mDCs con los diferentes tratamientos 

(figura 7), no muestran la misma tendencia que los resultados del experimento 2 (figura 9), debido 

probablemente a que las células se obtuvieron de dos individuos diferentes, Además, los individuos 

eran aparentemente sanos por lo que no se sabe en su totalidad si lo son, esto posiblemente afecta los 

resultados ya que no hay un buen control. Sin embargo, los resultados de los análisis cuantitativos 

(figura 7 y 9), muestran una disminución de la migración de células mDCs tratadas con siDlg1 con 

respecto al control siScramble, solo en el análisis de densitometría del experimento 1 no muestra esta 

tendencia (figura 7a), esto posiblemente por las limitantes de esta técnica, ya que esta mide los píxeles 

de fondo, por lo que si en los insertos queda algún resto de los hisopos al momento de limpiarlos, al 

realizar este análisis los toma en cuenta y esto hace que se vean afectado los resultados. 

De acuerdo a los resultados mostrados en las figuras 7 y 9 podrían indicar que el silenciamiento de 

Dlg1 disminuye la migración de mDCs. Además, experimentos que se analizaron anteriormente, para 

aprender los métodos de análisis, muestran una tendencia de disminución de la migración de las 

células mDCs tratadas con siDlg1. Sin embargo, faltarían realizar más experimentos para concluir 

que realmente Dlg1 participa en la migración de las células mDCs, y al disminuir su expresión las 

células disminuyen su migración.  

En el servicio social realizado se cumplió con los objetivos académicos y experimentales planteados 

en el mismo. 
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