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Resumen

La galectina-9 (Gal-9) es una lectina que reconoce [B-galactésidos, esta
proteina se ha considerado como un biomarcador en diferentes tipos de cancer, como
son el cancer de mama, de colon, cervicouterino, entre otros; debido a que se ha
reportado una expresidon alterada asociada a funciones clave durante la
transformacién maligna, tales como: la agregacion, la adhesién celular y la evasion de
la respuesta inmune. Gal-9 es codificada por el gen LGALS9, el cual puede ser
regulado por estimulos inmunomoduladores como los interferones tipo I. Se ha
reportado que el interferon alfa (IFN-a) aumenta la expresion de Gal-9 en diferentes
lineas celulares. En este trabajo se evaluo el efecto del IFN-a sobre la actividad de la
region promotora del gen LGALSY, su expresion a nivel de ARNm y proteina, asi como
su secrecion al medio de cultivo en queratinocitos humanos (linea celular HaCaT). Los
ensayos de luciferasa demostraron que el IFN-a incrementa significativamente la
actividad del promotor. Asimismo, los resultados de PCR en tiempo real revelaron un
aumento en los niveles de ARNm del gen LGALS9 tras la estimulaciéon con IFN-q,
confirmando una regulacion positiva a nivel transcripcional. Sin embargo, los analisis
de Western blot y ELISA no mostraron variaciones en la cantidad de proteina Gal-9
intracelular ni en su secrecién. En conjunto, estos hallazgos amplian la comprension
del papel del IFN-a como regulador de genes inmunomoduladores y aportan bases
para el estudio de la interaccion entre interferones y galectinas en procesos

inmunomoduladores.



1. Introduccion
1.1 Galectinas

Las galectinas son lectinas que presentan alta afinidad por glicoconjugados que
contienen B-galactdsidos, esta interaccion la ejercen a través de sus dominios de
reconocimiento de carbohidratos (DRC) altamente conservados (Banfer y Javob,
2020) de aproximadamente 130 aminoacidos, compuestos por dos hojas-p
antiparalelas y una B-sandwich. La estructura B-sandwich del DRC esta compuesta
por once cadenas 3 (1 a f11) que corren de manera antiparalela, seis de ellas (1,
10, B3, B4, B5, p6) definen la cara de unién del azucar (cara S) del DRC y las cinco
restantes (311, B2, B7, B8, B9) definen la cara F opuesta (Dings et al., 2018). Se
han identificado 16 galectinas en vertebrados y se clasifican en tres familias de
acuerdo con su estructura molecular: galectinas prototipo, con un solo DRC
(galectina 1, 2, 5, 7, 10, 13, 14 y 15); galectina de repeticion en tandem, con dos
DRC unidos por un péptido enlazador de longitud variable (galectinas 4, 6, 8, 9y
12); y el tipo quimera, con un DRC fusionado a un extremo amino terminal largo y
flexible con un unico representante, la galectina-3 (Gal-3) (Tong y Stowel, 2023)

(Figura1).

Prototipo Repeticion en tandem Quimera
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1DRC Gal-4
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C’ai_z Gal-13 Gal-9 Gal-3
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Figura 1. Clasificacion de las Galectinas. Las galectinas se dividen segun su estructura
molecular en tres grupos: prototipo Gal 1, 2, 5, 7, 10, 13, 14 y 15; quimérica con su unico
representante Gal-3; y repeticion en tandem Gal 4, 6, 8, 9 y 1. La dimerizacion vy
oligomerizacion de las galectinas aumenta la valencia de union, lo cual es importante para
su funcion. Modificado de Wang et al., 2018.



Las galectinas se sintetizan en el citoplasma y pueden estar presentes en diferentes
regiones celulares (intra y extracelular) (Figura 2), estas proteinas carecen de la
secuencia peptidica sefal necesaria para su secrecion a través de la ruta clasica
reticulo endoplasmico- aparato de Golgi (RE-Golgi). Sin embargo, se ha reportado que
las galectinas se podrian secretar a través de translocacion directa de membrana,
secrecion exosomal, melanosomas, microvesiculas, muerte por trampa extracelular
de eosindfilos y autofagia secretora (Gossink et al., 2025). Las galectinas se expresan
en diferentes tejidos y tipos celulares, y pueden tener diferentes localizaciones,
cumpliendo roles fisioldgicos al interactuar con glicoconjugados especificos, es decir,
estructuras de carbohidratos unidas a proteinas, péptidos y lipidos. De esta manera,
las galectinas descifran la informacion codificada por la maquinaria de glicosilacion y

traducen esta informacion en funciones celulares como en la inflamacion, las
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Figura 4. Las interacciones funcionales de las galectinas con los glicoconjugados de la
superficie celular y extracelulares favorecen la adhesion y la sefializacion celular. Las
interacciones de las galectinas con proteinas intracelulares pueden contribuir a la
regulacion de las vias intracelulares (Cummings et al., 2022).



respuestas inmunitarias, la migracion celular, la autofagia y la sefalizacion (Tong y
Stowel., 2023). Ademas, las galectinas también participan en interacciones directas
proteina-proteina, influyendo asi en la sefializacioén celular, la progresion del ciclo
celular, la apoptosis e incluso el empalme de pre-ARNm (Thijssen et al., 2015)
(Figura 2).

Muchas galectinas se expresan de forma constitutiva en una amplia gama de
tejidos, sin embargo, cada galectina puede exhibir patrones de expresion tisular
unicos y algunos procesos como la diferenciacion tisular y la inflamacion, pueden

potenciar la expresion de las galectinas (Tong y Stowel., 2023).

1.1.1 Galectina 9

Galectina 9 (Gal-9) pertenece al grupo de repeticion en tandem y fue aislada de
rindbn embrionario de ratéon en 1997 e identificada por Wada y Kanwar (Wada &

Kanwar., 1997). Esta formada por un DRC N-terminal de 148 aminoacidos y un

Figura 7. Estructura de Gal-9, Presenta dos dominios de reconocimiento a carbohidratos no
homodlogos. Un DRC N-terminal de 148 aminoacidos y un DRC C-terminal de 149 aminoacidos
unidos por un polipéptido llamado dominio enlazador. Contienen residuos de aminoacidos
plegados de forma compacta en una estructura tipo sandwich de laminas B de cinco y seis
cadenas, reconocen estructuras basicas de N-acetil-lactosamina y diferentes oligosacaridos que

contienen B-galactosidos (Nagae et al., 2008).



DRC C-terminal de 149 aminoacidos unidos por un polipéptido llamado dominio
enlazador, con un peso aproximado de 39.5 KDa (John y Mishra., 2016) (Figura 3).
Los DRC permiten que Gal-9 se enlace transversalmente con receptores glicosilados,
lo que lleva a la formacién de redes multivalentes de galectina-glicano (Gossink et al.,
2025). Gal-9 humana, se expresa en una amplia variedad de tipos de células, incluidas
las células endoteliales, las células epiteliales intestinales, los fibroblastos y
practicamente todas las células inmunes (Heusschen, Griffioen, Thijssen., 2013,
Holderried et al., 2019).

La Gal-9 participa en diversas funciones bioldgicas entre las cuales se incluyen la
agregacion celular, la adhesién la modulacion de la inflamacién, teniendo un efecto
sobre las células del sistema inmune como Th1, Th2 y Th17 (Matsumoto et al. 1998)
(Figura 4), ademas de inducir apoptosis y regular negativamente la proliferacion de

células cancerigenas (Heusschen, Griffioen, Thijssen., 2013).

PD-1, DR3, CD44, CD206, VISTA, TLR4.
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Figura 10. Gal-9 tiene funciones inmunomoduladores. a) Gal-9 se une a TIM-3 en las células
(Th1), Dosis altas de Gal-9 provocan la muerte de las células T a través de la via calcio-calpaina-
caspasa 1, mientras que dosis bajas de Gal-9 estimulan la produccion de IFNy. b) Gal-9 podria
ser capaz de inducir apoptosis a través de otro receptor que no sea TIM-3 en células Th2.
Ademas, induce produccion de citocinas como son IL-4, IL-6 e IL-10 que ayudan a la
diferenciacion de células Th2. c) Gal-9 se asocia con interleucina-2 (IL-2) para prevenir la
diferenciacion de células Th17 a través de STATS inhibiendo la produccion de IL-17. Gal-9
modula las sefales de TCR para mejorar la diferenciacion y proliferacién de Th17. Modificada de
Gossink et al., 2025.



Gal-9 puede activar vias de sefalizacion en varios tipos de células a través de
multiples receptores. Estos receptores incluyen: molécula de adhesién intercelular
especifica de células dendriticas-3-Grabbing Non-integrina (DC-SIGN),
inmunoglobulina de células T y proteina mucina 3 (TIM-3), Dectin-1, receptor de
muerte 3 (DR3), proteina de muerte celular programada 1 (PD-1), 4-1BB, CD40,
CD44, CD206, proteina disulfuro isomerasa (PDI), TLR4 y supresor de la activacién
de células T que contiene Ig de dominio V (VISTA) (Gossink et al., 2025).

Uno de sus ligandos mas estudiados es el receptor TIM-3, expresado en
linfocitos T CD4" y CD8" activados, células NK, células dendriticas y macréfagos
(Anderson et al., 2016). La unidn de Gal-9 a TIM-3 desencadena sefiales inhibitorias
que conducen a la apoptosis o disfuncion de linfocitos T efectoras, promoviendo un
estado de agotamiento inmunitario caracteristico de infecciones crénicas y

microambientes tumorales (Zhu et al., 2005; Monney et al., 2002).

1.1.2 Gen LGALS9

El gen LGALSY, codifica a la Gal-9, esta localizado en el cromosoma 17q11.2
comprende de la region 27631148 a 27649560 pb, con un tamafo aproximado de
18412 pb (Universal Protein [UniProt]; Moar & Tandon., 2021) y contiene 11 exones
(Chiariotti et al., 2002) (Figura 5). Se han reportado variantes de ARNm resultantes
del proceso de empalme alternativo que dan lugar a diferentes isoformas de Gal-9;
Gal-9 larga (Gal-9L), Gal-9 mediana (Gal-9M) (eliminacién del exén 5), Gal-9

Gen LGALS9
- - [~ -~ -

S P
~

Region reguladora . Regioén estructural .~
promotor codificante

Figura 12. Representacion esquematica del gen LGALS9, en color amarillo se representa la
region promotora, en color verde intenso las regiones codificantes (exones) y regiones no
codificantes (intrones) en color verde claro. Modificado de Heusschen, Griffioen, Thijssen.,
2013.



pequefia (Gal-9S) (eliminacion del exén 5 y 6) (Chabot et al., 2002; Gieseke et al.,
2013; Rio-Aige et al., 2022). En humanos se han descrito dos genes adicionales
parecidos a LGALS9: LGALS9B y LGALS9C (Leffler et al., 2002), localizados en el
cromosoma 17p11.2 cercano a LGALS9, los cuales no codifican proteinas
(Heusschen, Griffioen, Thijssen., 2013).

1.1.3 Regién promotora del gen LGALS9

En un estudio realizado por el grupo de trabajo se identificd, caracterizé y evaluo la
activad del promotor del gen LGALS9. ElI promotor identificado presenta
caracteristicas de un promotor clasico, es regulado por cajas TATA, las cuales son
reconocidas por proteinas de union a cajas TATA (TBP, por sus siglas en inglés de
TATA binding protein), identificadas en las posiciones -1836, -677, -536, -464, -436, -
416, -327 y +6; y se encontraron tres sitios Inr (Iniciador) en las posiciones -1861, -
1372 y -46, asi como otros elementos de respuesta tales como: AP1, Sp1 NF-kB, C-

Myb, que actuan como activadores de la transcripcion (Figura 6).

La actividad de la region promotora fue caracterizada mediante ensayos de
luciferasa para lo cual se cloné el promotor de 2089 pb y versiones mas cortas del
promotor (1479 pb, 727 pb y 222 pb). El resultado de los ensayos de luciferasa mostré
mayor actividad en el fragmento de 727 pb en comparacion con los fragmentos de
2089, 1479 y 222 pb (Aparicio., 2019).

Analizando la secuencia del promotor se encontraron elementos de respuesta a
interferon alfa, (IFN-a) como al factor génico estimulado por interferon 3 (ISGF-3) en
las posiciones -1616, -657, -417, -108 y -57 (Figura 6).
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Figura 15. Representacion esquematica de la region promotora del gen LGALSY, representando los sitios de union a factores de
transcripcion, factores como TFIID, TBP conocidos por activacion de cajas TATA, asi como: AP1, Sp1 NF-kB, C-Myb, que actuan
como activadores de la transcripcién. Con flechas de colores se encuentran marcados los primers que se utilizaron para las
deleciones de 2089 pb (flecha rosa), 1479 pb (flecha azul), 727 pb (flecha naranja) y 222 pb (fecha morada). La flecha café indica el
sitio de inicio de la transcripcién y la flecha gris indica el sitio del inicio de la traduccién. En recuadros rojos se encuentran los sitios
de unién a ISGF3 podrian estar involucrados en el aumento de expresion al promover la transcripcion del gen LGALS9 inducida por

interferones. (Imagen modificada de Aparicio, 2019 y Vega, 2021).



El grupo de investigacion interesado en comprender la regulacion del gen LGALS9,
analiz6 mediante un modelado in silico, el fragmento de la region promotora de 727
pb, encontrando, a través del programa LASAGNA-Search 2.0 que el promotor posee
un sitio ISRE (Elemento regulador estimulado por interferones) localizado en la
posicion de -42 a -33 pb. Ademas, se encontraron sitios IRE (Elemento Regulador del
Interferdn), que son reconocidos por los factores de transcripcion IRF1/3/5/7/8/9 y que
podrian estar involucrados en la activacion de la transcripcion del gen LGALS9 como
respuesta a los interferones (Vega., 2021). Es importante mencionar que los sitios IRE
son secuencias mas cortas que no son reconocidas por ISGF3, complejo que se une
a los sitios ISRE, los sitios IRE presentan actividad mediante la union a factores de
transcripcion IRF que no forman el complejo ISGF3 (Michalska et al., 2018; Antonczyk
et al., 2019).

1.2 Interferon

Los interferones (IFNs) son una familia de proteinas que activan ciertas vias de

sefalizacion, se agrupan de acuerdo con su origen celular y sus agentes inductores.

Su nombre se debe a su capacidad de “interferir’ con la replicacién viral. Son
producidas por distintos tipos celulares, aunque los IFNs se identificaron originalmente
como potentes factores antivirales, también se reconocié que regulan las respuestas
inmunitarias. Después de unirse a su receptor especifico, los IFNs activan la via de
transduccion de sefalizacion JAK-STAT que activa a su vez una amplia gama de
genes que son conocidos por su papel no solo en la respuesta antiviral sino también
en procesos de inmunomodulacién y control de la proliferacion. La inhibicion del ciclo
viral o de la proliferacién de células por el IFN esta asociada con cambios fisiolégicos,
algunos de los cuales dependen de la actividad de proteinas especificas que son
inducibles por IFNs (De Andrea et al. 2002). Los IFNs participan en una amplia gama
de procesos fisioldgicos (Biron, 1999), traduccion de RNAm (Williams., 2001),
estabilidad de proteinas y RNA (Silverman, 1997; Nyman et al., 2000) presentacion
del antigeno (Taniguchi et al., 2001), trafico nuclear (Enninga et al., 2002),

diferenciacion, division celular y apoptosis (Kissil & Kimchi., 1998). Se han clasificado



principalmente en tres clases: tipo I, que incluyen principalmente a los IFN-a, B y K,
tipo I, cuyo miembro mas representativo es el IFN-y y tipo Ill que incluye al IFN-A
(Pestka, Krause & Walter., 2004).

1.2.1 Via de senalizacion de interferones tipo | (IFN- a)

Los IFN del tipo |, son reconocidos por un receptor heterodimérico compuesto
por las subunidades 1y 2 del receptor de IFN-a (IFNAR, por sus siglas en inglés de
Interferon Alpha Receptor). Tras la interaccién con el ligando, ocurre la fosforilacion
del receptor mediada por Janus quinasa (JAK) que conduce al reclutamiento y
activacion del transductor de senales y activador de la transcripciéon (STAT1 y
STAT2) citoplasmaticos; una vez fosforiladas STAT1 y STAT2 se asocian con el
factor regulador de interferon 9 (IRF9, por sus siglas en inglés de Interferon
Regulatory Factor 9) presente en el citoplasma para formar un complejo
heterotrimérico llamado factor 3 estimulado por IFN (ISGF3, por sus siglas en inglés
de Interferon Stimulated Gene Factor 3), el cual es transportado al nucleo, donde
reconoce el elemento de respuesta estimulado por IFN (ISRE, por sus siglas en
inglés de IFN-Stimulated Response Element) para activar los genes que presentan
esta secuencia (Michalska et al., 2018) (Figura 7). De forma similar, el IRF1 puede
regular la expresion de genes estimulados por interferon (ISG) en respuesta a IFN-
| e IFN-II mediante la unién directa al ISRE o elemento sensible a IRF (IRE). La
activacién parcialmente superpuesta y diferencial de los complejos de factores de
transcripcion y la regulacién de la expresion génica diana esta dada por IFN-I
(Michalska et al., 2018).
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Figura 16. Via de sefializacion de los IFN tipo I. Los IFNs de tipo | se unen a su receptor
heterodimérico compuesto por dos cadenas, IFNAR1 e IFNAR2, que sefialan a través del
reclutamiento de las quinasas activadas TYK2 y JAK1, la activacién de estas JAKs provoca la
fosforilacion de tirosina de STAT1 y STATZ2, y posteriormente la uniéon de IRF9 formando el
complejo llamado ISGF3 (IFN stimulated gene factor 3), después se transloca al nucleo y se
une a elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE) en los promotores de ISGs. Los IRF
forman complejos que se translocan al nucleo y encuentran sitios denominados IRE presentes
en los ISGs. Imagen modificada de Michalska et al., 2018.
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2.Antecedentes
2.1 Galectinas y cancer

Las galectinas son una familia de lectinas animales que pueden participar en
varios aspectos del cancer, incluyendo la carcinogénesis, el crecimiento tumoral, la
migracion celular, la angiogénesis, la invasion y la metastasis (Mansour et al.,
2022). Se ha documentado que el cambio de expresion de las galectinas-1, -3y -9
estan mayormente implicado o relacionado con la progresion del cancer (Marifio et
al., 2023).

La expresion de Gal-1 se ha visto incrementada en la mayoria de los tumores y
se ha propuesto como un biomarcador de mal prondstico en cancer de colon,

pulmén, préstata, adenocarcinoma de mama y melanoma (Thijssen et al., 2015).

Gal-3 presenta altos niveles de expresion en cancer de tiroides, en tumores del
sistema digestivo y sistema urinario, asi como en cancer de ovario (Mansour et al.,
2022, Ko et al., 2023, Fuselier et al., 2023).

En cancer de mama se ha reportado que la Gal-3 participa en la evasién de la
vigilancia inmunitaria y elimina las células T activadas, en cancer de proéstata, altos
niveles favorecen la transformaciéon maligna y la progresion de la enfermedad
(Ebrahim et al., 2014, Mansour et al., 2022).

Para la Gal-7 se ha documentado un cambio de expresion en cancer de mama
y se relaciona con la progresion del cancer y con una alta probabilidad de

desarrollar metastasis (Demers et al., 2010).

La Gal-4 ha sido caso de estudio en los ultimos afios, aunque siguen siendo
relativamente pocos los reportes en comparaciéon con otras galectinas, sin
embargo, se ha visto que el incremento de expresion de Gal-4 puede aumentar el
riesgo de metastasis en tracto intestinal, también se ha encontrado expresada en

cancer de pulmon y de pancreas (Ebrahim et al., 2014).
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Las funciones de otras galectinas incluidas galectina-2, -10, -12, -13, -14 y 16, no

han sido descritas de manera extensiva en el cancer (Nehmé y Pierrre, et al., 2023).

2.1.1 Gal-9 y cancer

Los cambios de expresiéon de Gal-9 han sido estudiados en diversos tipos de

cancer, tal y como se muestra en la Tabla 1 donde se resumen algunos trabajos que

se han realizado con respecto a la expresién de Gal-9 en cancer.

Tabla 1 Expresion alterada de Gal-9 en muestras de tejido de diferentes tipos de cancer.

TIP o de Origen Nivel de Proteina/ Pronostico | Localizacion | Referencia
cancer expresion RNA
Muestra de Disminucion Irie et al
Mama tejido de Ia” Proteina | Metastasis | Citoplasma 2005
expresion
Disminucién ) )
Piel Muesﬂt ra de de la Proteina | Metastasis SRR, || [ il
tejido ., membrana |etal, . 2002
expresion
Disminucién Menor
X Muestra de ] probabilidad X Liang et al .,
Cervical tejido de Ia” Proteina de Citoplasma 2008
expresion : .
supervivencia
Mayor
Linfoma Muestra de | Aumento de |Proteina/R | probabilidad No Zhang et
tejido la expresion NAmM de especificado | al,. 2014

supervivencia

Gal-9 se ha analizado en cancer de ovario y su alta expresion se correlaciond con

la metastasis a los ganglios linfaticos, 1o que sugiere un papel importante de la Gal-9
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en la progresion de la enfermedad (Mansour et al., 2022). Por otro lado, en tumores
de pacientes con cancer cervicouterino se encontré un mayor nivel de expresion del
gen LGALSY, asi como de su producto proteico en estadios clinicos tempranos,
asimismo se encontré que los mayores niveles de expresion se relacionaron con
una mejor supervivencia global. Adicionalmente, se analizaron vias que estaban
relacionadas con los niveles de expresion de Gal-9 y se encontr6é que los tumores
con mayor expresion de LGALS9 estaban enriquecidos en vias inmunes como la

del IFN-a y del complemento (Mendieta-Carmona et al., 2023).

Diversos tipos de cancer muestran niveles elevados de Gal-9 secretada en el
suero o microambiente tumoral. En carcinoma hepatocelular, por ejemplo, la
sobreexpresion y liberacion de Gal-9 por las células tumorales se correlaciona con
un prondstico desfavorable y con una reduccion en la infiltracién de linfocitos CD8*
(Fujita et al., 2021). En cancer de mama triple negativo, se ha descrito que la Gal-
9 secretada participa en la remodelacion del microambiente tumoral al favorecer la
polarizacion de macrofagos hacia un fenotipo M2, promotor del crecimiento tumoral
(Lereverend et al., 2025). En melanoma y carcinoma gastrico, altos niveles de Gal-
9 soluble en suero se asocian con un incremento en la evasion inmunitaria y con
metastasis avanzadas (Lai et al., 2023). Sin embargo, algunos reportes sugieren
un papel dual: en ciertos contextos, Gal-9 secretada puede potenciar la inmunidad
antitumoral mediante la activacion de células NK y la promocién de apoptosis en

células malignas (Fujita et al., 2021; Xu et al., 2024).

Reyes-Vallejo et al., (2022) analizé los niveles séricos de Gal-9 en mujeres con
lesiones intraepiteliales cervicales y cancer cervical. Los resultados indicaron que
la concentraciéon de Gal-9 en suero fue significativamente mas alta en pacientes
con cancer cervical en comparacion con mujeres con epitelio cervical normal o con
lesiones intraepiteliales de bajo y alto grado (Reyes-Vallejo et al., 2022). Ademas,
se observo un aumento progresivo de los niveles de Gal-9 conforme avanzaba el
estadio clinico de la enfermedad, siendo mas elevados en el estadio IV (Reyes-
Vallejo et al., 2022).
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En el cancer cervicouterino, se ha observado una sobreexpresion tanto de Gal-9
como de TIM-3 en el microambiente tumoral, lo cual sugiere una participacion
relevante en la progresion de la enfermedad. Diversos estudios han demostrado que
la activacion de esta via se asocia con una reduccion de la actividad citotoxica de las
células T y una disminucion en la produccién de IFN-y, facilitando asi la persistencia
del virus del papiloma humano (VPH) y el desarrollo tumoral (Sakuishi et al., 2011;
Dardalhon et al., 2010).

En lineas tumorales de HelLa y SiHa, derivadas de cancer cervicouterino, se
observaron niveles reducidos de expresion del gen LGALS9, mientras que la
modulacién epigenética restaurd parcialmente su expresion, lo que sugiere que la
expresionde Gal-9 puede ser regulada por mecanismos epigenéticos (Zhang et al.,
2019).

En modelos de cancer de mama, estudios en las lineas MDA-MB-231 y MCF-7
demostraron que la sobreexpresién de LGALS9 reduce la capacidad migratoria e
invasiva de las células, promoviendo un fenotipo menos agresivo. Por el contrario, la
disminucidon de su expresidon se relacion6 con mayor potencial metastasico
(Lereverend et al., 2025). En lineas 4T1 de carcinoma mamario murino, se observo
que los altos niveles de Gal-9 se asocian con una reduccion en la formacién de
metastasis pulmonares, lo que respalda su papel como supresor tumoral (Lereverend
et al., 2025).

En el contexto inmunoldgico, se ha descrito la expresién inducible de Gal-9 en
lineas Jurkat (células T humanas) y THP-1 (monocitos humanos). En las células
Jurkat, la modulacion genética de LGALS9 alterd la respuesta de senalizacion
intracelular asociada a receptores inmunitarios, mientras que en THP-1 se observo
que el incremento de Gal-9 se correlaciona con un aumento en la expresion de

marcadores de diferenciacion y de respuesta inflamatoria (Yang et al., 2022).

De manera similar, en lineas NK-92 (células asesinas naturales), la induccién de
Gal-9 se asocié con un aumento de la liberaciéon de citocinas proinflamatorias y con

una actividad citotoxica potenciada, lo que indica que esta lectina también cumple
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funciones inmunoefectoras relevantes (Carreca et al., 2022). En modelos hepaticos
como las lineas Huh7 modificadas con reportes genéticos de LGALSY9, se ha
demostrado que una mayor expresion de Gal-9 se asocia con una respuesta celular
mas eficiente frente al estrés endosomal y una mayor viabilidad bajo condiciones

de estrés oxidativo (Munson et al., 2021; Estupifan et al., 2025).

2.1.2 Gal-9 y otras enfermedades

La Gal-9 ha sido ampliamente vinculada con diversas enfermedades
autoinmunes, en las que cumple un papel regulador en la activacion y supresion de
linfocitos T, asi como en la modulacion de la respuesta inflamatoria. En el lupus
eritematoso sistémico, estudios recientes han reportado niveles séricos elevados
de Gal-9 correlacionados con la actividad clinica de la enfermedad y con la
presencia de autoanticuerpos anti-DNA, sugiriendo su participacién como marcador
de dafio tisular y de activacién inmunolégica (Wang et al., 2023). De igual forma, en
pacientes con artritis reumatoide, se ha detectado un aumento significativo de Gal-
9 tanto en el suero como en el liquido sinovial, asociado con la infiltracion de
linfocitos T y macréfagos en las articulaciones inflamadas, lo que respalda su papel
en la amplificacion de la respuesta inmune local (Nishihara et al., 2022). En
esclerosis multiple, la Gal-9 ha mostrado efectos duales, pudiendo limitar la
expansion de linfocitos Th17 proinflamatorios y al mismo tiempo promover la
apoptosis de células T autorreactivas, lo que sugiere que su funcion depende del
estadio de la enfermedad y del entorno inflamatorio (Mou et al., 2022). Estos
hallazgos en conjunto posicionan a la Gal-9 como un modulador clave en los

mecanismos de tolerancia inmunoldgica y autoinmunidad.

Ademas de su implicacion en patologias autoinmunes, la Gal-9 ha sido
identificada como un importante mediador en enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares cronicas. En diabetes mellitus tipo 2, se ha reportado un
incremento en los niveles séricos de Gal-9 y en su expresion en tejido adiposo,
correlacionado con resistencia a la insulina y disfuncion metabdlica, aunque
también se ha propuesto un papel protector mediante la modulacién de la

inflamacion inducida por macrofagos (Li et al., 2022). En modelos de aterosclerosis,
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se ha observado que Gal-9 se expresa en células endoteliales y macrofagos de las
placas ateromatosas, donde parece contribuir a la regulacion del reclutamiento de
linfocitos y a la estabilizacién de la placa, reduciendo el riesgo de ruptura (Arikawa et
al., 2021). Asimismo, en fibrosis hepatica y renal, la expresién elevada de Gal-9 se
asocia con la activacion de células estrelladas y miofibroblastos, promoviendo
procesos de remodelacion tisular que, en etapas tempranas, podrian tener un efecto

antifibrotico dependiente del contexto (Seki et al., 2023).

2.1.3 Regulacioén de la expresion del gen LGALS9

Profundizar en el conocimiento de los factores que podrian estar participando en
los cambios de expresion del gen LGALS9 es de gran importancia, considerando que
los cambios en su expresion se asocian con el desarrollo de enfermedades incluyendo
el cancer. Para el caso del cancer cervicouterino se sabe que el agente etiolégico es
el virus del papiloma humano (VPH), estos virus expresan proteinas que tienen un
papel en la transformacion maligna. Nuestro grupo de investigacion se interesé en
conocer el efecto de la proteina E6, de varios genotipos de VPH sobre la expresion de
genes en la linea celular HaCaT. Lo anterior se realizd a partir de resultados de
microarreglos de expresidon de genes realizados por el grupo de la Dra. Aguilar

Lemarroy.

Los analisis mostraron un aumento en la expresion del gen LGALS9 en la linea
celular transfectada con E6 de VPH-16 y VPH-84, y una disminucién de la expresién
de Gal-9 en presencia de VPH-18 y VPH-62 (Caporal., 2019). Lo que sugiere que
durante la infeccion viral se puede ver afectada la expresién del gen que codifica para
la Gal-9.

Algunos estudios recientes han sugerido que la regulacion del gen LGALS9 puede
estar vinculada a procesos epigenéticos, se encontré que la DNA metiltransferasa 3
alfa (DNMT3A) es regulada negativamente y se asocié con la disminucién en la
metilacion de la regiéon promotora del gen LGALS9 en células HelLa, promoviendo la
expresion de Gal-9, estos resultados se asociaron con diagnostico positivo a VPH-18

en muestras de pacientes con cancer de cuello uterino (Zhang et al., 2019).
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Otro estudio mostré que la metilacion de la histona 3 en la lisina 9 (H3K9) y la
metilacion del ADN son marcadores epigenéticos correlacionados con el
silenciamiento génico. DNMT3A media cambios epigenéticos del gen LGALS9 al
unirse directamente a sus regiones promotoras in vitro y la expresion de SUV39H1
regula el nivel de H3K9me3 en la region promotora de DNMT3A lo que se
correlaciona con el nivel de expresion Gal-9 en cancer cervicouterino (Zhang et al.,
2020).

Un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion en las lineas celulares
HaCaT, SiHa y HeLa en las que se caracteriz6 el nivel de expresion del gen LGALS9
y del producto proteico, y su relacidon con la metilacion del promotor y la acetilacion
de las lisinas 9 y 14 de la histona 3, se encontré que la linea celular HaCaT (no
tumoral) presentaba mayores niveles de expresion del gen LGALS9 con respecto
a las lineas celulares de cancer cervicouterino, y estos niveles de expresion se
relacionaron con la acetilacion de la lisina 9 de la histona 3 adyacente a la regién
promotora de dicho gen lo que influye directamente en su expresion génica
(Armenta-Castro et al., 2020).

En tumores de cancer cervicouterino con mayor nivel de expresién del gen
LGALS9 se identificaron vias enriquecidas, dentro de éstas se encontro la del INF-
a. Sugiriendo no sélo una relacién entre el nivel de expresion de la Gal-9 con la
respuesta inmune en estos tumores, sino también un posible mecanismo de

regulacion transcripcional (Mendieta-Carmona et al., 2023).

2.2 Interferén y cancer

El desarrollo del cancer esta determinado por el equilibrio entre la proliferacion y
las interacciones entre poblaciones heterogéneas de células en el microambiente
tumoral (MET). Estas interacciones son controladas por sefalizaciones
especializadas guiadas por citocinas (Sufiyan et al., 2024). Entre estas citocinas,
los IFNs desempefian funciones inmunoestimulantes en las células inmunitarias del
MET. Las oncoproteinas expresadas en las células cancerosas son liberadas
después de la muerte celular, éstas son presentadas a las células T por las células
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presentadoras de antigenos (APC), como las CD (Células Dendriticas) y los
macrofagos, que provocan la activacion de las células T efectoras. Las células T
efectoras activadas se infiltran en los tejidos tumorales, donde reconocen y destruyen
las células cancerosas con los mismos antigenos tumorales, lo que resulta en la
liberacion de mas antigenos. Este proceso ciclico se define como el ciclo de inmunidad
contra el cancer (Zhu et al., 2019). Los estudios actuales sugieren que los IFN regulan
cada paso del ciclo de inmunidad contra el cancer, o que contribuye a una mejor
comprension de los mecanismos por los cuales los IFN regulan la inmunidad contra el

cancer (Zhang et al., 2021).

Los IFN pueden afectar la proliferacion celular en células tumorales tanto al
prolongar como al bloquear el ciclo celular (Balkwill, Watling, Taylor, 1978). Los IFN de
tipo | pueden afectar el crecimiento, la proliferacion, la diferenciacion, la migracion, la
apoptosis y otras funciones de las células tumorales a través de efectos citotoxicos,
citostaticos y antiangiogénicos (Zhou et al.,2020). Tanto el IFN-a como el IFN-3
regulan las vias apoptoticas intrinsecas y extrinsecas (Thyrell et al., 2002).
Mecanicamente, el IFN-a y el IFN-B inducen la transcripcion del gen TP53, inhiben la
proliferacion e inducen la apoptosis de las células cancerosas (Takaoka et al., 2003).
Ademas, también inducen directamente la produccidon de factores proapoptéticos,
como TRAIL y FASC (Kayagaki et al., 1999) y potencian sus efectos proapoptéticos

en varios tipos de células malignas.

Los IFNs pueden promover la presentacion de antigenos en cancer, se ha descrito
que el IFN-a e IFN-B eran esenciales para la presentacion del antigeno especifico del
tumor de las células dendriticas (CD), ya que la falta de IFNAR1 en las CD daba lugar
a defectos de presentacion cruzada de antigenos a las células T CD8, ademas, las
CD tratadas con IFN-a2b o IFN-a5 mostraron una mayor adhesion a las células
endoteliales linfaticas cultivadas, lo que indica que el IFN-a favorece la adhesion y
transmigracion de las CD (Zhang et al., 2021). Ademas, se demostré que el IFN-a era
esencial para que las CD estimularan la proliferacion de células T virgenes basandose

en la observacién de que la falta de IFNAR1 en las CD o el bloqueo del IFN-a con
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anticuerpos neutralizantes perjudicaba la capacidad de las CD de la médula 6sea

para estimular el cebado de las células T (Montoya et al., 2002).

El IFN-a es capaz de aumentar la expresién superficial de antigenos asociados
a tumores en células de cancer de mama y cancer de colon. Ademas, los IFNs
pueden promover la expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | en las células cancerosas, lo que contribuye
a la presentacion y reconocimiento de péptidos de antigeno tumoral por parte de
las células T. También se ha reportado que el IFN tipo | promueve la expresion del
marcador de activacion CD69 y contribuye a aumentar la citotoxicidad de las células

T yd contra las células leucémicas (Zhang et al., 2021).

2.2.1 Interferones y Gal-9

Para los IFNs de tipo Il, Imaizumi et al., (2002), demostraron que la Gal-9 se
expresa en el endotelio de lesiones inflamatorias humanas, mediando en las células

endoteliales las respuestas inmunitarias inducidas por IFN-y.

Se conoce también que el IFN-y induce la expresion de Gal-9 en fibroblastos y

media la adhesion de eosindfilos a las células (Asakura et al., 2002).

En otros estudios se demostrd que el IFN-y induce un aumento de la expresion
de Gal-9 en pdlipos nasales. Encontrando que la expresion de Gal-9 y la infiltracion
de eosindfilos en pdlipos nasales esta correlacionada, y que activa las vias de
sefalizacion las cuales estan implicadas en el aumento de Gal-9 en respuesta a
IFN-y (Park et al., 2011).

Los IFN de tipo | desempefian un papel fundamental en la destruccién de las
células cancerosas a través de su efecto sobre las células asesinas naturales
(Natural Killer, NK) (Zhang et al., 2021).

Se ha documentado que interferones de tipo | y tipo Il estan implicados en la
expresion incrementada de Gal-9. Por ejemplo: un estudio donde se incubaron

células dendriticas con IFN-a durante 3 horas, mostré que la expresion de Gal-9 se

20



incremento significativamente (van den Hoogen et al., 2018). En células NK la Gal-9
mostro un incremento de expresion inducida por IFN-a durante 4 horas (Carreca et al.,
2021). De manera similar IFN-B se evalud en células de melanoma, donde se obtuvo
una actividad antiviral y una respuesta a la apoptosis por IFN-B y en el que se vio

incrementada la expresion de Gal-9 (Leaman et al., 2003).

Englobando los antecedentes presentados podemos mencionar que la Gal-9
es una proteina que juega un papel inmunomodulador en diferentes tipos de cancer,
y que su cambio de expresion se ha relacionado con la transformacién maligna. Los
cambios de expresion de Gal-9 en diferentes tipos de cancer resalta la importancia de
profundizar en los mecanismos de su regulaciéon en diferentes tipos celulares.
Investigaciones recientes han demostrado que el IFN-a puede inducir la expresion de
Gal-9 en distintos tipos celulares (Liu et al., 2018). Estos hallazgos sugieren que la
interaccion entre ambas moléculas podria desempeiar un papel clave en la respuesta
del organismo frente a procesos infecciosos, autoinmunes o incluso tumorales. Por
tanto, evaluar la relacion funcional entre el IFN-a y la Gal-9 no solo permite ampliar el
conocimiento sobre los mecanismos de control inmunoldgico, sino también identificar

posibles rutas terapéuticas o biomarcadores de relevancia clinica.
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3.Justificacion

Diversos estudios han reportado alteraciones en los niveles de expresion de
la Gal-9 en distintos tipos de cancer. En el caso particular del cancer cervicouterino,
se ha observado que los tumores con una mayor expresién tanto de la proteina Gal-
9 como de su gen codificante LGALS9 se asocian con estadios clinicos tempranos
y con una mejor supervivencia global de las pacientes. Ademas, los altos niveles
de expresion de LGALS9 en estos tumores se han correlacionado con la activaciéon

de la via del IFN-a.

El IFN-a es una citocina con un papel ampliamente documentado en la
respuesta inmunolégica frente al cancer, participando en la regulacién de la
proliferacion celular, la apoptosis, la presentacion de antigenos y la activacion de
diversas células inmunes, ademas de sus funciones antivirales. Por otro lado, la
Gal-9 es una lectina con reconocida capacidad inmunomoduladora, involucrada en
procesos como la adhesion celular, la apoptosis, la diferenciacion y la modulacion

de respuestas inmunes mediadas por linfocitos T.

Dado que ambos componentes el IFN-a y la Gal-9 participan en la regulacién
de la respuesta inmune y se han relacionado con el microambiente tumoral, resulta
relevante analizar si existe una relacion entre ellos a nivel transcripcional.
Determinar si el IFN-a puede inducir cambios en la expresion del gen LGALS9 que
permitira comprender mejor los mecanismos moleculares que subyacen a su

regulacion.

Por lo tanto, este estudio busca contribuir al entendimiento de la regulacion del
gen LGALS9 mediada por IFN-a en queratinocitos, lo cual podria aportar
informacion valiosa sobre los mecanismos de regulacidon de la expresion génica en
el contexto del cancer y ofrecer bases para futuras investigaciones orientadas al

disefio de estrategias terapéuticas con potencial inmunomodulador.
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4.Pregunta de investigacion

¢ Qué efecto tiene el IFN-a sobre la actividad del promotor del gen LGALS9, y la

expresion de ARNm y la proteina Galectina-9 en queratinocitos?
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5.Hipétesis

El IFN-a incrementa la actividad del promotor del gen LGALS9, asi como la

expresion del ARNm y la proteina Galectina-9 en queratinocitos.
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6.0bjetivos
6.1 Objetivo General

Evaluar el efecto del IFN-a sobre la expresion del gen LGALS9 en queratinocitos.

6.2 Objetivos especificos

Cuantificar el efecto del IFN-a sobre el nivel de ARNm del gen LGALS9 en

queratinocitos.

Determinar el efecto del IFN-a sobre la actividad del promotor del gen LGALS9 en

queratinocitos.

Evaluar el efecto del IFN-a sobre el nivel de expresion de Gal-9 en queratinocitos.
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7.Material y métodos

7.1 Identificacion de los sitios de respuesta a IFN en el
fragmento del promotor de 727 pb del gen LGALS9

Con la finalidad de identificar elementos de respuesta a IFN en la region
promotora de 727 pb del gen LGALS9, se realizd una busqueda mediante
herramientas bioinformaticas EPD (Eukaryotic Promoter Database ) en el sitio web

https://epd.epfl.ch//index.php de la secuencia de la region del promotor de 727 pb

del gen LGALSY9, posteriormente en el programa Patch1.0 (Public 1.0 Pattern
Search for Transcription Factor Binding Sites) en el sitio web hitp:/gene-

requlation.com/pub/programs.html, se identificaron los sitios de respuesta a

factores de transcripcion para IFNs.

7.2 Cultivos celulares

La linea celular HaCaT, que son queratinocitos inmortalizados de piel de humano
(donados por Dra. Adriana Aguilar Lemarroy del banco de células del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS), se cultivo utilizando medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) adicionado con 5% de suero fetal bovino
(SFB), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 10ug/ml. Los cultivos se mantuvieron
en una atmodsfera de CO2 al 5% y una temperatura de 37°C. Cuando el cultivo
celular alcanz6 la confluencia, las células fueron subcultivadas realizando tres
lavados con PBS 1X y posteriormente se afadieron 300uL de tripsina-EDTA y se
incubd durante 5 min a 37°C. Posteriormente las células se resuspendieron en 1.5
mL de DMEM.
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7.3 Efecto del IFN-a sobre la expresion del gen LGALS9

Para evaluar el efecto del IFN-a sobre la expresion del gen LGALS9 se realizaron
ensayos de RT-qPCR. Para ello se sembraron 80,000 células por pozo, en placas de
24 pozos (Corning) a las 24 h se incubaron con IFN-a (Recombinant human interferén
Alpha A, IF007, MILLIPORE) durante 3 horas, utilizando dos concentraciones (2 U/ul
y 20 U/pl) (van den Hoogen et al., 2018). Al término de la incubacién, las células fueron

tripsinizadas y recuperadas por centrifugaciéon a 3000 RPM durante 5 min.

Para extraer el ARN total se utilizé el mini kit RNeasy Protect (Qiagen), siguiendo
las instrucciones del fabricante. La integridad del ARN extraido se verificd por
electroforesis de agarosa al 1% visualizando los ARNr 28s y 18s se corrié a 70 V por
45 min. La concentracion se determind en un nanofotometro PEARL (IMPLEN) a partir
de la lectura a 260 nmy la pureza se determinoé obteniendo la relacién de 260/280 nm,
considerando una adecuada pureza de la muestra cuando presentaba un valor

cercano a 2.0.

Previo al ensayo de PCR cuantitativa se realizé la sintesis de ADN complementario
(ADNc), empleando las condiciones de reaccidon que se muestran en la tabla 2,
utilizando el kit Revert Aid H Minus Frist Strand cDNA (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, MA, USA). Se utilizaron 20 ng de ARN para la reaccion, que fue previamente
determinado y validado junto con el gen enddgeno hipoxantina-guanina 43
fosforibosiltransferasa (HPRT) (Armenta-Castro., 2020). Se incubd a 42°C por 60 min,
posteriormente se incubd a 70°C por 5 min, esta reaccion se llevé a cabo usando un

termociclador.

27



Tabla 2 Reactivos utilizados para la sintesis de

ADNc
Reactivo Volumen (pl)
ARN 20 ng Lo que corresponda
Oligo dT 1
Buffer de 4
reaccién 2X
RT
(trasnscriptasa 1
reversa)
Inhibidor de 1
nucleasas
dNTPs 2
H,O Hasta 20

7.4 PCR tiempo real

Para evaluar el efecto del IFN-a sobre los niveles de ARNm del gen LGALS9 se
realizé una PCR en tiempo real, las reacciones se realizaron en un volumen final
de 10 pl, agregando los reactivos de la tabla 3. La reaccion se llevé a cabo en el
Step One Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Cientifica,

Inc.).

Las reacciones se hicieron por duplicado. Las condiciones de amplificacion
fueron; 95 °C por 10 min seguido de 40 ciclos de 95 °C por 10 s, 61 °C por 30 s y
70 °C por 30 s. Las secuencias y el tamafio de los productos de amplificacion se

muestran en la Tabla 4.
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Tabla 3 Reactivos para PCR tiempo real

Reactivo Volumen (pul)
2X SYBR Green/Rox
quantitative PCR (qPCR) 5
Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Inc.)
Cebador sentido (HPRT 1
o Gal-9)
Cebador antisentido 1
(HPRT o Gal-9)
cDNA de 20 ng 1
H,O Hasta vol 10

Tabla 4 Secuencia de oligonucleoétidos utilizados para la PCR en tiempo real y el tamafio del
producto amplificaciéon

Oligo Secuencia Tm Producto
LGALS9 Sentido GCAGACAAAAACCTCCCG 57.0°C 254 pb
Antisentido CCCAGAGCACAGGTTGATG 54.9°C
HPRT Sentido | CCTGGCGTCGTGATTAGTGATGAT 58.8°C 147 pb
Antisentido| CGAGCAAGACGTTCAGTCCTGTC 59.7°C
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La expresion relativa del gen LGALS9 se cuantificé aplicando el método AACH.
Que considera el ciclo (Ct) en el que la fluorescencia emitida por la sonda alcanzé
un umbral predeterminado. Se calculé la diferencia entre el Ct del gen LGALS9 (gen
de interés) y el Ct del gen de HPRT (gen de referencia) para cada condicién: ACt =
Ct (gen LGALS9) — Ct (gen HPRT). Se calculo la diferencia entre el ACt de cada
muestra de interés y el ACt de la muestra de referencia: AACt = ACt (gen LGALS9)
— ACt (gen HPRT). Se calculé la expresion relativa del gen de interés utilizando la
férmula: Expresion relativa = 2*(-AACt del gen HPRT).

Para determinar el nivel de expresion, se realizaron 3 experimentos

independientes cada uno por duplicado.

7.5 Efecto del IFN-a sobre la actividad del promotor del
gen LGALS9

Para evaluar la actividad del promotor se realizé un ensayo de luciferasa, en este
ensayo se cuantifica la actividad de una enzima que cataliza una reaccion quimica
que produce luz, lo que permite detectar y cuantificar la actividad de un promotor.
Para el ensayo se utilizaron plasmidos que contienen el marco de lectura de un gen
de la luciferasa y el fragmento del promotor del gen LGALS9. Para nuestros
ensayos se utilizaron dos vectores, el vector pGL4.12 (Promega) (Figura 8), el cual
contiene el gen reportero luc2CP que codifica la luciferasa de Photinus pyralis
(luciérnaga), tiene un sitio de clonacion multiple, en la cual se cloné el fragmento
de 727 pb del promotor del gen LGALS9 de en 727 pb (pGL4.727pGal9) (Figura 9),
adicionalmente el plasmido contiene un gen de resistencia a la ampicilina y tiene

un sitio de origen de replicaciéon que permite ser replicado en bacterias.
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Se utilizo, el vector pGL4.72 que contiene el marco de lectura del gen de luciferasa

de Renilla reniformis (Renilla), es un vector que expresa en niveles bajos el gen de la

luciferasa. Contiene un gen de resistencia a la ampicilina y tiene un sitio de origen de

replicacion que le permite replicarse en bacterias (figura 10). Este vector se utilizé

como control interno para normalizar la expresion de la luciferasa de luciérnaga.

2205
2199

Sall
BamHI

Sv40 late
poly(A) signal

Amp’

pGL4.12[luc2CP]

Vector
(4421bp)

EcoRI 1750

Synthetic poly(A)
signal/transcriptional

pause site
(for background
reduction)
Boll/Sfil |9
Acc65l |15
Kpnl 19
EcolCRI |24
Sacl 26
Nhel 28
Xhol 34
EcoRV |42
Bglll 47
SAil 60
Hindlll 66
<
>

Figura 19. Representacién esquematica del vector pGL4.12, vector reportero de luciferasa
[luc2CP], se muestra la regién de clonacion multiple para que el usuario clone un promotor.
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Figura 20. Representacion esquematica del vector pGL4.727pGal9, vector obtenido por la
clonacion de un fragmento del promotor LGALS9 727 pb.
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Figura 21. Representacion esquematica del vector pGL4.72 es un plasmido reportero que contiene
el marco de lectura para la luciferasa Renilla (hRIucCP). Usado como control interno para
normalizar los datos.

33



7.6 Transfeccion

Las células HaCaT se cultivaron hasta el 80% de confluencia, en botellas T25,
para los ensayos de transfeccion se sembraron 80,000 células por pozo, en placas
de 24 pozos, con medio de cultivo DMEM al 5% SFB con antibiotico y se incubaron
por 48 horas a 37°C con 5% de CO2. Para la preparacion de los complejos de
transfeccion se utilizé el reactivo Lipofectamina 3000 de Invitrogen, se co-
trasfectaron; los vectores pGL4.72 y pGL4.727pGal9. Se utilizaron las
concentraciones de 600 ng de ADN para pGL4.727pGal9, y 20 ng para pGL4.72.
Cada complejo de transfeccion se diluydo en DMEM sin SFB y sin antibiético, se
incubaron 15 minutos a temperatura ambiente, se agregaron 50 pl por pozo de la
mezcla de transfeccion por goteo y se incubé durante 24 horas a 37°C con 5% COa.
Terminada la incubacion se realizaron lavados con buffer PBS, agregando DMEM
al 10% de SFB y antibidtico, se incubd por 3 horas bajo induccion de IFN-a (2 U/ul
y 20 U/ul). Transcurridas las 3 horas, se realizaron lavados con buffer PBS, se
agregaron a cada pozo 100 ul del buffer de lisis PLB1x, incubando en agitacién
durante 2 horas a temperatura ambiente, se tomaron 20 pl del lisado y se le
agregaron 70ul de reactivo LARII para medir la actividad de la luciferasa (Photinus
pyralis), la cual corresponde a la actividad del promotor del gen LGALS9, una vez
cuantificada la luminiscencia la reaccion se inactivdé con 70 pl de reactivo Stop &
Glow y se midi6 la actividad de la segunda luciferasa (Renilla reniformis), usando

el lumindmetro GloMax20/20 de Promega.

Para determinar la actividad del promotor fue necesario normalizar los datos.
Para la normalizacion de los datos, se dividid la actividad de la luciferasa de
luciérnaga (actividad del promotor) entre la actividad de la luciferasa de Renilla

(control de transfeccion).

Se utilizé la formula:

Actividad relativa= (Actividad de luciferasa de
luciérnaga) / (Actividad de luciferasa de Renilla)
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7.7 Efecto del IFN-a sobre la expresion de la proteina Gal-9

Para evaluar el efecto del IFN-a sobre la expresion de la proteina Gal-9. Se
sembraron 200,000 células HaCaT por pozo en placas de 6 pozos, después de 48
horas los cultivos celulares fueron incubados con IFN-a (20 U/ul) durante 3 horas y 6
horas, al término de la incubacion las células se tripsinizaron y se centrifugaron a 5,000
RPM, a 4°C durante 5 min. Se retiré el sobrenadante y se les agregaron 100 ul de
buffer RIPA (Tris HCI pH 7.4 50 mM, NP-40 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS
0.1%, cloruro de sodio 150 mM, EDTA 2 mM) con inhibidor de proteasas (78430,
Thermo Scientific, Waltham, MA, US). Para la lisis celular, se realizé una sonicacion
(5 pulsos, 5 seg c/lu a 100% de amplitud, durante 4 ciclos), posteriormente se
centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C por 10 minutos, se tomé el sobrenadante y se pasé
a tubos de 0.6 mL. Las proteinas extraidas se cuantificaron utilizando el equipo
nanodrop. La electroforesis se realizé en un gel de poliacrilamida al 12% SDS-PAGE
a 70 V por 30 min, y posteriormente a 100 V por 130 min, se utilizaron 20 pg de
proteina por pozo. Al término de la electroforesis la proteina se transfirid a una
membrana fluoruro de polivinilideno (PVDF) en camara humeda por 16 hrs a 100 mA.
La membrana se bloqued con leche baja en grasa al 5% en TBS-T (Tris HCI pH 7.6
50 mM, cloruro de sodio 150nM, Tween 20) por 1 hora. Posteriormente la membrana
se incubd durante toda la noche a 4°C en agitacion con anticuerpo primario anti-
galectina-9 (ab69630, Abcam) Dil 1:400, se retird el anticuerpo y se realizaron 10
lavados de 5 min con TBS-T 1X, posteriormente se incubé 1 hora con anticuerpo
secundario anti-lgG rabbit HRP linked (ab6721, Abcam) Dilucion 1:200, se retir6 el
anticuerpo y se realizaron 10 lavados de 5 min con TBS-T 1X. La deteccion se realizé
empleando el kit de luminiscencia que se describe mas adelante, una vez detectada
la senal, se procedié a desnudar la membrana, esto para retirar el anticuerpo ant-Gal-
9. Para ello se incubo6 con el buffer stripping (Tris HClI 1M pH 6.8, SDS 20%, B-
mercaptoetanol), durante 1 hora en agitacion se realizaron dos lavados de 10 min con
TBS 1X y dos lavados de 10 min con TBS-T 1X para posteriormente realizar la
deteccion de la proteina utilizada como control de carga (B-actina) ya que su expresion
es generalmente constante y estable en la mayoria de las células y condiciones

experimentales.
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La membrana se bloqued durante 1 hora con 5 % de leche baja en grasa en
TBS-T 1X. Se utilizé B-actina como control de carga, utilizando anti-B-actina
(ab8224, Abcam) Dilucién 1:1000 por 1 hora en agitacion, se retiré el anticuerpo y
se realizaron 10 lavados de 5 min con TBS-T 1X, se le coloc6 el anticuerpo
secundario anti-lgG mouse acoplado a HRP (PI-2000) Dilucién 1:2000 incubando
durante 1 hora en agitacion, se retiro el anticuerpo y se realizaron 10 lavados de 5

min con TBS-T 1X, posteriormente se realiz6 la deteccion de la proteina.

La deteccion de Gal-9 y B-actina fue realizada con el kit Immobilon Western
Chemiliminescent HRP Substrate (WBKLS0500, Millipore Corporation, Billerica,
MA); la membrana se incubd por 5 minutos en la solucion del kit, posteriormente la
membrana se colocé en el equipo C-Digit Blot Scanner (LI-COR Biosciences,
Lincoln, NE, US) y se reveld a los 6 minutos. La densidad de las bandas fue
procesada por el software Imaged (Rasband, WS, ImageJ, U. S. National Institutes
of Health, Bethesda). La B-actina fue utilizada para normalizar las densidades

obtenidas para Gal-9.

Utilizando la férmula:

Intensidad relativa= (intensidad de la proteina de interés) /
(intensidad de la proteina de carga)

7.8 Efecto del IFN-a sobre la secrecién de la proteina Gal-9
al medio extracelular

Para determinar si la proteina Gal-9 estaba siendo secretada al medio
extracelular y si esta secrecion se modificaba por el efecto del IFN-a. se realizaron
ensayos de ELISA. La concentracién de Gal-9 en el medio de cultivo celular se
cuantificd6 empleando el kit Quantikine Gal-9 (cat. no. DGAI90; R&D Systems, Inc)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para ello se tomé el medio de cultivo
de los ensayos control e incubados con IFN-a (20 U/ul) durante 3 y 6 hrs. No se

realizo dilucion del medio de cultivo y se analizé por duplicado cada condicion. Las
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placas se leyeron en un lector de microplacas BioTek Synergy-4 (Agilent Technologies,
Inc.) A 450 nm y se resto la absorbancia a 570 nm. Se calcul6 el promedio de la
absorbancia de cada duplicado y la concentracion se determiné extrapolando los

resultados con una curva de concentracion proporcionada en el kit.

7.9 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos fueron hechos usando el programa GraphPad Prism 8.
Para determinar si existen diferencias estadisticamente significativas entre las
diferentes condiciones experimentales, se realizaron pruebas t-student. Para todos los
analisis estadisticos con un valor de p<0.05 fue considerado como una diferencia

estadisticamente significativa.
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8.Resultados
8.1 Identificacion de los sitios de respuesta a IFN

Para profundizar en la caracterizacion de la regiéon promotora, se realizé la
busqueda de los elementos de respuesta a interferon ISRE e IRE en la secuencia
de la regidén promotora de 727 pb de -565 a +162 pb a través del programa Patch1.0.
Se identificaron nueve secuencias correspondientes a sitios IRE en las posiciones:
-521, -498, -313, -196, -183, -133, + 11, +44, +130 pb, y un sitio ISRE en la posicion
-42 a -33 pb (figura 11).

FP022909 LGALS9_1 :+U EU:NC; range -565 to 162.

TCTACATAATTATGTTTTTACATGAATAATATAAATTTAAACAG-AATACTTTTTGA
AGAGTCT-ATCTTCATAAAGTTCAGGCGGCCACGAATTAGCTGTGTGACCTGGGGCA
TGCCCCTTAGACTCTGAGCCTCAGCTTCTCTGTATGTAAAATGGGTTGAAGCCGCCCTTC
CCCACAAGCACCCTGTGCACAGGCAATGCCCAGCCCCATTATTTTCTGGACTCCGTGGCC
AAGCATGCTTAG-CACAGCCACATACTTCTGGGCAGTGTCATCTGGCAACTTGCTGT
CATGTCAGTGTGGTCAAGCATTGTAGACCTCTATGAACCAANTATGCTTCAGGCTTGGGET
TGAGCACAG-GGGAGGAGG-GGTCACTGGGGCTGGGAGTGCCTACTTCCCTCTG
TGAGTGTCACCCCAGTCCACCCAGTACCATACCTTTCTCTCTCTGGACCCACTTCCTTTT
GCTGCCGGCTCCTCCCCATTGAATAACAGCCAAGTTGCTTTGGETTCTATTTCTTTGTTA
AGTCGTTCCCTCTACAAAGGACTTClTAGTGGGTGT-GGCAGCGGTGGCCACAGAGG
CGGCG-GATGGCCTTCAGCGGTTCCCAGGCTCCCTACCTGAGTCCAGTGAGTTCCAG
GGCTATGGGCACAGGGCTGCCTCAGCCAGAGG-CAGCTCTGGGGCTCTGAGGAAGCA

ACTCCTGG

Figura 23. Regién promotora del gen LGALSY. La figura muestra la secuencia nucleotidica de la
region de -565 a +162 pb (727 pb) que se identifica como la region promotora del gen LGALSS9.
Se resalta la localizacion de los sitios IRE en color morado, el sitio ISRE en color verde y el sitio
de inicio de la transcripcion en color rojo.
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8.2 Cuantificacién de la expresidon del gen LGALS9
inducido por IFN-a mediante PCR en tiempo real

Los niveles de expresion del gen LGALS9 se determinaron mediante PCR tiempo
real en la linea celular HaCaT, en la figura 12 se muestran los niveles de expresion del
gen LGALS9 en la condicidn control y en presencia de 2 U/ul de IFN-a. En la figura
13, se muestran los niveles de expresion del gen LGALS9 en las condiciones control
y en la incubada con 20 U/ul de IFN-a. En la grafica se muestran los resultados de 3
ensayos diferentes, cada uno realizado por duplicado, para el analisis estadistico se
consideré una p < 0.05. Los resultados muestran un aumento en la expresién de
LGALS9 en presencia del IFN-a en ambas concentraciones, siendo mayor el
incremento en la concentracién de 20 U/ul. Se realizé una t-Student para determinar

diferencias significativas. * p=0.0423.
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Figura 24. Efecto del IFN-a sobre el nivel de expresion del gen LGALS9. El tiempo de incubacion
con IFN-a fue de 3 horas a una concentracién de 2 U/ul. Se muestra la cuantificacion relativa
determinada por PCR tiempo real, como control se utilizd el gen enddégeno HPRT. Para
determinar si existia un cambio significativo se realiz6é una t-Student * p= 0.0456
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Figura 25. Efecto del IFN-a sobre el nivel de expresion del gen LGALS9. El tiempo de incubacién
Inducido con IFN-a durante fue de 3 horas a una concentracién de 20 U/ul. Se muestra la
cuantificacion relativa determinada mediante PCR tiempo real, usando como control el gen
endogeno HPRT. Para determinar si existia un cambio significativo las diferencias significativas se
realizé una t-Student * p=0.0373
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8.3 Efecto del IFN-a sobre la actividad del promotor del
gen LGALS9

La actividad del fragmento de 727 pb del promotor del gen LGALS9 sobre el gen
reportero de Luciferasa se analiz6 en presencia de 2 y 20 U/pl de IFN-q, los resultados
se muestran en las figuras 14 y 15, respectivamente. Las graficas de actividad
luciferasa muestran los resultados de tres ensayos independientes, cada uno
realizado por triplicado. El tratamiento con IFN-a indujo un aumento en la actividad
luciferasa regulada por el promotor del gen LGALS9, siendo mayor a la concentraciéon
de 20 U/ul. Lo que indica que el IFN-a si tiene un efecto activador sobre el promotor

del gen LGALSY. Estos resultados sugieren que el aumento en los niveles de ARNm

Actividad relativa de luciferasa
w
|

Figura 26. Actividad del promotor LGALS9 sobre el gen reportero de Luciferasa. Se muestra los
niveles de actividad luciferasa en las condiciones control y los cambios inducidos a las 3 h de
tratamiento con IFN-a a una concentracién de 2 U/ul. Se realiz6 una t-Student para determinar
diferencias significativas. * p=0.0423.
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de LGALS9, observados en los experimentos anteriores (figuras 12 y 13) pueden

ser resultado de un efecto del IFN-a sobre la actividad del promotor del gen LGALS9.

* Xk

Actividad relativa de luciferasa
W
|

Figura 27. Nivel de expresion de la actividad del promotor de 727 pb del gen LGALS9. Inducida
por 3 h a una concentracion de IFN-a de 20 U/ul. Evaluada por un ensayo de luciferasa. Se
realizé una t-Student para determinar diferencias significativas. * p=0.0423.

8.4 Efecto del IFN-a en la expresién de Gal-9

Para evaluar la expresion de Gal-9 se realizaron ensayos de Western Blot. Se
realizaron tres ensayos independientes empleando dos concentraciones de IFN-a:
2 U/ul'y 20 U/ul, durante un periodo de incubacion de 3 horas. En la figura 16 se
muestran los resultados obtenidos a la concentracion de 2 U/l y 20 U/ul de IFN- a.
No se observaron cambios significativos inducidos por el IFN-a sobre los niveles

proteicos de Gal-9.
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Figura 30. Identificacion de galectina-9 en células HaCaT tratadas con IFN-a. Extractos proteicos
obtenidos de células HaCaT tratadas durante 3 horas con 2 y 20 U/ul de IFN-a se separaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, se transfirieron por Western blot, y las bandas
correspondientes a galectina-9 y B-actina se detectaron con anticuerpos especificos (panel
izquierdo). Los cambios en la densidad 6ptica de las bandas correspondientes a Gal-9 inducidos
por el tratamiento con IFN-a se muestran en el panel derecho y se reportan como expresion
relativa de Gal-9, los resultados fueron normalizados con respecto a la expresion de B-actina.
Los datos se analizaron con ANOVA de una via seguido de una prueba de Bonferroni. p=0.6599.

Al no observarse un efecto del IFN-a sobre los niveles proteicos de Gal-9, se realizé
un nuevo ensayo con una incubacion de IFN-a por 6 horas, este ensayo se realiz6 a
la concentracion de 20 U/ul, los resultados mostraron que no existe efecto del IFN-a

sobre los niveles proteicos de Gal-9 (figura 17).

43



-
(3))
|

-
o
|

S
o
I

Expresion relativa de Gal-9

=
o
I

Figura 31. Efecto de induccion de IFN-a a 6 horas, sobre el nivel de expresion de Gal-9 en las
células HaCaT. Se muestran los resultados del analisis Gal-9 normalizadas con respecto a -
actina. Ensayo de WB que muestra la deteccion de Gal-9 inducida a una concentracién de IFN-
a de 20 U/ul.

8.5 Efecto del IFN-a sobre la secrecion de Gal-9 en el
medio extracelular
Para determinar si la razon de que no se observara un cambio en el nivel proteico
de Gal-9 por efecto del IFN-a, se debia a que la proteina estaba siendo secretada
al medio de cultivo, se realizé un ensayo de ELISA en el que se cuantifico la
concentracion de Gal-9 en el medio. La concentracién de Gal-9 en el medio de
cultivo entre la condicion control y la condicién incubada con IFN-a fue semejante.

En la figura 18a se muestra la concentracion de Gal-9 en la condicion control a las
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3 horas de incubacion con 20 U/ul de IFN-a. En la figura 18b se muestra la

concentracion de galectina-9 en la condicion control y a las 6 h de incubacion con
IFN-a a 20 U/pl.
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Figura 33. Concentracién de Gal-9 inducida por 20 U/ul de IFN-a en el medio extracelular,
evaluada por un ensayo de ELISA. a) induccion de IFN-a a 3 horas; b) induccion de IFN-a a 6
horas. Se realiz6 t-Student, no significativo (ns) p= 0.5447, ns p= 0.4634.
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9.Discusion

El gen LGALS9 codifica para la proteina Gal-9, se sabe que Gal-9 desempefia
un papel multifacético en la biologia del cancer. Como se reportdé en células de
cancer de mama, la Gal-9 citoplasmatica induce la agregacion de células
cancerosas (estabilizando las uniones de adhesidon célula-célula) e inhibe la
invasion celular, el desprendimiento de las células tumorales y la union al endotelio
vascular (Irie et al., 2005, Yamauchi et al., 2006). En cancer cervicouterino los
tumores con niveles de expresion mas altos de Gal-9 se relacionaron con estadios
clinicos tempranos y mejor sobrevida, ademas de que los tumores con altos niveles
de expresion del gen LGALS9 se relacionaron con la via del IFN-a, (Mendieta-
Carmona et al., 2023). El estudio de la regulacion de la expresiéon de este gen es

relevante, considerando los efectos pro o anticancerigenos de Gal-9.

La evaluacion del efecto del IFN-a sobre la expresidon del gen LGALS9 en células
epiteliales no tumorales (HaCaT) permite comprender sus efectos en un contexto
no canceroso, que puede estar influido tanto por las alteraciones genémicas o por

la fisiologia celular alterada de una célula no tumoral.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la exposicion de
células HaCaT a concentraciones de 2 U/ul y 20 U/ul de IFN-a con incubacion de 3
horas, incrementé significativamente la expresion de ARNm de LGALS9, asi como
la actividad promotora del fragmento de 727 pb de dicho gen, sin observarse un
cambio en los niveles proteicos ni en la secrecidon extracelular de Gal-9. Estos
hallazgos sugieren que la regulacion de LGALS9 por IFN-a se ejerce principalmente
a nivel transcripcional, mientras que la traduccion o secrecion de la proteina podria
depender de mecanismos post-transcripcionales o del tiempo de exposicion al
interferon. Tal es el caso del gen ADAR1 (Adenosine Deaminase Acting on RNA 1)
es un gen fuertemente estimulado por IFN-a cuya expresion genera la isoforma
p150, un editor de ARN de doble cadena que participa de manera central en la
modulacién post-transcripcional de la respuesta antiviral. Tras su induccién por la

via JAK-STAT, ADAR1 p150 cataliza la conversion de adenosina a inosina en
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diversos transcritos virales y celulares, alterando su estabilidad, estructura y
capacidad de traduccion. De manera notable, ADAR71 ejerce ademas un
mecanismo de autorregulacion post-transcripcional mediante la edicion de su propio
ARNm, afectando su procesamiento y la eficiencia de sintesis proteica (Liddicoat et
al., 2015).

La deteccion de sitios ISRE e IRE en la region promotora del gen LGALS9 respalda
la hipétesis de que el IFN-a puede inducir su transcripcion a través de la via JAK-STAT,
mediante la formacioén del complejo ISGF3 que reconoce los elementos de respuesta
estimulados por interferones (Michalska et al., 2018). La presencia de estos
elementos, un sitio ISRE (TTTCTATTTC) en la posicion -42 a-33 pb y sitios IRE
(GAGA, GAAA) en las posiciones -521, -498, -313, -196, -183, -133, + 11, +44, +130
pb como lo demuestra nuestro analisis bioinformatico de los sitios regulatorios en el
fragmento de 727 pb (figura 11) podrian estar participando en el incremento de la
actividad del promotor observado en los ensayos de luciferasa, lo cual sugiere una
interaccion directa entre los factores de transcripcion activados por IFN-a y la regiéon
promotora del gen (Aparicio, 2019; Vega, 2021). De manera que el IFN-a estimula la
transcripcion del gen LGALS9 por medio de la activacidn de la via de senalizacion, ya
que las células HaCaT cuentan con receptores IFNAR1 y 2 que tras la interaccion con
el ligando (IFN- a) fosforilan el receptor mediado por JAK que activa a STAT1 y STAT2
que se asocian con IRF9 para formar un complejo ISGF3 el cual es transportado al
nucleo, dénde reconoce el elemento de respuesta ISRE (Michalska et al., 2018). Sin

embargo, esto debe de ser explorado en futuras investigaciones.

Se ha reportado que genes como CXCL10; contiene en su promotor tanto un sitio
ISRE como un sitio GAS, activados respectivamente por IFN-a/f y IFN-y (Ohmori, Y.,
& Hamilton, T. A. 1997). El gen OAS1 contiene multiples sitios ISRE en su promotor,
sitios reconocidos por el complejo ISGF3 que se activa en presencia de IFN-a y

aumentan su expresion (Kwon, H., et al. 1997).

El aumento de la expresién del gen LGALS9 inducido por IFN-a en células HaCaT,

concuerda con lo reportado en otros tipos celulares, donde la exposicion a interferones
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tipo | o Il promueve la transcripcidn de genes asociados con la respuesta inmune
(Carreca et al., 2022; van den Hoogen et al., 2018). Asi como en algunos genes que
reportan un aumento en su expresion en presencia de IFN- a como son CXCL10,
OAS1, TIM-3, TNF-RII, (Ohmori, Y., & Hamilton, T. A. 1997, Kwon, H., et al. 1997,
Carreca et al., 2022; van den Hoogen et al., 2018).

Sin embargo, el hecho de que no se observara una variacion en los niveles
proteicos o en la secrecion de Gal-9 en células HaCaT sugiere que la induccién
transcripcional no necesariamente se traduce en una produccion inmediata de la
proteina, posiblemente debido a la necesidad de una exposicion mas prolongada o
a la participacién de mecanismos de control postranscripcional y la estabilidad del
ARNmM. Aunque IFN-a suele inducir un amplio repertorio de genes estimulados por
interferon (ISGs), también es capaz de reprimir la expresion de ciertos transcritos
mediante mecanismos de degradacion selectiva de ARNm (Tdreci et al., 2003). Se
ha descrito que la sefalizacién por IFN-a activa rutas dependientes de RNasas
inducibles por interferén en las familias OAS/RNasa L e IFIT, asi como editores de
ARN como ADAR1 que pueden alterar la estabilidad del ARNm. IFN-a puede
modificar la disponibilidad de proteinas de uniéon a ARN (RBPs), como HUR o TTP,
que regulan la estabilidad del ARNm de LGALS9 mediante unién a elementos AU-
rich (AREs) (Tureci et al., 2003).

En un estudio donde se evalud la expresion de Gal-9 inducida por IFN-y en
fibroblastos y queratinocitos (humanos normales), se observd que una incubacion
de 24 hrs con IFN-y aumenta la expresion de Gal-9 en fibroblastos y se ve un efecto
contrario en queratinocitos, donde a mayor dosis de IFN-y la Gal-9 disminuye su
expresion (Igawa et al., 2006), lo anterior sugiere que los mecanismos de regulacion

de la expresion de Gal-9 puede variar dependiendo del tipo celular.

Diversos estudios han demostrado que la expresion de Gal-9 puede estar
modulada por factores epigenéticos, como la metilacion de ADN y la modificacion
de histonas (Zhang et al., 2020; Armenta-Castro et al., 2020). En este contexto, la

activacién de la via del IFN-a podria interactuar con estos mecanismos epigenéticos
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para modular la accesibilidad del promotor de LGALS9, favoreciendo su transcripcion,
pero sin necesariamente incrementar la sintesis proteica. Esto puede explicar la
discrepancia observada entre el aumento del ARNm y la ausencia de cambios

detectables en la proteina Gal-9 en las condiciones experimentales de 3 y 6 horas.

El IFN-a ha sido descrito como un mediador esencial de la inmunovigilancia
tumoral, al promover la expresién de genes estimulados por interferén (ISGs) que
participan en la apoptosis, la presentacion antigénica y la modulacion de la respuesta

inmune (Zhang et al., 2021).

En el presente estudio, la induccion de LGALS9 por IFN-a en queratinocitos sugiere
que este gen forma parte de los ISGs modulados por esta citocina, desempefiando un
papel relevante en la regulacidn de la respuesta inmune epitelial. No obstante, la
ausencia de un incremento proteico inmediato sugiere que Gal-9 podria requerir
sefales adicionales para su traduccion o liberacion, como la participacion de IFN-y u
otras citocinas sinérgicas como IL-13, TNF- a (Asakura et al., 2002; Park et al., 2011),
0 bien podria ser importante evaluar su expresion en tiempos mas prolongados y/o

empleando diferentes concentraciones.

El analisis integral de los resultados indica que el IFN-a induce la transcripcién de
LGALS9 en células HaCaT a través de la activacion de elementos ISRE e IRE en su
region promotora, mediada por el complejo ISGF3. Sin embargo, la expresion proteica
de Gal-9 no se ve afectada en el periodo corto de exposicion empleado, lo que sugiere
que la regulacion de este gen podria implicar una respuesta bifasica: una fase
temprana de activacion transcripcional y una fase tardia de traduccion y secrecion.
Estos resultados coinciden con reportes previos donde la induccion de genes como
XCL10, OAS1 requiere periodos de exposicion superiores a 12 horas para reflejarse
a nivel proteico, en células HUVEC incubadas con IFN-y se produjo un aumento de la
proteina Gal-9 a las 12 y 24 horas de induccion (Biron, 1999; De Andrea et al., 2002,

Imaizumi et al., 2002).

El IFN-a incrementa los niveles de ARNm del gen LGALS9 en queratinocitos, lo que

concuerda con el estudio de van den Hoogen et al., 2018, donde se evalué el efecto
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del IFN-a sobre los niveles de ARNm del gen LGALS9 en CD con una induccion de
3 horas. Por otro lado, hay estudios que reportan que el IFN-y (interferén de tipo Il)
estimula la expresién de Gal-9 en células endoteliales, fibroblastos dérmicos,
astrocitos, células del sistema inmune (Igawa et al., 2006, Gieseke et al., 2013,
Chen et al., 2018, Alam et al., 2011; John & Mishra, 2016). En células HUVEC que
fueron estimuladas con 10 ng/mL de IFN-y durante 4, 8 y 16 horas, la expresion de
Gal-9 aumenté significativamente a partir de las 8 horas (Alam et al., 2011). Asi
mismo, la expresion de Gal-9 en células HepG2 y Hep3B fue evaluado a diferentes
concentraciones 0.1, 1, 10 y 100 ng/mL y en tiempos progresivos 0, 12, 24 y 36
horas. Los niveles de ARNm y de proteina se regularon positivamente de manera
dependiente de la concentracion y del tiempo después 6 horas con tratamiento con
IFN-y humano recombinante, ya que el aumento de la dosis resulté en una
duplicacién de los niveles de ARNm de Gal-9 conforme aumentaba la concentracion
(Chen et al., 2018).

Un estudio previo, reportd que el IFN-a aumenté la expresion de Gal-9 en células
NK. En este estudio también se observd que el IFN-a incremento la secrecidon de
Gal-9 al medio de cultivo a un tiempo de incubacion de 4 y 24 horas, donde el
incremento de Gal-9 es similar con respecto al tiempo de incubacion (Carreca et
al., 2022). Considerando que la Gal-9 podria estar siendo secretada al medio de
cultivo, determinamos su concentracion, sin embargo, no se observaron diferencias
en los niveles proteicos entre la condicidén control y la experimental, lo que sugiere
que el IFN-a en las condiciones evaluadas no tiene un efecto sobre la secrecidon de
Gal-9. Podriamos sugerir que este resultado es dependiente del tipo celular
empleado.

En conjunto, los resultados respaldan la hipotesis de que el IFN-a actua como
un modulador de la expresion de LGALS9 en queratinocitos, principalmente a nivel
transcripcional. La identificacion de sitios de union a ISGF3 en la region promotora
y el aumento en la actividad promotora tras la exposicion a IFN-a confirman su
papel en la regulacidon de este gen. No obstante, la ausencia de cambios

detectables en los niveles proteicos o en la secrecion extracelular de Gal-9 sugiere
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que la respuesta completa podria depender de condiciones celulares adicionales o de
una estimulacion mas prolongada. Estos hallazgos aportan informacién relevante para
comprender la relacion entre los interferones tipo | y la regulacién de genes

inmunomoduladores en células epiteliales humanas.
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10. Conclusion

En conclusion, los resultados obtenidos nos indican que el IFN-a regula
positivamente la transcripcion del gen LGALS9 mostrando un aumento en la expresion
de ARNm vy la actividad del promotor de 727 pb analizado en queratinocitos humanos.
Ademas, el analisis bioinformatico resalta que en la region promotora de 727 pb del
gen LGALS9 se encuentran elementos de respuesta a IFN, lo que indicaria que el
efecto observado podria ser resultado de la activaciéon de alguno de estos elementos.

Sin embargo, los niveles proteicos de la Gal-9 no mostraron cambios
significativos, lo que sugiere que existen mecanismos post-transcripcionales que
regulan a la Gal-9, que no fueron abordados en este estudio.

En sintesis, este estudio demuestra la capacidad del IFN-a para inducir la
expresion del gen LGALS9 aportando evidencia relevante sobre la relacién funcional
entre las vias de sefializacién inducidas por IFN-a y la expresion de genes

inmunomoduladores como el gen LGALS9.
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11. Perspectivas

Futuros estudios deberan centrarse en el analisis de la respuesta a IFN-q,
considerando periodos de exposicidbn mas prolongados y distintas dosis, con el fin de
determinar si el aumento se relaciona con una sintesis proteica retardada. Por otro lado,
seria importante determinar si el IFN-a genera modificaciones epigenéticas como la
metilaciéon del ADN o la acetilacion de histonas, que pueden estar participando en la
expresion del gen LGALS9 en presencia de IFN-a. Otra linea prometedora es la
comparaciéon del efecto de diferentes interferones (tipo I, Il y Ill) sobre la expresién y
secrecion de Gal-9, asi como su impacto funcional en modelos de infeccién viral y de
cancer. Finalmente, la identificacion de los factores de transcripcion especificos que
median la activacién del promotor de LGALS9 podria abrir nuevas estrategias
terapéuticas para modular la respuesta inmunitaria en enfermedades inflamatorias o

neoplasicas.
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