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1. Abreviaturas y acrónimos 

 

aa Aminoácido 

ANOVA Análisis de varianza 

ATP Adenosín trifosfato 

BSA Albúmina sérica bovina 

CASK Proteína serina quinasa dependiente de calcio/calmodulina 

CaM Calcio | calmodulina 

CCR Receptor de quimiocinas C-C 

CXCL Quimiocina motivo C-X-C 

CXCR Receptor de quimiocinas C-X-C 

CD Cúmulo de diferenciación 

CM Coctel de maduración 

CO2 Dióxido de carbono 

CPA Célula presentadora de antígeno 

CR Receptor de complemento 

C-terminal Carboxilo terminal 

CY3 Cianina 3 

DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol 

DC Célula dendrítica 

DCIR Inmunorreceptor de DC 

DHR Región de Homología a Discs Large 

Dlg1 Disc Large 1 

EDTA Ácido etilendiaminotetraacético 

ELISA Ensayo de inmunoadsorción ligado a enzimas 

EPB41 Proteína de membrana de eritrocitos banda 4.1 

ESAT-6 Antígeno blanco de secreción temprana de 6 kDa 

Fc Fragmento cristalizable 

G Gravedades 

GAPDH Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GMCSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 
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GTP Guanosín trifosfato 

HKMtb Mycobacterium tuberculosis H37Ra muerta por calor 

HLA Antígenos leucocitarios humanos 

HRP Peroxidasa de rábano 

iDC Célula dendrítica inmadura 

IF Inmunofluorescencia 

IFN Interferón 

IL Interleucina 

IRSp53 Proteína receptor de substrato de insulina de 53 kDa 

JNK Cinasas c-Jun N-terminal 

kDa KiloDalton 

Kir Canal de rectificación interna de potasio 

L27 Dominio de homología con Lin 2, 7 

LPS Lipopolisacárido 

MA Macrófago 

MAGUK Guanilato cinasa asociada a la membrana 

MALS1 Mammalian Lin Seven 1 

mDC Célula dendrítica madura 

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad 

Mint 1 Proteína neuronal que interactúa con Munc18-1 1 

MeOH Metanol 

MO Monocito 

MPP7 Proteína de andamio MAGUK P55 7 

Munc 18-1 Mammalian uncoordinated-18-1 

MyD88 Molécula de la respuesta primaria de diferenciación mieloide 88 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NEMO Modulador esencial de NFκB 

NFκB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B 

activadas 

NMDA N-metil D-aspartato 

NR2B Receptor de NMDA subtipo 2B 
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NSC34 Línea celular híbrida de neuroblastoma y médula espinal de ratón 

N-terminal Amino terminal 

nNOS Óxido nítrico sintasa 

NO Óxido nítrico 

PAMPs Patrones moleculares asociados a patógenos 

PBS Disolución salina amortiguadora por fosfatos 

PBMC Células mononucleares de sangre periférica 

PDZ PSD-95/Dlg/ZO-1 

PDZbm Motivo de unión a dominios PDZ 

PGE2 Prostaglandina E2 

PRRs Receptores para el reconocimiento de patrones 

PSA Persulfato de amonio 

PSD Densidad postsináptica 

PSD-95 Proteína de densidad postsináptica 95 

RIPA Ensayo de inmunoprecipitación 

RPM Revoluciones por minuto 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SFB Suero fetal bovino 

SH3 Dominio de homología con SRC 3 

SDS Sodio dodecilsulfato 

TAP Transportador asociado con la presentación de antígeno 

TBS Disolución salina tampona con Tris 

TBS-T Disolución salina tampona con Tris con Tween-20 

TGF-β Factor de crecimiento transformador β 

Th Linfocitos T colaboradores 

TNF-α Factor de necrosis tumoral α 

TLR Receptor tipo Toll 

T.A. Temperatura ambiente 

Veli1 Vertebrate Lin7 

WB Western Blot 

ZO-1 Zonula occludens-1 
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2. Resumen 

          Las proteínas PDZ (PSD-95/Dlg/ZO-1) tienen la función principal de andamiaje y 

formación de complejos multiproteícos, a partir de la cual se derivan otras funciones; 

como la transducción de señales, formación y mantenimiento de polaridad celular; estas 

proteínas han sido estudiadas ampliamente en células epiteliales y neuronas, sin 

embargo, poco se sabe de ellas y sus funciones en células de la respuesta inmunológica 

innata. De las células que conforman la respuesta inmunológica innata son parte las 

células dendríticas (DC), cuya principal función es el procesamiento y presentación de 

antígenos a células de la respuesta inmunológica adaptativa; y los macrófagos (MA), 

cuya principal función es la destrucción de patógenos y células apoptóticas. 

Recientemente en nuestro laboratorio se estudiaron 83 genes PDZ en DC y MA y se 

descubrió que 75 de éstos se expresan de manera basal en ambos tipos celulares. Al 

exponer estas células a estímulos proinflamatorios y de fagocitosis en un curso de tiempo 

se observaron cambios en la expresión del mRNA de múltiples genes PDZ, entre ellos el 

gen de Lin7A, el cual en DC tiende a aumentar y en MA disminuye significativamente. 

Estos resultados sugieren que Lin7A tiene alguna función importante en estos dos tipos 

de células, por lo que, a partir DC y MA diferenciados de monocitos obtenidos de 

paquetes de sangre de población humana abierta, se analizó la expresión basal de la 

proteína Lin7A en ambos tipos celulares, los cambios en la expresión ante estímulos 

proinflamatorios y de fagocitosis (Mycobacterium tuberculosis H37Ra muerta por calor, 

que promueve principalmente fagocitosis por receptor de complemento 3 y  

Mycobacterium tuberculosis H37Ra viva, que favorece la estimulación vía TLR 2, 4 y 9)  

en un curso de tiempo; así como la localización subcelular de Lin7A en DC y MA. Los 

resultados que se obtuvieron en el presente trabajo mostraron que, con la mayoría de 

los estímulos, a excepción de las DC estimuladas con H37RA muerta por calor, hay una 

tendencia de aumento de la expresión de Lin7A tanto en DC como en MA, aunque no se 

observaron diferencias estadísticamente significativas. Los resultados de IF mostraron 

que, en DC, Lin7A se expresa en vesículas citosólicas y cerca de la membrana 

plasmática, y con el estímulo de lipopolisacárido aumenta la intensidad de la señal y 

número de vesículas. En MA, Lin7A se expresa de manera basal en lo que parece ser la 

membrana citoplasmática y citoplasma, y su señal emitida aumenta con el estímulo en 
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cuatro individuos analizados mientras que en un sólo el estímulo provoca que Lin7A se 

pierda de la membrana plasmática y aumenta su expresión en el citosol mismo que 

regresa el estado basal. Estos resultados sugieren que Lin7A participa en las respuestas 

inmunes innatas inducidas por estímulos como lipopolisacárido, fagocitosis de H37Ra 

viva y muerta por calor y un coctel de citocinas proinflamatorias. 
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3. Introducción 

 

3.1 Células de la respuesta inmunológica innato 

          La respuesta inmunológica se puede dividir en 2 grandes ramas, la respuesta 

inmunológica innata y la adaptativa. La primera se compone principalmente por las 

barreras físicas y químicas, células fagocíticas, células dendríticas (DC) y proteínas en 

la sangre; es la primera línea de defensa contra patógenos (Abbas, 2015); las células de 

la respuesta inmune innata poseen en su superficie receptores para el reconocimiento 

de patrones (PRRs) como lo son receptores tipo Toll (TLR), receptores de manosa, 

receptores de DNA, entre otros; los cuales reconocen patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) los cuales son esenciales para la supervivencia del patógeno y 

usualmente tienen características moleculares que los hacen diferenciables de las 

células del hospedero, algunos ejemplos de PAMPs son el lipopolisacárido (LPS), 

lipoarabinomanano, flagelina, entre otros. Al darse este reconocimiento se desencadena 

una respuesta inmune la cual, dependiendo del PRR que haya sido estimulados puede 

ser de fagocitosis o seguir una vía de señalización culminando en la liberación de 

citocinas proinflamatorias (Alberts, 2002; Ito, 2013; Li, 2021). Por su parte, el sistema 

inmunológico adaptativo está constituido por los linfocitos y sus productos de secreción, 

principalmente los anticuerpos y a diferencia de la inmunidad innata, tiene la capacidad 

de especificidad por antígenos y de memoria (Dettmer, 2021; Mellman, 2013). 

De la respuesta inmunológica innata, las DC y macrófagos (MA) son parte de las células 

que la conforman, ambos tipos celulares provienen de la línea mielocítica de médula 

ósea, salen a sangre periférica como monocitos e infiltran en los tejidos donde se 

terminan de diferenciar. Estas células tienen como funciones principales reconocer a los 

patógenos, fagocitarlos, destruirlos y presentar antígenos a células del sistema 

inmunitario adaptativo; así como atraer otras células hacia los focos de infección. 

Además, son capaces de producir citocinas con múltiples funciones tanto en la respuesta 

inmunológica innata, adaptativa y en la reparación tisular (Abbas, 2015; Ross, 2021; 

Weisheit, 2015). 
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3.1.1 Células dendríticas (DC) 

          Las DC son células del sistema inmunológico innato que enlazan la inmunidad 

innata con la adaptativa ya que su principal función es la captación, procesamiento y 

presentación de antígenos a células T y tienen la capacidad única de estimular linfocitos 

T vírgenes, siendo las células presentadoras de antígeno (CPA) más eficaces. Tienen 

una amplia distribución por todos los tejidos linfáticos, los epitelios de las mucosas y el 

parénquima de los órganos. Poseen largas prolongaciones en sus membranas y tienen 

la capacidad de fagocitar, derivan de precursores de la médula ósea de la estirpe de 

fagocitos mononucleares y en humanos se conocen múltiples subpoblaciones: DC 

plasmacitoides, DC clásicas,DC derivadas de monocitos y células de Langerhans. 

Expresan receptores para el reconocimiento de patrones (PRR), responden a los 

patógenos secretando citocinas y tienen una función primordial en la presentación de 

antígenos a los linfocitos T y B y mediar su polarización a células efectoras (Abbas, 2015; 

Balan, 2019; Chow, 2011; Martin, 2019, Mellman, 2013; Satpathy, 2012; Weisheit, 2015). 

Las DC que se encuentran en los tejidos se mantienen en un estado de inmadurez, 

cuando captan antígenos de algún patógeno, maduran y migración hacia los ganglios 

linfáticos regionales. Estas células pueden capturar antígenos mediante varios 

mecanismos, como lo son fagocitosis, macropinocitosis, endocitosis mediante la 

interacción con múltiples receptores, siendo los más relevantes la familia de lectinas tipo 

C, como CD205 y el inmunorreceptor de DC (DCIR); el receptor de manosa de 

macrófagos; receptores del fragmento cristalizable (Fc) y TLRs (Bio-techne, 2002; 

Savina, 2007; Shrimpton, 2009).  

Una vez que captan el antígeno, lo procesan para poder presentarlo en su complejo 

mayor de histocompatibilidad (MHC). Existen 2 vías para obtener antígenos y 

presentarlos en los MHC (Figura 1); la primera es la vía endocítica en la cual, una serie 

de proteasas endosomales, conocidas como catepsinas, degradan a las proteínas 

endocitadas dentro de los mismos endosomas; los péptidos resultantes se pueden cargar 

en el MHC-II y se presentan en la membrana plasmática para que sean reconocidos por 

linfocitos T CD4+. La otra vía utilizada es la ruta citosólica en la cual el proteasoma, un 

complejo multimérico que se encuentra en el citoplasma, produce péptidos de proteínas 
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endógenas, los cuales son traslocados por la proteína TAP al retículo endoplásmico, 

donde se unen a las moléculas de MHC-I, las cuales siguen un proceso de excreción a 

través del aparato de Golgi hasta llegar a la membrana plasmática para ser presentados 

e inspeccionados por linfocitos T DC8+ (Wilson, 2005). 

 

Figura 1: Vías citosólica y endocítica para el procesamiento y presentación de 

antígenos. En la vía citosólica, proteínas endógenas son degradadas por el proteasoma, 

los péptidos resultantes se internalizan al retículo endoplásmico por TAP, se cargan al 

MHC-I y se exportan a la membrana por el aparato de Golgi. En la vía endocítica, 

antígenos endocitados son degradados en un endosoma al cual se une una vesícula que 

tiene al MCH-II, se ancla el péptido externo al MCH-II y se exporta a la membrana 

citoplásmica (Tomado de Abbas, 2015) 

Las DC tienen una tercera forma de presentación, conocida como presentación cruzada, 

en la cual un antígeno endocitado se puede presentar en moléculas de MHC-I para ser 

reconocido por linfocitos T DC8+. Se conocen 2 vías principales para la presentación 

cruzada, la primera es la vía vacuolar, la cual es independiente de TAP, no requiere del 

proteasoma pero es sensible a inhibidores de la proteólisis lisosomal, lo cual sugiere que 

el procesamiento del antígeno y su unión a la molécula de MHC-I ocurren en 

compartimientos endocíticos. La segunda es la vía citosólica (Figura 2), la cual es 

dependiente del proteasoma y propone que las proteínas endocitadas entran al citosol 

donde son degradadas por la proteasoma; los péptidos obtenidos se pueden cargar en 

el MHC-I, sin embargo, aún no está claro si este último proceso se lleva a cabo en el 

retículo endoplásmico o en endosomas (Joffre, 2012). 
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Figura 2: Presentación cruzada por vía citosólica en DC. El antígeno es endocitado 

por la DC y pasa al citosol donde es degradado para ser cargado en moléculas del MHC-

I (Tomada de Abbas, 2015). 

De igual manera, al procesar el antígeno, las DC comienzan su proceso de maduración 

(Savina, 2007), en el cual las células sufren cambios morfológicos y fenotípicos. Las 

células dendríticas inmaduras (iDC) tienen una forma más redonda, mientras que a 

comparación, las células dendríticas maduras (mDC) tienen un mayor número de 

pseudópodos y una apariencia más rugosa a comparación de las iDC y; a nivel fenotípico, 

las iDC expresan muy pocas moléculas de coestimulación y secretan bajos niveles de 

citocinas, sin embargo, al madurar las mDC aumentan sus niveles de expresión de MHC-

II, favoreciendo su capacidad de presentación de antígenos a células T CD4+ (Min, 2019), 

HLA I y II, moléculas coestimuladoras como CD80, CD86 y CD83 y moléculas 

quimioatrayentes de células Th1 como CXCL9, CXCL10, CXCL11 y CCL5 (Jin, 2010). 

Además de ello, las mDC presentan una disminución en la expresión de algunos 

receptores como CCR1, CCR5, CCR6, CXCR1, DCIR, el receptor de manosa de 

macrófagos, los receptores para las Fcγ y Fcε (Bio-techne, 2002), reafirmando el papel 

de estos receptores en la captación de antígenos, pues al madurar las DC pasan a tener 

una función más especializada hacia la presentación de antígenos y estos receptores 

que eran destinados al reconocimiento de PAMPs la mDC ya no los necesita y, por ende, 

disminuye la expresión de los mismos.. 

Las mDC también aumentan la expresión de CXCR4 y CCR7, este último es un receptor 

de CCL19 y CCL21 (Bio-techne, 2002), quimiocinas producidas en las zonas T de los 
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ganglios linfáticos lo cual, aunado a que las mDC pierden su adherencia a los tejidos, 

reorganizan su citoesqueleto y aumentan su movilidad (Patente, 2019), esto les permite 

que puedan migrar a los ganglios linfáticos en donde presentan los antígenos a los 

linfocitos T y, gracias a que ya tuvieron este proceso de maduración en el que expresan 

una mayor cantidad de moléculas de coestimulación, se puede llevar a cabo una exitosa 

sinapsis inmunológica. 

Además, estudios anteriores de nuestro grupo de trabajo descubrieron que en DC, las 

proteínas PDZ (PSD-95/Dlg/ZO-1), proteínas con funciones de andamiaje y formación 

de complejos multiprotéicos, Scrib y Dlg1 son fundamentales para la correcta 

presentación de antígenos a Linfocitos T, pues se encontró que al silenciar la traducción 

de Scrib no incrementaba la expresión de CD86 y se veía disminuida la producción de la 

interleucina (IL)-12 al madurar la DC; por su parte al silenciar la traducción de Dlg1 no 

aumenta la expresión de CD83 y la producción de IL-6 e IL-12 se ve disminuida al 

madurar la DC. Esto deriva en una deficiente formación de la sinapsis inmunológica y 

una incorrecta coestimulación tras enfrentar a las mDC silenciadas de Scrib y Dlg 

cargadas con antígeno a linfocitos T, lo cual se vio como una disminución en la 

producción del interferón (IFN)-γ por parte de los linfocitos T (Barreda, 2020). Dados 

estos hallazgos, cabe la posibilidad de que haya más proteínas PDZ involucradas en 

alguna función de las DC, ya que los procesos para identificar, procesar y presentar 

antígenos implican interacciones entre múltiples proteínas en las cuales podrían 

encontrarse más proteínas PDZ. 

 

3.1.2 Macrófagos (MA) 

          Los macrófagos provienen de la línea mielocítica, estas se originan en la médula 

ósea, al salir a sangre periférica se llama monocito y migran a los tejidos donde pueden 

completar su diferenciación a una gran variedad de macrófagos residentes de tejido, los 

cuales son capaces de adoptar diversas formas tras ser estimulados. Dependiendo del 

tejido en el que se encuentren, reciben nombres específicos, por ejemplo, en el sistema 

nervioso central se les conoce como microglía, en el hígado células de Kupffer y en los 

pulmones se les llama macrófagos alveolares (Abbas, 2015; Gordon, 2005; Ross, 2021). 
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Los MA en su membrana poseen diversos PRRs (Figura 3) para reconocer patógenos y 

células apoptóticas. Entre los más importantes se encuentran los TLRs, receptores de 

manosa, receptores carroñeros y receptores de opsoninas como lo son los receptores 

de Fc y receptores de complemento, entre otros (Fu, 2021; Schlesinger, 1996; Taylor, 

2005) y posteriormente y llevar a cabo su principal función la cual es fagocitar y degradar 

a estos patógenos y fragmentos celulares. Para poder fagocitar, se necesita de la 

polimerización de actina, en MA se ha visto que se necesita de la Dinamina, una GTPasa 

atípica, para regular esta polimerización de actina, incluso si las partículas fagocitadas 

entran por distintos receptores (Farkas, 2019; Weisheit, 2015). 

Después de haber sido fagocitado, el patógeno o célula apoptótica es degradado 

mediante diversos procesos los cuales generan un estrés oxidativo a través de especies 

reactivas de oxígeno con el fin de destruir al patógeno o célula apoptótica fagocitados. 

La NADPH-oxidasa produce anión superóxido al transferirle un electrón del NADPH a 

una molécula de oxígeno, el anión superóxido puede ser convertido en peróxido de 

hidrógeno por la superóxido dismutasa (Canton, 2021). De manera concomitante la 

mieloperoxidasa genera más estrés oxidativo produciendo ácido hipocloroso en 

presencia de cloruro y peróxido de hidrógeno (Shaeib, 2016). De igual manera, una serie 

hidrolasas y lisosomas se fusionan con el fagosoma y la bomba de protón ATPasa baja 

el pH del fagolisosoma permitiendo que las proteasas e hidrolasas lleven a cabo su 

función para destruir al patógeno o célula apoptótica (Hirayama, 2017; Maxson, 2014).  

Los MA tienen como su función principal la fagocitosis y destrucción de patógenos y 

células apoptóticas, sin embargo, también tienen función de CPA, pero no tan 

especializada como las DC. Los péptidos derivados de la destrucción de los patógenos 

pueden ser presentados en su MHC-II y activar linfocitos T CD4+ en los tejidos, incluso 

tienen la capacidad de efectuar presentación cruzada; aunque no está tan bien 

comprendida como en DC. Se cree que también tiene un papel en la activación de 

linfocitos T CD8+ naive y de memoria (Muntjewerff, 2020). 
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Figura 3: Mecanismos de inflamación y de fagocitosis de los MA. Se muestran los 

distintos PRRs que poseen los MA, sus ligandos y la vía que estos antígenos van a seguir 

una vez dentro del MA.  (Modificado de Hirayama, 2017) 

Una vez que el macrófago es activado, puede seguir varios fenotipos posibles, los dos 

más comunes son: M1, los cuales se polarizan mediante citocinas Th1 como GMCSF, 

TNF-α e IFN-γ y LPS, estos expresan citocinas proinflamatorias como IL-6 e IL-12. El 

otro fenotipo son los M2, se polarizan con citocinas Th2 como IL-4 e IL-13 y expresan 

citocinas antiinflamatorias como IL-10 y factor de crecimiento transformador-beta (TGF-

β) (Ross, 2021; Yao, 2019; Zhang, 2021). 

Además, se sabe que la proteína PDZ Scrib se necesita para que el macrófago lleve a 

cabo el estallido respiratorio en el fagosoma, pues esta proteína es reclutada a los 

fagosomas y se ha reportado que es necesaria para la destrucción de Staphylococcus 

aureus, ya que se une con su dominio PDZ 4 al C-terminal de la subunidad p22phox de 

la NADPH oxidasa (Zheng, 2016). De igual manera, recientemente se descubrió que la 

proteína PDZK1 promueve la protección dependiente de HDL contra la necroptósis en 

MA (Sakarya, 2021). Con estos antecedentes, es posible que se encuentren más 

proteínas PDZ involucradas en alguna función de los MA, ya que todas las vías de 
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señalización y procesos de fagocitosis implican reacciones e interacciones multiprotéicas 

muy complejas en las cuales se podrían ver involucradas más proteínas PDZ. 

3.2 Proteínas PDZ 

          Los dominios PDZ se descubrieron con base en las repeticiones de secuencia en 

las proteínas Postsynaptic Density 95 [PSD95], Discs Large [Dlg] y Zonula Occludens 

[ZO-1], que contenían estos dominios. En un principio se llamaron Dominios GLGF (Gly-

Leu-Gly-Phe), por el motivo que se repite en el N-terminal de su secuencia, o dominios 

DHR (Región de Homología a Discs Large, por sus siglas en inglés). Después se adoptó 

el acrónimo PDZ, que proviene de las letras iniciales de las 3 primeras proteínas en las 

que fueron descubiertos estos dominios: PSD95, Dlg y ZO-1 (Nourry, 2003). Las 

proteínas que tienen dominios PDZ, se les conoce como proteínas PDZ. 

Las proteínas PDZ se pueden clasificar en 3 familias de acuerdo con los dominios que 

poseen. La primera son aquellas proteínas que sólo tienen uno o múltiples dominios PDZ, 

suelen organizarse en tandem. La segunda es la súperfamilia de las MAGUK, estas 

contienen un dominio SH3, un dominio guanilato cinasa y dominios PDZ. La tercera 

familia es aquella que además de su dominio PDZ tienen otros dominios de interacción, 

como lo son L27 (Hung, 2002; López, 2015; Yutaka, 1998;) 

Los dominios PDZ se encuentran distribuidos en un gran número de organismos 

eucariotas (Sheng, 2001; Manjunath, 2017) y generalmente se unen a una secuencia 

específica de cuatro residuos de aminoácido en la sección C-terminal de otra proteína, a 

la cual se le conoce como motivo de unión a dominios PDZ (PDZbm) (Barreda, 2018); 

sin embargo, los dominios PDZ también son capaces de formar dímeros entre ellos e 

incluso interactuar con lípidos como el fosfatidilinositol (Fanning, 1999; Gallardo, 2010). 

En estos PDZbm, el residuo de aminoácido (aa) que se encuentra en el extremo 

Carboxilo, se le denomina como 0, y hacia el extremo amino se numeran los siguientes 

residuos de aa como -1, -2, -3 y así subsecuentemente. La función principal de las 

proteínas PDZ es la formación de complejos multiproteícos, fungiendo como andamios 

entre otras proteínas a partir de la cual se derivan sus demás funciones como la polaridad 

celular, transporte vesicular, entre otras (Giallourakis, 2006). 
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3.2.1 Estructura 

          Los dominios PDZ (Figura 4) suelen tener entre 80 a 100 aa y tienen una estructura 

muy conservada, se componen de 6 láminas β (βA -βF), una α hélice corta (αA) y una α 

hélice larga (αB). Los extremos amino y carboxilo terminal del dominio PDZ se 

encuentran cerca uno del otro, formando el sitio de unión a PDZbm entre αB y βB (Katja, 

2012; Lee, 2010). 

  

Figura 4: Estructura del dominio PDZ de Dvl-1. La estructura de un dominio PDZ 

consiste en 6 láminas β, una α hélice corta y una α hélice larga. Entre la lámina β2 y la α 

hélice larga se forma una cavidad hidrofóbica, que es el sitio de unión a PDZbm (amarillo) 

(Tomado de Lee, 2010). 

De acuerdo con el tipo de PDZbm al que se unen, se pueden clasificar en 3 tipos, como 

se muestra en la Tabla 1. 

Tabla 1: Tipos de PDZbm. Donde X es un residuo de aa cualquiera y Φ es un residuo 

de aa hidrofóbico. 

Tipo PDZbm Residuos de aa 

Tipo 1 -X-S/T-X-Φ 

Tipo 2 -X-Φ-X-Φ 

Tipo 3 -X-D/E-X-Φ 
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Los dominios PDZ cambian la composición del sitio de unión a PDZbm, acorde al tipo de 

PDZbm al que se unen: los dominios PDZ que unen PDZbm clase I contienen una 

histidina conservada que interactúa con el grupo hidroxilo de la serina o treonina en la 

posición -2 del PDZbm; mientras que los dominios PDZ que se unen a PDZbm de clase 

II contienen residuos de aa hidrofóbicos en la zona terminal de la lámina β2 que 

interactúan con el residuo de aa hidrofóbico en la posición -2 del PDZbm (Gutiérrez, 

2021; Romero, 2011). 

 

3.2.2 Función 

          En los seres humanos, las proteínas PDZ se han estudiado mayormente en 

neuronas y células epiteliales, donde se sabe que su función primordial es el ensamblaje 

de complejos multiprotéicos, a partir de la cual se derivan otras funciones como lo son la 

formación y mantenimiento de la polaridad celular, señalización y transporte de proteínas 

(Barreda, 2018).  

En neuronas, en las sinápsis y uniones neuromusculares existe una estructura llamada 

densidad postsináptica (PSD) la cual es importante para emitir respuestas a señales 

entrantes. En esta estructura se han encontrado proteínas PDZ con varios dominios PDZ 

con la función de andamiaje para ensamblarla y mantenerla. Por ejemplo, PSD95 posee 

3 dominios PDZ, puede unirse a la subunidad NR2B del receptor de N-metil D-aspartato 

(NMDA) con sus dominios PDZ 1 y 2 y con su dominio PDZ 2 unirse a la óxido nítrico 

sintasa (nNOS). Esta localización de nNOS al receptor de NMDA se cree que permite la 

síntesis eficiente de nóxido nítrico (NO) en respuesta a la entrada de Ca2+ por la apertura 

del canal de NMDA. Se cree que estas interacciones entre dominios PDZ y sus ligandos 

son heterogéneas y redundantes, ya que al eliminar algunas proteínas PDZ de la sinapsis 

no se pierde totalmente la función de esta, sólo hay una disminución en la eficiencia del 

complejo receptor sináptico (Baruch, 2001; Craven, 1998). 

También se ha estudiado su papel en células del sistema inmunológico adaptativo, donde 

se sabe que algunas proteínas PDZ, como Crumbs3, Scribble y Dlg son fundamentales 
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para la formación de la sinapsis inmunológica y Scribble y Dlg son necesarios para la 

formación de urupodos en linfocitos T (Figura 5) (Ludford, 2005).  

 

Figura 5: Regulación de algunas proteínas PDZ en linfocitos T durante distintos 

estadios. (A) Representación de la polaridad de las proteínas PDZ en una célula 

epitelial. (B) Un linfocito T presentando antígeno en un estado tardío, se observa que 

Crumbs3 y Par3 son reclutadas a la sinapsis inmunológica, mientras que Scribble y Dlg 

se mantienen en el polo distal. (C) Un linfocito T con un urópodo, se observa que Dlg y 

Scribble son reclutadas a la zona del urópodo, Crumbs3 se mantiene en una zona media 

y Par3 se encuentra en el cuerpo de la célula (Modificado de Ludford, 2005). 

Sin embargo, poco se sabe sobre estas proteínas en las células de la respuesta inmune 

innata como lo son, entre otras, las DC y MA y las funciones que puedan tener en estas 

células. En nuestro laboratorio es de interés estudiar el papel de las proteínas PDZ en 

estos dos tipos celulares, ya que se sabe que en células epiteliales y neuronas tienen 

funciones de formación y mantenimiento de polaridad celular y tráfico vesicular (Baruch, 

2001), por lo que en estas CPA es posible que tengan alguna función en la formación de 

alguna polaridad transitoria, vía de señalización por PRRs o en el tráfico de diversas 

vesículas como vesículas de exocitosis o fagosomas. Además, recientemente se 

descubrió que el mRNA de 75 genes PDZ se expresan de manera basal tanto en DC y 

MA, entre ellos el de Lin7A (Rosas, 2022), por lo que es posible que la proteína tenga 

funciones importantes en estas CPA. 
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3.3 Lin7A 

          Lin7A, también conocida como Mammalian Lin Seven 1 (MALS1) o Vertebrate Lin7 

(Veli1), es una proteína PDZ de 26 kDa con 233 residuos de aa que posee un dominio 

L27 en sus residuos de aa 25-80 y un único dominio PDZ en sus residuos de aa 108-

190;  que se une a PDZbm tipo I. Lin7A juega un rol en establecer y mantener la 

distribución asimétrica de canales y receptores en la membrana plasmática de células 

polarizadas formando complejos multiproteicos asociados a la membrana que regulan la 

entrega y reciclaje de proteínas. (Dmitri, 2004; Uniprot, 2022). La estructura 

tridimensional de Lin7A se muestra en la Figura 6. 

 

 

Figura 6: Estructura tridimensional de Lin7A. En rojo se resalta su dominio PDZ 

(Tomado de Uniprot, 2022).  

Lin7 fue descubierta originalmente en Caenorhabditis elegans junto con otras dos 

proteínas PDZ, Lin2 y Lin10. Estas tres proteínas forman un complejo que coordina la 

expresión de Let-23 a la membrana basolateral de las células progenitoras de vulva; 

alguna mutación en cualquiera de estas proteínas causa que Let-23 se localice de 

manera aberrante a la membrana apical, lo cual interrumpe el desarrollo de las células 

(Shelly, 2003). En mamíferos, los ortólogos de estas proteínas PDZ son: Lin7=Lin7; 

Lin2=CASK y Lin10=Mint 1. En mamíferos existen tres isoformas de Lin7: Lin7A/B/C 

(Olsen, 2004), cada una con su propio gen. 
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En seres humanos, en las neuronas, Lin7A forma un complejo tripartito que se une con 

CASK a través de su dominio L27 y CASK, a su vez, se une a Mint 1 vía su dominio CaM 

(Figura 7); Mint 1 es capaz de unirse también a Munc18-1, una proteína de tráfico 

vesicular permitiéndole a este complejo tener la capacidad de tráfico membranal (Figura 

7).  Lin7A también es capaz de interactuar mediante su dominio PDZ, con receptores 

tirosin cinasa, canales de K+ como Kir 2.2 y Kir 2.3, receptores de NMDA y otros 

componentes anclándolos a la membrana plasmática, así dándole al complejo tripartito 

funciones de transducción de señales (Dmitri, 2004; Lozovatsky, 2009; Stefan, 1998). 

Este complejo multiproteíco es muy parecido en estructura y función al que originalmente 

se descubrió en C. elegans con Lin7, Lin2 y Lin10; el que la función de estas proteínas 

esté tan conservada entre especies, resalta su importancia. 

 

Figura 7: Modelo del complejo formado por Lin7A, CASK y Mint 1 en la zona 

presináptica. CASK se une a Mint 1 vía su dominio CaM y se une a Lin7A a través de 

su dominio L27, dejando libre el dominio PDZ de Lin7A para poder unirse a otras 

proteínas y así poder anclarlas a la membrana presináptica (Modificado de Stefan, 1998). 
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Lin7A también se expresa en la región postsináptica, asociada a la proteína PSD-95 y, 

vía su dominio PDZ, a receptores de glutamato tipo NMDA, teniendo así Lin7A una 

función en la regulación en el reclutamiento de receptoes de neurotransmisores a la 

región postsináptica (Jo, 1999). 

De igual manera, en neuronas Lin7A se puede unir mediante su dominio PDZ al PDZbm 

de la proteína receptor de substrato de insulina de 53 kDa (IRSP53), para promover la 

formación de neuritas y filopodios mediante la regulación de la polimerización de 

filamentos de actina (Crespi, 2012); también se sabe que este mismo complejo proteico 

entre Lin7A e IRSP53 se requiere para regular la morfología mitocondrial (Ferrari, 2016). 

In vitro se ha descubierto que Lin7A también puede formar un complejo tripartito con 

MPP7 y Dlg1. MPP7 se une mediante su dominio L27 C-terminal con el dominio L27 de 

Lin7A y este dímero se une a DLG1 usando el dominio L27 N-terminal de MPP7. Este 

complejo se localiza en las uniones adherentes de células epiteliales (Bohl, 2007). En 

esta configuración, el dominio PDZ de Lin7A también queda libre, lo cual abre la 

posibilidad de que sea capaz de anclar otras proteínas, como el canal de K+, Kir 2.3 

(Dmitri, 2004) a estas uniones adherentes en células epiteliales. 

En ratones está proteína PDZ es necesaria para el desarrollo del cerebro y su inhibición 

en embriones de retarda la migración de las neuronas de la placa cortical (precursora de 

la corteza cerebral) y el crecimiento de los axones hacia el hemisferio cerebral 

contralateral tras salir del cuerpo calloso. Dados estos hallazgos, se ha sugerido que 

Lin7A es la proteína responsable de causar el fenotipo del síndrome de deleción 

12q21(Matsumoto, 2014), el cual provoca deficiencia mental, falta de cabello, frente 

pronunciada, rostro triangular, orejas posicionadas debajo de lo normal, entre otros 

síntomas (Di Nora, 2022).  

En nuestro laboratorio se ha descubierto que el mRNA del gen que codifica a Lin7A, se 

expresa tanto en DC como en MA. Además, al estimular a las DC con la cepa de 

laboratorio Mycobacterium tuberculosis H37Ra muerta por calor (HKMtb), y con un coctel 

de maduración (CM) (TNF-α, IL-1β, y prostaglandina E2 (PGE2)) en un curso de tiempo, 

se observó una tendencia al aumento de la expresión del mRNA (Figura 8) y una 

disminución significativa al estimular MA con HKMtb y LPS (Figura 9) (Rosas, 2022). 
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También se sabe que al polarizar MA a un fenotipo M2 con IL-10, la expresión del RNA 

de Lin7A también disminuye de manera estadísticamente significativa (Lurier, 2017); lo 

cual nos llevó a pensar que Lin7A puede ser relevante en diversas funciones de las DC 

y MA, pues las funciones de Lin7A como lo son tráfico vesicular, transducción de señales 

y la formación de una polaridad celular en la región pre y postsináptica ya caracterizadas 

en neuronas o la polaridad celular localizada hacia la membrana basolateral en células 

epiteliales (Olsen, 2004), podrían también intervenir en las funciones de estas CPA como 

lo son las vías de señalización por PRRs, formación de prolongación de la membrana 

plasmática, fagocitosis, formación de polaridades transitorias, entre otras. Por lo que se 

quiere saber si también existen cambios en la expresión de Lin7A a nivel de proteína, así 

como en su localización subcelular en DC y MA en estado basal y después del 

tratamiento con diferentes estímulos para determinar si Lin7A podría estar participando 

en alguna función de estas CPA. 

 

Figura 8: Cambios de expresión del mRNA de Lin7A en DC estimuladas con H37Ra 

muerta por calor y coctel de maduración en un curso de tiempo. Se realizó un 

análisis de varianza de una vía para determinar si había diferencia estadísticamente 

significativa con el 95% de confianza. No se observa diferencia estadísticamente 

significativa a ningún tiempo con ninguno de los 2 estímulos (Tomado de Rosas, 2022). 
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Figura 9. Cambios de expresión del mRNA de Lin7A en MA estimulados con H37Ra 

muerta por calor y LPS en un curso de tiempo. Se realizó un análisis de varianza de 

una vía para determinar si había diferencia estadísticamente significativa con el 95% de 

confianza. Se observa diferencia estadísticamente significativa en el estímulo con H37Ra 

muerta por calor a las 24 horas y con LPS a las 6 y 24 horas (Tomado de Rosas, 2022). 
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4. Justificación 

En nuestro laboratorio recientemente se descubrió que el mRNA del gen que codifica a 

Lin7A, se expresa en células dendríticas y macrófagos. Además, al exponer a un 

estímulo proinflamatorio y de fagocitosis en un curso de tiempo se observó una tendencia 

de aumento en la expresión del mRNA en células dendríticas y una disminución 

significativa en macrófagos. Tomando en cuenta las funciones de la proteína Lin7A de 

tráfico vesicular, transducción de señales y de polarización celular en neuronas y células 

epiteliales, el presente trabajo se enfocará en el estudio de los cambios en la expresión 

y la localización subcelular de la proteína PDZ Lin7A en células dendríticas y macrófagos 

ante distintos estímulos PRR dependientes para comprender qué funciones está 

desempeñando Lin7A en estas células de la respuesta inmune innata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 23 - 
 

5. Hipótesis 

Los niveles de expresión a nivel de mRNA Lin7A tiende a aumentar en células dendríticas 

y disminuye en macrófagos al recibir distintos estímulos proinflamatorios y de fagocitosis 

en un curso de tiempo, asimismo, dadas las funciones de la proteína Lin7A de tráfico 

vesicular, transducción de señales y su localización polarizada hacia las regiones pre y 

postsinápticas en neuronas y membrana basolateral en células epiteliales, es probable 

que tenga funciones similares en CPA y por lo tanto también haya cambios en la 

expresión y localización subcelular de la proteína con los estímulos aplicados en células 

dendríticas y macrófagos en un curso de tiempo. 
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6. Objetivos 

 

6.1 Objetivo General 

Analizar los cambios en la expresión y localización subcelular de Lin7A en células 

dendríticas y macrófagos. 

 

6.2 Objetivos particulares 

Analizar los cambios en la expresión de Lin7A en células dendríticas y macrófagos en la 

respuesta ante diferentes estímulos proinflamatorios y de fagocitosis. 

Analizar los cambios en la localización subcelular de Lin7A en células dendríticas y 

macrófagos en la respuesta ante diferentes estímulos proinflamatorios y de fagocitosis. 
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7. Metodología 

 

7.1 Obtención de DC y MA por diferenciación de monocitos humanos 

 

7.1.1 Obtención de Monocitos CD14+ a partir de paquetes leucocitarios 

          Se utilizaron 16 paquetes leucocitarios de donadores adultos entre 18 y 65 años, 

con peso mayor a 50 kg, sanos, que acudieron al banco de sangre del Instituto Nacional 

de Cardiología Ignacio Chávez, Ciudad de México, tras la aprobación por el Comité de 

Ética y de Prevención de conflictos de interés en el INER (IRB# B16-20 aprobado en 

2020). El presente estudio se realizó de acuerdo con los principios de la declaración de 

Helsinki. No se requirió el consentimiento informado por escrito de acuerdo con la 

legislación nacional y los requisitos institucionales.  

La sangre se diluyó 1:3 con PBS 1X (Anexo I). En tubos de 50mL (Uniparts, China, REF 

32104F) con 15 mL de Ficoll (ProteoGenix, Francia, REF 1114545) se colocan 30 mL de 

la dilución de sangre evitando romper el gradiente de densidad y se centrifugó 

(Eppendorf, Alemania, REF 5810R) a 800 G, 20ºC durante 25 minutos, aceleración 1 y 

desaceleración 1. 

Se recuperaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas 

en inglés) por aspiración con una pipeta de transferencia (Sarstedt, Alemania, REF 

86.1171) y se transfirieron a otro tubo de 50 mL, se llevó a un volumen de 50 mL con 

PBS 1X y se centrifugó a 1600 rpm, 20ºC, 10 minutos, aceleración 9 y desaceleración 9. 

Se decantó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 5 mL de disolución de 

lisis de eritrocitos (Anexo I); se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente (TA). 

Se ajustó el volumen a 50 mL con PBS 1X y se centrífugó a 800 rpm, 20ºC durante 15 

minutos. 

Se retiró el sobrenadante con pipeta serológica (Sarstedt, Alemania, REF 86.1685.001) 

y se resuspendió el botón celular en PBS 1X; se hizo una dilución 1:10 con 10 μL de la 

suspensión celular y 90 mcL de azul de tripano (Sigma Aldrich, Alemania, REF 23850) 



 

- 26 - 
 

0.04% y se colocaron 10 μL en una cámara Neubauer (ISOLAB, Alemania, REF 

075.03.001) para contar los PBMC. 

Por cada 500x106 PBMC, en 900 μL de disolución de Miltenyi (Anexo I) se añadieron 100 

μL de perlas magnéticas α-CD14+ (Miltenyi Biotech, Alemania, REF 130-050-201) en un 

tubo de microcentrífuga (Sarstedt, Alemania, REF 72.692.005); se añadió la disolución 

anterior a la suspensión celular y se incubó en hielo 15 minutos agitando cada 5 minutos. 

Posteriormente se añadieron 10 mL de disolución de Miltenyi y se centrifugó a 300 G, 

4ºC durante 10 minutos y se decantó completamente el sobrenadante. Se resuspendió 

el botón celular en 1 mL de disolución de Miltenyi, se hizo pasar por una columna LS 

(Miltenyi Biotech, Alemania, REF 130-042-401) fijada en un magneto y previamente 

equilibrada con 3 mL disolución de Miltenyi.  Se lavó la columna 3 veces con 3 mL de 

disolución de Miltenyi. Cuando terminó de eluir se quitó la columna del magneto, se 

colocó en un tubo de 15 mL (Sarstedt, Alemania, REF 62.554.502), se añadieron 5 mL 

de disolución de Miltenyi y se presionó con un émbolo para recuperar los monocitos (MO) 

(células CD14+) en el tubo. Se añadieron 10 mL de disolución de Miltenyi y se centrifugó 

a 1600 rpm, 4ºC durante 10 minutos.   

Se resuspendió el botón celular en RPMI completo (Anexo I) y se hizo una dilución 1:10 

con azul de tripano 0.04% para contar los monocitos en una cámara Neubauer. Se ajustó 

la suspensión celular con medio RPMI completo a 18.945x106 MO para diferenciar a MA 

para WB, 1.5x106 MO para diferenciar a MA para IF y 60x106 MO para diferenciar a DC. 

 

7.1.2 Diferenciación a DC 

          De la suspensión de MO se tomaron 60x106 MO, se transfirieron a dos tubos de 

50 mL, se ajustó el volumen a 54 ml en total, se añadieron IL-4 (25 ng/mL) (Tonbo 

biosciences, EE. UU., REF 21-8044-U020) y factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GMCSF) (53 ng/mL) (Tonbo biosciences, EE. UU., REF 21-

8339-U500), se transfirió a 3 botellas de cultivo de 75 cm2 con 18 mL cada una y se 

incubó (Thermo Fisher Scientific, EE. UU., REF 4110) a 37°C, 5% CO2. Al día 4 se 

añadieron nuevamente IL-4 y GMCSF a la misma concentración. 
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Al día 6 se recuperó el medio de cultivo en un tubo Falcon de 50 mL, se centrifugó a 1600 

rpm, 20°C durante 10 minutos, se resupendió el botón celular en RPMI completo, se hizo 

una dilución 1:10 con azul tripano para contar las DC en una cámara Neubauer, se ajustó 

el volumen con RPMI completo para tener una densidad celular de 106 DC/mL de medio 

y se añadió IL-4 y GMCSF. 

 

7.1.2.1 Estimulación de DC 

 

7.1.2.1.1 Estimulación con LPS y coctel de maduración de DC 

De la suspensión de DC, se transfirieron 1.5x106 DC a 8 pozos de placas de 12 pozos 

(Corning, EE. UU., REF 3513) (WB) y 0.9x106 DC a 3 pozos de placas de 12 pozos (IF), 

se les añadieron los estímulos correspondientes: LPS (10 μg/mL) (Sigma Aldrich, EE. 

UU., L4391) y un CM: TNF-α (10 ng/mL) (Biolegend, EE. UU., REF 570106), IL-1β (10 

ng/mL) (Biolegend, EE. UU., REF 579406) y PGE2 (1 mg/mL) (Sigma, EE. UU., P0409) 

durante los tiempos establecidos: 2, 6 12 y 24 horas para WB; 15 minutos, 2 y 24 horas 

para IF. Se cosecharon las mDC para WB y las mDC para IF se resuspendieron en RPMI 

completo a una densidad de 3x105 DC/60 μL. Se cosecharon 3x106 iDC para WB y se 

resuspendieron 1.5x106 iDC para IF. 

 

7.1.2.1.2 Inducción de fagocitosis en DC 

          De la suspensión de DC, se transfirieron 1.5x106 DC a 8 pozos de placas de 12 

pozos (Corning, EE. UU., REF 3513) (WB) y se les añadieron los estímulos 

correspondientes: Mycobacterium tuberculosis H37Ra muerta por calor (HKMtb) (10 

bacterias/célula) (ATCC, EE. UU., REF ATCC-25177), la cual favorece mayormente una 

fagocitosis mediada por receptor de complemento 3 y Mycobacterium tuberculosis 

H37Ra viva (10 bacterias/célula) la cual favorece mayormente un reconocimiento a 

través de TLR 2, 4 y 9,  durante los tiempos establecidos: 2, 6 12 y 24 horas. Se 



 

- 28 - 
 

cosecharon las mDC para WB y las mDC para IF se resuspendieron en RPMI completo 

a una densidad de 3x105 DC/60 μL. 

 

7.1.3 Diferenciación a MA 

          Para WB, de la suspensión de MO se tomaron 18.945x106 MO, se transfirieron a 

un tubo de 50 mL, se ajustó el volumen a 45 mL, se le añadió GMCSF (10ng/mL), se 

transfirieron a 15 pozos de 3 placas de 6 pozos (Corning, EEUU, REF 3516), 3 mL 

(1.263x106 CD14+) a cada pozo; para IF, de la suspensión de MO se tomaron 1.5x106 

CD14+, se transfirieron a un tubo de 15 mL, se ajustó el volumen a 6 mL, se le añadió 

GMCSF (10ng/mL), se transfirieron a 6 pozos con un cubreobjetos (Daigger Brand, EE. 

UU. REF G15973A) de una placa de 24 pozos (Corning, EE. UU. REF 3526), 1 mL 

(2.5x105 CD14+) a cada pozo y se incubaron a 37°C, 5% CO2. A los días 3 y 5 se añadió 

nuevamente GMCSF a la misma concentración a los medios de cultivo y al día 8 ya se 

encontraron como MA diferenciados. 

 

7.1.3.1 Estimulación de MA 

 

7.1.3.1.1 Estimulación con LPS de MA 

          En 4 pozos para WB y 3 para IF se añadió el estímulo de LPS (10 μg/mL), durante 

los tiempos establecidos: 2, 6 12 y 24 horas para WB; 15 minutos, 2 y 24 horas para IF 

y se cosecharon los MA para WB y a las muestras de MA para IF se les retiró el medio 

de cultivo, se realizaron 2 lavados con 500 μL de PBS 1X estéril cada uno, dejando el 

segundo lavado. Se apartaron 3 pozos de MA sin estímulo para WB e IF. 

 

 

 



 

- 29 - 
 

7.1.3.1.2 Inducción de fagocitosis en MA 

          En 8 pozos para WB se añadieron los estímulos correspondientes: Mycobacterium 

tuberculosis H37Ra muerta por calor (10 bacterias/célula) la cual favorece mayormente 

una fagocitosis mediada por receptor de complemento 3 y Mycobacterium tuberculosis 

H37Ra viva (10 bacterias/célula) la cual favorece mayormente un reconocimiento a 

través de TLR 2, 4 y 9, durante los tiempos establecidos: 2, 6 12 y 24 horas y se 

cosecharon los MA. 

 

7.2 Evaluación de la expresión de las proteínas por Western Blot 

 

7.2.1 Lisis y cuantificación de proteína total de las muestras 

          Se lisaron las células resuspendiendo en disolución RIPA (Sigma Aldrich, 

Alemania, REF R0278) con un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich, 

Alemania, P8340) y se incubaron en hielo durante 15 minutos. Se centrifugó a 14 000 

rpm, 4°C durante 15 minutos y se recuperaron los sobrenadantes. Se cuantificó la 

proteína total con el estuche comercial BioRad DCTM Protein Assay (BioRad, EE. UU., 

REF 5000112). En una placa para ELISA se añadieron por duplicado 5 μL de muestra 

por pozo o 5 μL de una curva de calibración elaborada con albúmina sérica bovina (BSA) 

(Calbiochem, EE. UU., REF 126593) en disolución RIPA a distintas concentraciones. Se 

añadieron a cada pozo 25 μL del reactivo AS y 200 μL del reactivo B, se incubó a T.A. 

durante 15 minutos y después se leyó en un lector de absorbancia de microplacas 

(BioRad, EE. UU., REF 1681135) a 750 nm. 

Se realizó una regresión lineal de la curva de calibración y se calculó la concentración 

de proteína total de cada una de las muestras. 
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7.2.2 Western Blot 

          Se les añadió a las muestras la disolución de carga 6x (Anexo I), y se incubó a 

95°C durante 5 minutos (Labnet, EE. UU., REF I-4001-HCS). Se centrifugó de manera 

rápida para recuperar el volumen evaporado y se cargó la misma cantidad de proteína 

de cada una de las muestras por pozo (40 μg) y un marcador de peso molecular (BioRad, 

EE. UU., REF 1610374) en un gel de poliacrilamida al 12% (Anexo I). 

Se realizó la electroforesis en disolución de electroforesis (Anexo I) a voltaje constante, 

85 V mientras las muestras recorrieron el gel concentrador (Anexo I) y una vez que 

entraron al gel separador se aumentó a 130 V por aproximadamente 1:30 h. Las 

proteínas separadas en el gel de poliacrilamida se transfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa (BioRad, EE. UU., REF 1620112) a 100 V en disolución de transferencia 

(Anexo I) por una hora. La membrana se bloqueó con leche descremada (Kroger) al 5% 

en TBS 1X (Anexo I), durante 1 hora en agitación constante. 

La membrana bloqueada se lavó con TBS-T (Anexo I) y se incubó con el anticuerpo 

primario α-Lin7A (Genetex, EE. UU. REF GTX631107 o Invitrogen, EE. UU. REF PA5-

30871) 1:500 durante toda la noche a 4°C en agitación constante, se lavó la membrana 

con TBS-T por 10 minutos 3 veces, se incubó con el anticuerpo secundario α-IgG de 

ratón acoplado a HRP (Cell Signaling, EE. UU., REF 7076) para el anticuerpo primario 

de Genetex o con el anticuerpo secundario α-IgG de conejo acoplado a HRP (Cell 

Signaling, EE. UU., REF 7074) para el anticuerpo primario de Invitrogen, ambos 1:2000 

durante una hora a T.A. en agitación constante, se lavó nuevamente la membrana con 

TBS-T por 10 minutos 3 veces y se reveló utilizando luminol (Millipore, EE. UU., REF 

WBKLS0100), ya que es catalizado por la HRP en el anticuerpo secundario y con la 

presencia de H2O2, para emitir luz, la cual fue captada con el equipo Chemidoc XRS+ 

(BioRad, EE. UU.) 

Como control de carga se reveló la proteína GAPDH o β-actina. La membrana se incubó 

con el anticuerpo primario α-GAPDH (Genetex, EE. UU., GTX627408) 1:3000 o β-actina 

(donación) 1:5000 durante toda la noche a 4°C en agitación constante, se lavó como ya 

se mencionó, se incubó con el anticuerpo secundario α-IgG de ratón acoplado a HRP 

(Cell Signaling, EE. UU., REF 7076) 1:2000 durante una hora a T.A. en agitación 
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constante, se lavó nuevamente la membrana y se revela utilizando luminol con el equipo 

Chemidoc XRS+ 

Finalmente, se hizo un análisis densitométrico de cada una de las bandas de los carriles 

con su control de carga con el programa Image Lab 6.1, una normalización y un análisis 

estadístico de los datos obtenidos con el programa GraphPad Prism 7.00 y se determinó 

si la expresión de Lin7A aumenta o disminuye con los estímulos aplicados en DC y MA. 

 

7.3 Evaluación de la localización subcelular de las proteínas por 

Inmunofluorescencia 

 

7.3.1 Tratamiento de cubreobjetos con poli-DL-lisina y adhesión de DC 

          Se colocó un cubreobjetos estéril por pozo en una placa de 24 pozos, se añadieron 

400 μL de poli-DL-lisina (Sigma Aldrich, Alemania, P41-58) 0.01% a cada pozo 

asegurándose de cubrir totalmente el cubreobjetos y se incubó a 4°C durante toda la 

noche. Se recupera la poli-DL-lisina y se realizaron 2 lavados con 500 μL de agua estéril 

cada uno y se dejó secar los cubreobjetos en un ambiente estéril. Una vez secos, se 

añadieron 60 μL de la suspensión de DC para IF en el centro de cada cubreobjetos, se 

incubó durante 20 minutos a T.A., se retiró el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados 

con 500 μL de PBS 1X estéril cada uno, dejando el segundo lavado. 

 

7.3.2 Fijación de las muestras de DC y MA 

          Se retiró el PBS 1X de los pozos, se añadieron 500 μL de MeOH (Hycel, México, 

REF 912) frío, se incubaron exactamente 4 minutos, se retiró el MeOH, se realizaron 2 

lavados con 500 μL de PBS 1X estéril cada uno, dejando el segundo lavado y se 

guardaron a 4°C hasta que se realizó la IF. 
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7.3.3 Inmunofluorescencia 

          Con unas pinzas se retiró el cubreobjetos del pozo y se colocó sobre Parafilm 

(Bemis, EE. UU.) con las células hacia arriba. Las células previamente fijadas con 

metanol se bloquearon con 60 μL de disolución de bloqueo Cell Staining (BioLegend, EE. 

UU., REF 420201) durante 20 minutos. Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con 60 μL 

de disolución de lavado para IF (Anexo I), se incubaron con 60 μL del anticuerpo primario 

α-Lin7A (Invitrogen, EE. UU. REF PA5-30871) diluido en disolución de bloqueo Cell 

Staining durante 1 hora y se realizaron 3 lavados con 60 μL de disolución de lavado para 

IF. Se incubaron con 60 μL del anticuerpo secundario α-IgG de conejo acoplado al 

fluoróforo CY3 (Jackson ImmunoResearch, EE. UU. REF 711-165-152) diluido en 

disolución de bloqueo Cell Staining: 1:1200 durante 1 hora y se realizaron 3 lavados con 

60 μL de disolución de lavado para IF. Se incubaron con 60 μL de DAPI (Invitrogen, EE. 

UU., REF R37606) (4 gotas de DAPI por cada 1mL de PBS 1X) durante 30 minutos, se 

realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS 1X y se montaron los cubreobjetos sobre 

portaobjetos (Velab, EE. UU., VE-P30) usando el medio de montaje Prolong Glass 

(Invitrogen EE. UU., REF P26980). Se guardaron en obscuridad a T.A. durante 48 horas 

y posteriormente a 4°C hasta que fueron observados en el microscopio confocal. 
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  8. Resultados 

 

8.1 Cambio en la expresión de Lin7A en DC 

          Con las DC estimuladas con LPS se observa una tendencia al aumento en la 

expresión de Lin7A, aunque no es estadísticamente significativo. Existe un pico entre las 

6 y 12 horas de tres veces de cambio, para que a las 24 horas comience a regresar al 

basal (Figura 10). A ningún tiempo con respecto al control, sin embargo, hay una 

tendencia al aumento de la expresión de Lin7A. 

 

 

 

 

 

                                                                                   

 

 

Figura 10. (A) Imagen representativa de cinco experimentos del cambio de la expresión 

de Lin7A en iDC y DC estimuladas con LPS en un curso de tiempo, (B) control de carga, 

GAPDH y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los cinco experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet. 
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En las DC estimuladas con HKMtb se observa una tendencia a disminuir la expresión de 

Lin7A, se observa únicamente un ligero aumento a las 2 horas y posteriormente 

disminuye su expresión a las 6 y 12 horas y a las 24 horas comienza a regresar a sus 

niveles basales (Figura 11). A ningún tiempo con respecto al control, sin embargo, hay 

una tendencia de disminución de la expresión de Lin7A hasta las 12 horas y a las 24 

horas comienza a recuperarse. 

 

       

 

 

 

 

      

Figura 11. (A) Imagen representativa de tres experimentos del cambio en la expresión 

de Lin7A en iDC y DC estimuladas con HKMtb en un curso de tiempo, (B) control de 

carga, GAPDH y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los tres experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet. 
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En las DC estimuladas con H37Ra viva se observa una tendencia a aumentar la 

expresión de Lin7A, aunque no hay diferencia estadísticamente significativa. A las 12 

horas se encuentra su pico de mayor expresión y a las 24 horas comienza a regresar al 

nivel basal (Figura 12). A ningún tiempo con respecto al control, sin embargo, hay una 

tendencia al aumento de la expresión de Lin7A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. (A) Imagen representativa de cuatro experimentos del cambio en la expresión 

de Lin7A en iDC y DC estimuladas con H37Ra viva en un curso de tiempo, (B) control de 

carga, β-actina y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los cuatro experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet. 
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Las DC estimuladas con el CM tienen una tendencia a aumentar su expresión de Lin7A, 

más marcado a las 24 horas. A ningún tiempo con respecto al control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. (A) Imagen representativa de cinco experimentos del cambio en la expresión 

de Lin7A en iDC y DC estimuladas con CM en un curso de tiempo, (B) control de carga, 

β-actina y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los cinco experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet. 
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8.2 Cambio en la expresión de Lin7A en MA 

         En MA estimulados con LPS se observa una tendencia al aumento de la expresión 

de Lin7A, aunque no existe diferencia estadísticamente significativa. A ningún tiempo 

con respecto al control, sin embargo, hay una tendencia al aumento de la expresión de 

Lin7A.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. (A) Imagen representativa de ocho experimentos del cambio en la expresión 

de Lin7A en MA y MA estimulados con LPS en un curso de tiempo, (B) control de carga, 

GAPDH y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los ocho experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet. 
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En MA estimulados con HKMtb se observa un rápido aumento de la expresión de Lin7A 

a las 2 horas, pero sin diferencia estadísticamente sigificativa, y posteriormente comienza 

a regresar al nivel basal lentamente. A ningún tiempo con respecto al control. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. (A) Imagen representativa de ocho experimentos del cambio en la expresión 

de Lin7A en MA y MA estimulados con HKMtb en un curso de tiempo, (B) control de 

carga, GAPDH y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los ocho experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet  
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Con los MA estimulados con H37Ra viva se observa un leve incremento en la expresión 

de Lin7A a las 2 horas, posteriormente comienza a disminuir hasta las 12 horas cuando 

hay una menor expresión y a las 24 horas empieza a regresar a sus niveles basales. A 

ningún tiempo con respecto al control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. (A) Imagen representativa de cuatro experimentos del cambio en la expresión 

de Lin7A en MA y MA estimulados con H37Ra viva en un curso de tiempo, (B) control de 

carga, GAPDH y (C) gráfico de los promedios de los análisis densitométricos de Lin7A 

normalizado al control de carga de los cuatro experimentos, se muestran las barras del 

error estándar. No se observó diferencia significativa al realizar un ANOVA con un grado 

de confianza del 95% y una post-prueba de Dunnet. 
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8.3 Titulación del anticuerpo para Inmunofluorescencia 

          Se tituló el anticuerpo α-Lin7A para determinar la dilución óptima a usarse tanto 

en DC como en MA. El anticuerpo secundario α-IgG de conejo se utilizó a una dilución 

1:1200. En la figura 17 se observa la titulación del anticuerpo α-Lin7A en iDC, en la figura 

18 se observa la titulación en mDC y en la figura 19 se observa se observa la titulación 

en MA. Se decidió utilizar la dilución del anticuerpo primario α-Lin7A 1:50 para DC y 

1:200 para MA. 

    Autofluorescencia          Sólo secundario                 1:50                           1:100 

  

Figura 17: Prueba de dos concentraciones del anticuerpo α-Lin7A en iDC. En el 

panel superior se muestra la expresión de Lin7A (rojo) a las diluciones que se indican y 

sus controles de autofluorescencia y con anticuerpo secundario únicamente, en el panel 

inferior se muestra el campo claro de las células. 
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    Autofluorescencia          Sólo secundario                 1:50                           1:100 

 

Figura 18: Prueba de dos concentraciones del anticuerpo α-Lin7A en mDC. En el 

panel superior se muestra la expresión de Lin7A (rojo) a las diluciones que se indican y 

sus controles de autofluorescencia y con anticuerpo secundario únicamente en el panel 

inferior se muestra el campo claro de las células. 

Autofluorescencia  Sólo secundario           1:100                    1:500                 1:1000 

 

Figura 19: Titulación del anticuerpo α-Lin7A en MA. En el panel superior se muestra 

la expresión de Lin7A (rojo) a las diluciones que se indican y sus controles de 

autofluorescencia y con anticuerpo secundario únicamente en el panel inferior se 

muestra el campo claro de las células. 
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8.4. Localización subcelular de Lin7A en DC 

          En la figura 20 se observa la expresión de Lin7A en DC. Su localización en iDC es 

mayormente vesicular en citoplasma y algunas cerca de lo que parece ser la membrana 

plasmática. Al estimular las células con LPS 10 μg/mL a los 15 minutos y 2 horas se ve 

un aumento en número y señal que emiten estas vesículas, a las 24 horas tras la 

estimulación disminuyen en número y señal estas vesículas. En los 3 individuos que se 

analizaron se observó un comportamiento muy similar. 

        Auto          CY3 α-rabbit            iDC          LPS 15 min     LPS 2 hrs        LPS 24 hrs 

 

Figura 20: Imagen representativa de tres experimentos del cambio en la 

localización intracelular de Lin7A en iDC y mDC estimuladas con LPS 10 en un 

curso de tiempo y sus controles de autofluorescencia y de anticuerpo secundario. 

En el primer panel se muestra el campo claro de las células. En el segundo panel se 

muestra la expresión de Lin7A (rojo) en las células. En el tercer panel se muestra la 

superposición con DAPI (azul) que tiñe los núcleos de las células. En el cuarto panel se 

realiza la superposición de todos los paneles anteriores. 

 



 

- 43 - 
 

8.5. Localización subcelular de Lin7A en MA 

          En los cinco experimentos realizados de MA se observó un poco de variabilidad 

entre los cinco individuos analizados, contrario a lo encontrado en DC. En la figura 21 se 

observa que Lin7A se expresa de manera basal mayormente en lo que parece ser la 

membrana citoplasmática y en menor medida en el citoplasma, su localización no cambia 

al ser estimulados con LPS, pero aumenta la señal emitida en lo que se cree que es la 

membrana citoplasmática y disminuye en el citoplasma. En la figura 22 se observa que 

Lin7A se expresa mayormente en lo que parece ser la membrana citoplasmática en los 

MA basales, al ser estimulados desde los 15 minutos y mayormente a las 2 horas, la 

señal de Lin7A se vuelve más intensa en el citoplasma y parece perderse en la 

membrana citoplasmática, pero a las 24 horas comienza a regresar al basal. 
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        Auto          CY3 α-rabbit   Sin estímulo    LPS 15 min     LPS 2 hrs        LPS 24 hrs 

 

Figura 21: Imagen representativa de cuatro experimentos del cambio en la 

localización intracelular de Lin7A en MA sin estímulo y MA estimuladas con LPS 

en un curso de tiempo y sus controles de autofluorescencia y de anticuerpo 

secundario. En el primer panel se muestra el campo claro de las células. En el segundo 

panel se muestra la expresión de Lin7A (rojo) en las células. En el tercer panel se 

muestra la superposición con DAPI (azul) que tiñe los núcleos de las células. En el cuarto 

panel se realiza la superposición de todos los paneles anteriores. 
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        Auto          CY3 α-rabbit   Sin estímulo    LPS 15 min     LPS 2 hrs        LPS 24 hrs 

 

Figura 22: Cambio en la localización intracelular de Lin7A en MA sin estímulo y MA 

estimuladas con LPS 10 en un curso de tiempo y sus controles de 

autofluorescencia y de anticuerpo secundario. En el primer panel se muestra el 

campo claro de las células. En el segundo panel se muestra la expresión de Lin7A (rojo) 

en las células. En el tercer panel se muestra la superposición con DAPI (azul) que tiñe 

los núcleos de las células. En el cuarto panel se realiza la superposición de todos los 

paneles anteriores. 
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9. Discusión 

          Lin7A es una proteína PDZ de 26 kDa que tiene función de andamiaje lo que le 

permite generar y mantener polaridad estructural anclando receptores y canales iónicos 

a la membrana celular participando en la transducción de señales; también es capaz 

formar un complejo tripartito con CASK y Mint 1 permitiendo el correcto tráfico vesicular 

(Bastiano 2002; NIH; 2023; Seonok, 2002; Uniprot, 2023). Lin7A se ha estudiado 

mayormente en células epiteliales y especialmente en neuronas, donde se sabe que es 

necesaria para la correcta formación, mantenimiento y función de las sinapsis (Crespi, 

2012; Matsumoto, 2014), pero poco se sabe de la función de esta proteína PDZ en 

células del sistema inmunológico. Recientemente en nuestro laboratorio se encontró que 

al exponer a DC a estímulos proinflamatorios y fagocíticos durante un intervalo de tiempo 

había una tendencia de aumento en la expresión del mRNA del gen de Lin7A, mientras 

que al exponer a MA es estímulos proinflamatorios y de fagocitosis en un curso de 

tiempo, la expresión del mRNA disminuye de manera estadísticamente significativa 

(Rosas 2022), lo cual nos llevó a pensar que la proteína Lin7A podría tener alguna 

función en estas CPA relacionada con las vías de señalización por PRRs, fagocitosis, 

formación de polaridades transitorias, entre otras. 

Dados estos antecedentes, en este trabajo se analizó el cambio de expresión de la 

proteína Lin7A a través de WB y su localización subcelular por IF en DC y MA ya que 

conocer la modulación en la expresión de la proteína, así como su localización subcelular 

ante diferentes estímulos y cinéticas, podría darnos indicios de las funciones de esta 

proteína en estos dos tipos celulares. 

Las DC al captar el LPS mediante TLR4 comienzan una cascada de señalización la cual 

culmina en la translocación al núcleo del factor nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas (NFκB) y la producción de citocinas 

proinflamatorias (Hirayama, 2017; Re, 2001; Trask, 2012; Yesudhas, 2014), además de 

comenzar el proceso de maduración de la propia DC, el cual implica una serie de cambios 

morfológicos y fenotípicos como lo son el aumento en la expresión de MHC-II, la 

expresión de moléculas de coestimulación y secreción de citocinas (Min, 2019). En este 

contexto, Lin7A podría tener alguna función en la cascada de señalización por TLR4 y/o 
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en la maduración de la DC, ya que a pesar de que no hubo una diferencia 

estadísticamente significativa, hay una tendencia al aumento al estimular a estas células 

con LPS (Figura 10). Además, al analizar la localización subcelular de Lin7A en DC de 

manera basal (Figuras 17 y 20) y tras estimularlas con LPS (Figuras 18 y 20), se observa 

que esta distribución de Lin7A en puntilleo en el citoplasma, sugiriendo su localización 

en vesículas, y cuya señal aumenta tras el estímulo es parecida a las observaciones 

hechas por Barreda (2020) de la localización subcelular de la proteína PDZ Dlg1 en iDC 

y mDC, por lo que es posible que el complejo tripartito de Lin7A, Dlg1 y MPP7 descubierto 

in vitro en las uniones estrechas entre células epiteliales (Bohl, 2007) también se 

presente en DC. Sabiendo que Dlg1 es necesario para la correcta maduración de las DC, 

esto podría explicar el aumento en la expresión de Lin7A y su localización subcelular al 

estimular estas DC con LPS, pues se estaría uniendo a MPP7 y Dlg1 para que la DC 

pueda madurar correctamente, producir IL-6, secretar IL-12 y expresar CD-83 producto 

de la señalización por TLR4 y la traslocación de NFκB al núcleo (Barreda, 2020; Liu, 

2017). 

Las citocinas IL-1β y TNF-α contenidas en el coctel de maduración (CM) promueven la 

maduración de las DC y síntesis de más citocinas proinflamatorias (Blanco, 2008; 

Kaneko, 2019). Adicionalmente, PGE2 es una prostaglandina involucrada en madurar a 

la DC y estimular su movilidad al promover la expresión de CCR7 (Elke, 2002; Yan, 

2019); por tanto, el CM genera un ambiente proinflamatorio en el medio de cultivo y así 

la maduración de las DC. El resultado obtenido de las DC estimuladas con CM es similar 

a aquellos donde hay un estímulo proinflamatorio vía TLR, pues hay una tendencia de 

aumento en la expresión de Lin7A (Figura 13). Esto concuerda, pues la señalización de 

IL-1β es capaz de activar la vía de la molécula de la respuesta primaria de diferenciación 

mieloide 88 (MyD88) (Kaneko, 2019) mientras que la señalización con TNF-α puede 

reclutar al modulador esencial de NFκB (NEMO) y así se lleva a cabo la producción de 

más citocinas (Gough, 2020), por lo que Lin7A podría estar implicada en esta cascada 

de señalización o en la exocitosis de citocinas y moléculas de coestimulación, 

probablemente en el trímero con MPP7 y Dlg1 (Bohl, 2007).  
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Respecto a los estímulos fagocíticos utilizados en este estudio, la micobacteria H37Ra 

muerta por calor (HKMtb) es fagocitada mayormente vía receptor de complemento (CR)3 

(Rosas, 2022) , esto debido al tratamiento que se le da, pues al incubarse a 80°C durante 

30 minutos, pierde la mayor parte del recubrimiento de glucolípidos que la recubren; 

posteriormente las micobacterias muertas se resuspenden en medio RPMI completo con 

suero fetal bovino (SFB) sin descomplementar, esto con el fin de que las micobacterias 

sean opsonizadas por las proteínas del complemento presentes en el SFB y puedan ser 

fagocitadas más fácilmente por las DC y MA, aunque la HKMtb también es reconocida 

por otros PRRs como lo son receptores de manosa o carroñeros (Pieters, 2008).  

Por su parte, H37Ra viva se reconoce principalmente vía TLR2, 4 y 9 (Aderem, 2000; 

Chávez, 2009; Mayer, 2015; Sia, 2019) activando una cascada de señalización 

dependiente de la MyD88, la cual culmina en la traslocación al núcleo de NFκB, p38 y 

cinasas c-Jun N-terminal (JNK) lo que aumenta la producción de citocinas 

proinflamatorias (Caplan, 2018). Esto favorece la fagocitosis de las micobacterias vía 

múltiples receptores, principalmente por CR, pero también por receptores de manosa, 

receptores carroñeros y receptores de Fc, además de promover la maduración de los 

fagosomas y el estallido respiratorio en los mismos (Hossain, 2013; Pieters, 2008).  

Nuestros resultados demostraron que la expresión de Lin7A en DC al estimularlas con 

HKMtb o H37Ra viva es muy distinto, Lin7A muestra una tendencia a disminuir su 

expresión ante el estímulo con HKMtb (Figura 11) mientras que, por el contrario, la 

expresión de Lin7A tienden a aumentar cuando se estimula con H37Ra viva (Figura 12). 

Esto coincide con las observaciones del resultado con LPS, pues en las DC que 

recibieron el estímulo vía TLR4 hay un aumento en la expresión de la proteína, mientras 

que en aquellas que no hay ese estímulo vía TLR, la expresión de Lin7A tiende a 

disminuir. Esto sugiere que Lin7A tiene un papel importante en la vía de señalización por 

TLRs y/o en la maduración y exocitosis de citocinas proinflamatorias o moléculas de 

coestimulación probablemente asociada a Dlg1 (Barreda, 2020; Bohl, 2007), sin 

embargo, parece ser que no desempeña un papel en el proceso de fagocitosis en DC. 

La disminución en la expresión de Lin7A en las DC estimuladas con HKMtb se podría 

dar mediante regulación postraduccional vía poliubiquitinación para posterior 
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degradación vía proteasoma (Guo, 2022), ya que Lin7A tiene un sitio de unión a 

ubiquitina en su residuo de aa, Lisina 76 (Jehl, 2016). 

Nuestros resultados también mostraron que existe un aumento mayor en la expresión de 

Lin7A con los estímulos proinflamatorios que con la micobacteria viva en DC, esto puede 

deberse a mecanismos de evasión de la micobacteria ya que, a pesar de que H37Ra es 

una cepa avirulenta, se ha encontrado que puede proliferar dentro de MA y podría seguir 

ejerciendo algunos mecanismos de evasión (Hart, 1974; Heinrichs, 2018). Aunque aún 

no se comprenden del todo los mecanismos bioquímicos por los cuales se atenuó la cepa 

H37Ra (Zheng, 2008), es posible que aun conserve mecanismos que le ayuden a evadir 

la señalización por TLR2 como la síntesis del antígeno blanco de secreción temprana de 

6 kDa (ESAT-6), el cual inhibe la señalización por TLR2 (Landry, 2017), lo cual ayudaría 

a explicar la menor expresión de Lin7A con el estímulo de H37Ra viva comparado con 

los estímulos proinflamatorios. 

Al hablar de los MA, se conocen algunas proteínas PDZ que se necesitan para la 

activación y función de estas células como lo son PDLIM2, PDZK1 y Scrib (Cox, 2022; 

Sakarya, 2021; Sven, 2006; Zheng, 2016,), por lo que cabe la posibilidad que Lin7A 

también tenga alguna función en estas CPA. Al analizar los resultados obtenidos de los 

cambios en la expresión de Lin7A en los MA, se observa una tendencia al aumento de 

la expresión de Lin7A al ser estimulados con LPS (Figura 14). Por otro lado, respecto a 

la localización subcelular de Lin7A en MA, este mismo estímulo de LPS promueve la 

localización de Lin7A hacia lo que parece ser la membrana plasmática (Figura 21). Este 

aumento en la expresión de Lin7A y su localización predominante hacia la membrana 

plasmática sugiere que en estas células Lin7A tendría una posible función para la 

endocitosis o la formación de prolongaciones de la membrana tras la activación.  

Se sabe que en células NSC34, las isoformas de Lin7 se necesitan para la correcta 

formación de filopodios y la generación de neuritas al interactuar con el sustrato del 

receptor de insulina de 53 kDa (IRSp53), donde Lin7 promueve la correcta formación de 

prolongaciones de actina (Crespi, 2012). A pesar de que IRSp53 no se expresa en 

células del sistema inmunológico (GeneCards, 2023), no se descarta la posibilidad de 

que Lin7A esté teniendo alguna función en la generación de protuberancias de la 
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membrana plasmática, incluso relacionada también con la polimerización de actina. En 

neuronas, la proteína de unión canónica de Lin7A, CASK, se puede unir a la proteína de 

membrana de eritrocitos banda 4.1 (EPB41), la cual promueve la formación de filamentos 

de actina (Biederer, 2001). EPB41 sí se expresa en células del sistema inmunológico, al 

igual que CASK (TheHumanProteinAtlas), por lo que es posible que alguna interacción 

entre estas tres proteínas ocurra en MA para promover la polimerización de filamentos 

de actina y, por consecuencia, la formación de pseudópodos y protuberancias de la 

membrana citoplasmática de los MA, pues nuestros resultados mostraron que Lin7A 

también se encuentra en dichas protuberancias membranales. 

La activación del MA con LPS y la formación de prolongaciones de la membrana 

plasmática también promueven la capacidad fagocítica del macrófago (Mosser, 2008). 

Para iniciar el proceso de fagocitosis tras el reconocimiento del patógeno por los PRRs, 

hay una cascada de señalización que promueve la polimerización de actina (Uribe, 

2020). Se ha demostrado que después de la elongación inicial de los pseudópodos y el 

aumento en la tensión de la membrana plasmática debida a la polimerización de actina, 

comienza un proceso de exocitosis de vesículas ricas en proteínas acopladas a 

glicosilfosfatidilinositol, con el propósito de aumentar el área superficial de la membrana 

citoplasmática y así hacer más eficiente la fagocitosis (Masters, 2013). Lin7A también 

podría estar involucrada en este proceso de exocitosis vesicular, ya que es una de sus 

funcionas más conocidas en otros tipos celulares (Sanna, 2002; Stefan, 1998).  

La expresión de Lin7A tuvo un comportamiento similar con ambos estímulos fagocíticos, 

HKMtb y H37Ra viva (Figuras 15 y 16). El pico de expresión a las 2 horas, que es más 

pronunciado con HKMtb, podría estar asociado a la función de promoción de 

polimerización de actina y/o exocitosis de vesículas de Lin7A, que le permita al MA 

endocitar a las micobacterias probablemente en un tiempo menor a dos horas, por lo que 

sería interesante a futuro analizar la expresión de Lin7A con estímulos de fagocitosis en 

tiempos más cortos. 

También se realizaron algunos experimentos pareados. Las DC y MA de tres individuos 

fueron estimulados ambos con LPS, en estos tres individuos la expresión de Lin7A en 

DC tras el estímulo tiende a aumentar, mientras que en los MA de estos mismos tres 
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individuos la expresión de la proteína tiende a disminuir. De igual manera se analizaron 

DC estimuladas con HKMtb y CM de otros tres individuos. En dos individuos, las DC 

estimuladas con HKMtb la expresión de Lin7A tiende a disminuir y con el CM tiende a 

aumentar, mientras que en el otro individuo el comportamiento fue al contrario. 

Finalmente, se parearon tres individuos más de MA estimulados con LPS y HKMtb. En 

cuanto a los MA estimulados con LPS, sólo uno tiende a disminuir y los otros dos tienden 

a aumentar la expresión de Lin7A, mientras que en los 3 individuos al estimularlos con 

HKMtb tienden a aumentar su expresión de la proteína.  

Estos resultados sugieren que un mismo estímulo, como LPS puede inducir efectos 

contrarios en la expresión de Lin7A entre DC y MA. Por otro lado, también sugieren que 

Lin7A está teniendo comportamiento distinto entre individuos, tipos celulares y estímulos, 

por lo que sería interesante realizar más experimentos pareados para comparar de mejor 

manera cómo cambia la expresión de Lin7A en las CPA de los mismos individuos ante 

distintos estímulos. 

Al estimular MA con LPS y HKMtb, la expresión del mRNA de Lin7A disminuye de manera 

estadísticamente significativa (Rosas, 2022), sin embargo, en esta tesis se encontró que 

la expresión de la proteína Lin7A en MA con ambos estímulos tiende a aumentar. Esta 

diferente regulación entre mRNA y proteína puede deberse a que existen diferentes 

mecanismos de regulación de proteínas a niveles transcripcionales y traduccionales 

(Casamassimi, 2019; García, 2017; Wang, 2014). Se sabe que Lin7A tiene un sitio para 

ubiquitinación y 2 sitios para fosforilación (Jehl, 2016) por lo que un aumento o 

disminución en los niveles de expresión de mRNA, no equivalen necesariamente a un 

cambio proporcional en la proteína, ya que es altamente probable que la proteína Lin7A 

se esté regulando por alguna de estas modificaciones traduccionales. 

Dado que se trabajó con población humana abierta, esto implica una gran variabilidad en 

los resultados debido a todas las variaciones genéticas y epigenéticas que la población 

puede tener (Bergström, 2020; Bonaguro, 2022; Carja, 2017), posiblemente por ello, 

aunque se encontraron tendencias, no se encontró diferencia estadísticamente 

significativa entre ningún tiempo de ningún estímulo. Sería interesante aumentar el 

número de experimentos de WB para determinar si existen o no diferencias significativas 
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en los cambios de la expresión de Lin7A en DC y MA ante distintos estímulos 

proinflamatorios y fagocíticos. Por otro lado, también sería importante realizar los 

experimentos de IF en DC y MA expuestos a los estímulos proinflamatorios y de 

fagocitosis, además del LPS, para conocer el cambio en la localización subcelular de 

Lin7A ante estos estímulos; asimismo sería relevante hacer co-tinciones para determinar 

con certeza el compartimento subcelular donde se encuentra Lin7A en estas CPA y si 

Lin7A está asociada a Dlg1 y MPP7 en DC o a CASK y EPB41 en MA. 
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10. Conclusiones 

La proteína Lin7A está presente en DC, bajo los estímulos proinflamatorios su expresión 

tiende a incrementar de manera tiempo dependiente y con el estímulo fagocítico por CR3 

su expresión tiende a disminuir de manera tiempo dependiente. Tras el estímulo con LPS 

no cambia la localización subcelular de Lin7A con el tiempo, pero sí se aprecia un 

aumento en la señal emitida de las vesículas en citoplasma. 

La proteína Lin7A está presente en MA, bajo el estímulo con LPS su expresión tiende a 

incrementar de manera tiempo dependiente y con los estímulos fagocíticos tiende a 

aumentar en tiempos tempranos mismos que regresan al estado basal. Tras el estímulo 

con LPS se observa un ligero cambio en la localización subcelular de Lin7A, un aumento 

en la señal emitida hacia la membrana plasmática y una disminución en la señal emitida 

en el citoplasma. 

Los cambios en la expresión en DC y MA, obtenidos a partir de monocitos humanos, de 

la proteína PDZ Lin7A y su localización subcelular implica que esta proteína cumple 

funciones en las vías de señalización por PRRs, tráfico vesicular y fagocitosis en estas 

CPA. 
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12. Anexo I | Disoluciones 

 

PBS 1X (1L) 

o NaCl: 137 mM (8.0 g) 

o KCl: 2.7 mM (0.2 g) 

o Na2HPO4: 10 mM (1.4 g) 

o KH2PO4: 1.8 mM (0.24 g) 

o Ajustar a pH 7.4 

 

Disolución de lisis de eritrocitos (1 L) 

o NH4Cl: 150 mM (8.023 g) 

o NaHCO3: 10 mM (0.84 g) 

o EDTA: 0.1 mM (0.029 g) 

 

Disolución de Miltenyi (200 mL) 

o EDTA: 2 mM (0.117 g) 

o SFB: 0.5% (1 mL) 

o PBS 1X cbp 200 mL 

 

Medio RPMI completo (50 mL) 

o SFB: 10% (5 mL) 

o Glutamina 200 mM: 2mM (500 μL) 

o Estreptomicina 10 000 μg/mL | Penicilina 10 000 U/mL: 100 μg/mL | 100 U/mL 

(500 μL) 

o Medio RPMI: cuanto baste para (cpb) 50 mL (44 mL) 
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Disolución de carga 6X (25 mL) 

o Clorhidrato de Tris: 0.375 M (1.14 g) 

o Glicerol: 50% (12.5 mL) 

o Azul de Bromofenol: 0.03% (0.0075 g) 

o SDS: 9% (2.25 g) 

o β-mercaptoetanol: 9.9% (2.47 mL) 

o Ajustar a pH 6.8 

 

Gel de poliacrilamida al 12% (separador) (10 mL)  

o Agua destilada: 3.3 mL 

o Clorhidrato de Tris 1.5 M pH 8.8: 2.5 mL 

o Acrilamida 30%: 4.0 mL 

o SDS 10%: 0.1 mL 

o Persulfato de amonio: 0.1 mL 

o TEMED: 4 μL 

 

Gel de poliacrilamida al 5% (concentrador) (5 mL)  

o Agua destilada: 3.4 mL  

o Clorhidrato de Tris 0.5 M pH 6.8: 0.63 mL 

o Acrilamida 30%: 0.83 mL 

o SDS 10%: 0.05 mL 

o PSA: 0.05 mL 

o TEMED: 5 μL 

 

Disolución de electroforesis 1X (1L) 

o Tris base: 25 mM (3.0285 g) 

o Glicina: 200 mM (15.014 g) 

o SDS: 0.1% (1 g) 

o Ajustar a pH 8.3 
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Disolución de transferencia 1X (1L) 

o Tris base: 25 mM (3.0285 g) 

o Glicina: 200 mM (15.014 g) 

o MeOH: 20% (200 mL) 

 

TBS 1X (1 L) 

o Tris base: 20 mM (2.4 g) 

o NaCl: 150 mM (8.8 g) 

o Ajustar a pH 7.6 

 

Disolución de lavado para WB (TBS-T) (1L) 

o Tris base: 20 mM (2.4 g) 

o NaCl: 150 mM (8.8 g) 

o Tween 20: 0.1% (1 mL) 

o Ajustar a pH 7.6 

 

Disolución de lavado para IF (200 mL) 

o BSA: 1% (2 g) 

o Tritón X-100: 0.1% (100 μL) 

o PBS 1X cbp 200 mL  
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13. Anexo II | Reactivos utilizados para las disoluciones 

 

o Albúmina sérica bovina: Calbiochem, EE. UU., REF 126593 

o Azul de bromofenol: Sigma, EE. UU., REF B6896 

o Clorhidrato de Tris: Biobasic, Canadá, REF TB0103 

o Disolución 30% Acrilamida/Bis: BioRad, EE. UU., REF 1610158 

o Dodecil sulfato de sodio: Calbiochem, EE. UU., REF 428015 

o EDTA: Gibco BRL, EE. UU., REF 15576 

o Estreptomicina 10 000 μg/mL | Penicilina 10 000 U/mL: Gibco, EE. UU., REF 

15140-122 

o Glicerol: Gibco BRT, EE. UU., REF 15514011 

o Glicina: BioRad, EE. UU., REF 1610718 

o Glutamina 200 mM: Gibco, EE. UU., REF 02546 

o KCl: Meyer, México, REF 2015 

o KH2PO4: J.T. Baker, EE. UU., REF 3246-01 

o Medio RPMI: Corning, EE. UU., REF 15-040-CV 

o MeOH: Hycel, México, REF 912 

o Na2HPO4: Meyer, México, REF 2405 

o NaCl: J. T. Baker, EE. UU., REF 3625-05 

o NaHCO3: Sigma, EE. UU., REF S-4019  

o NH4Cl: J. T. Baker, EE. UU., REF 0660-01 

o Persulfato de amonio: Sigma, EE. UU., REF A9164 

o SFB: Cytiva, EE. UU., REF 10703464 

o TEMED: BioRad, EE. UU., REF 1610801 

o Tris base: Sigma-Aldrich, EE. UU., REF T1503 

o Tritón X-100: donación 

o Tween 20: Sigma, EE. UU., REF P2287 

o β-mercaptoetanol: Calbiochem, EE. UU., REF 200-464-6 

 


