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RESUMEN 

 

Gal-9 es codificada por el gen LGALS9, del cual su regulación transcripcional no ha sido 

descrita de manera extensiva. Los estudios principalmente realizados son análisis in silico de 

su secuencia en bases de datos. Se conoce que las citocinas proinflamatorias aumentan la 

expresión de Gal-9 en líneas celulares; partiendo de este antecedente, se localizaron in silico 

elementos de respuesta relacionados con la vía de señalización de los factores de 

transcripción IRF y NF-κB en la secuencia del promotor del gen LGALS9, se modelaron las 

secuencias de estos elementos de respuesta y se obtuvieron modelos de los factores de 

transcripción IRF y NF-κB en bases de datos y por modelado por homología, posteriormente, 

se realizó un acoplamiento proteína–ADN para obtener complejos que reflejan la interacción 

y afinidad entre los factores de transcripción y sus elementos de respuesta; además, se 

identificaron los residuos importantes que interaccionan en los complejos proteína–ADN 

obtenidos por medio del acoplamiento molecular. 

Se obtuvieron complejos proteína–ADN estables, los cuales presentaron energías de 

afinidad altas y puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas con los nucleótidos que 

conforman la secuencia ISRE. Se propone que el sitio ISRE localizado en la posición de -42 

a -33 pb, en la región promotora de 727 pb del gen LGALS9 está relacionado con el aumento 

de la expresión del gen LGALS9 inducida por interferones, y que los factores de transcripción 

IRF1/3/5/7/8/9 están involucrados, además, se localizó por medio de métodos 

computacionales, un elemento de respuesta no canónico para NF-κB en la posición de -452 

a -438 pb en la región promotora del gen LGALS9, se propone que la vía de señalización NF-

κB podría estar relacionada con la expresión de Gal-9 mediada por citocinas como TNF-α e 

IL-β. 

 

Palabras clave: Galectina-9, Acoplamiento molecular, ISRE, Sitio κB.  
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ABSTRACT 

 

Gal-9 is encoded by the LGALS9 gene, of which its transcriptional regulation has not 

been extensively described yet. The studies mainly carried out about its transcriptional 

regulation are in silico analysis of its sequence in databases. Proinflammatory cytokines are 

known to increase Gal-9 expression in cell lines; Starting from this background, response 

elements related to the signaling pathway of the transcription factors IRF and NF-κB in the 

promoter sequence of the LGALS9 gene were located in silico, then, the sequences of these 

response elements were modeled, and models of the transcription factors IRF and NF-κB 

were obtained in databases and by homology modeling, subsequently, a protein-DNA 

docking was performed in order to obtain complexes that reflect the interaction and affinity 

between the transcription factors and their response elements; Furthermore, important 

interacting residues in the protein-DNA complexes were identified. 

Stable protein-DNA complexes were obtained, all of them presented high affinity 

energies, and hydrogen bonds and hydrophobic interactions with the nucleotides of the ISRE 

sequence. It is proposed that the ISRE site located at position -42 to -33 bp in the promoter 

region of 727 bp of the LGALS9 gene, is related to the increase in the expression of the 

LGALS9 gene induced by interferons, and that the transcription factors IRF1/3/5/7/8/9 are 

involved. In addition, a non-canonical response element for NF-κB was located by means of 

computational methods at position -452 to -438 bp in the promoter region of the LGALS9 

gene: It is proposed that the NF-κB signaling pathway could be related to the expression of 

Gal-9 mediated by cytokines such as TNF-α and IL-β. 

 

Keywords: Galectin-9, Molecular Docking, ISRE site, κB site.  

 

 

 

 

 

 

 



 

3 

INTRODUCCIÓN 

 

La correcta ejecución de los procesos biológicos en los seres vivos requiere de una serie 

de pasos cuidadosamente orquestados que dependen de una expresión espaciotemporal 

idónea de los genes. Un error en esta expresión puede ocasionar una patología (Maston, 

Evans, Green, 2006). 

Para comprender los mecanismos moleculares que regulan los patrones de expresión 

específicos es importante identificar los elementos reguladores de la transcripción asociados 

con el ácido desoxirribonucleico (ADN). Para la regulación de la transcripción son 

necesarios: el promotor central, la región proximal al promotor central y las secuencias 

distales, las cuales pueden ser potenciadores (enhancers), silenciadores, aislantes o regiones 

de control de locus (LCR). Los elementos del promotor central dirigen el ensamblaje de 

distintos complejos de pre-iniciación, compuestos por los factores de transcripción generales 

(GTF) (Juven-Gershon et al., 2008). Las regiones proximales del promotor y las secuencias 

distales dirigen el enlace de factores de transcripción específicos, que pueden ser activadores 

o represores de la transcripción (Maston, Evans y Green, 2006). Los factores de transcripción 

específicos juegan un papel fundamental en estos procesos, pues regulan de manera 

minuciosa la expresión genética uniéndose con alta afinidad a su elemento de respuesta.  

En lo que respecta a la regulación transcripcional del gen LGALS9, esta no ha sido 

descrita de manera extensiva. Este gen codifica para la proteína conocida como galectina-9 

(Gal-9), y se conoce que da lugar a diferentes isoformas de esta proteína (Heusschen, 

Griffioen y Thijssen, 2013). De éstas, tres han sido mejor caracterizadas, y difieren entre sí 

por el tamaño del segmento denominado péptido de unión. A estas isoformas se les 

denomina: Gal-9 de tamaño largo, de 355 aminoácidos (Gal-9L), Gal-9 de tamaño mediano, 

de 323 aminoácidos (Gal-9M) y Gal-9 tamaño corto, de 311 aminoácidos (Gal-9S) (Chabot 

et al., 2002). Los estudios realizados sobre la regulación transcripcional del gen LGALS9 se 

limitan principalmente a análisis in silico por medio de la base de datos TRANSFAC 

(Transcription Factor Analysis Software) (Matys et al., 2006), en los cuales se han 

identificado elementos de respuesta en la región promotora para los factores de transcripción: 

Kid3, WT1, p300, SREBP, TCFII, STAT (Homo sapiens) (John y Mishra, 2016), sin 

embargo, no se conoce a detalle (ni in silico ni in vitro) cuáles son los factores de 
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transcripción que están involucrados en la regulación transcripcional del promotor del gen 

LGALS9. 

 

ANTECEDENTES Y MARCO TEÓRICO 

 

Galectina-9 

 

Definición general 

 

Las galectinas son proteínas de unión a carbohidratos que participan en diversas 

funciones fisiológicas como la inflamación, las respuestas inmunitarias, la migración celular, 

la autofagia y la señalización. Estas proteínas se relacionan también con enfermedades como 

la fibrosis, el cáncer y las enfermedades cardíacas, entre otras. La familia de las galectinas se 

descubrió gracias a su actividad de unión a β-galactósidos, y se definió con base en sus sitios 

conservados, los cuales constan de ∼130 aminoácidos y se denominan dominios de 

reconocimiento de carbohidratos (CRD, por sus siglas en inglés de Carbohydrate 

Recognition Domains) (Barondes et al., 1994).  

Las galectinas se sintetizan como proteínas citosólicas, residen en el citosol o núcleo 

durante gran parte de su vida útil y alcanzan sus ligandos sólo después de ser secretadas por 

medio de una vía no clásica que excluye al complejo de Golgi (Cummings et al., 2015). Si 

bien, todas las células expresan galectinas, en ocasiones en concentraciones citosólicas de 

hasta 5 µM (Lindstedt et al., 1993), el patrón de expresión varía entre los tipos de células y 

de tejidos (Johannes, Jacob y Leffler, 2018). 

Como se mencionó anteriormente, la clasificación de la familia de las galectinas se define 

por los CRD de éstas. Hasta la fecha se han identificado 15 galectinas de mamíferos, que se 

subdividen en tres grupos: las galectinas prototipo, que constan de un CRD (se incluyen en 

esta categoría las galectinas 1, 2, 5, 7, 10, 13, 14 y 15); las galectinas de repetición en tándem, 

las cuales poseen dos CRD unidos por un péptido enlazador de longitud variable (galectinas 

4, 6, 8, 9 y 12), y el tipo quimera, que consta de un CRD fusionado a repeticiones de tramos 

cortos de aminoácidos y cuyo único exponente reportado a la fecha es la galectina-3 (Gal 3) 

(Rabinovich et al., 2007) (Figura 1).  
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Tipo Estructura Galectinas 

Prototipo 

 

1, 2, 5, 7, 10, 13, 14, 15 

Repetición en tándem 

 

3 

Quimera 

 

4, 6, 8, 9, 12 

Fig. 1. Clasificación de galectinas de acuerdo con su estructura: prototipo, repetición en 

tándem y quimera.  

 

La galectina-9 (Gal-9) es una galectina de tipo repetición en tándem de 34-39 kDa que 

presenta dos CRD no homólogos N- y C-terminales unidos por un polipéptido corto (John y 

Mishra, 2016). Estos CRD son diferentes entre sí, y mientras que ambos CRD presentan 

afinidad a estructuras repetitivas de residuos N-acetil-lactosamina enlace β1-3 (poli-N-

Acetil-lactosamina) altamente ramificada, sólo el CRD en la región N-terminal reconoce el 

glicoesfingolípido Forssman (un ligando de unión de Gal-9) con una alta afinidad 

(Hirabayashi et al., 2002). 

Gal-9 se expresa ampliamente en el núcleo, el citosol, la membrana plasmática externa y 

la matriz extracelular y, al igual que otras galectinas, se sintetiza en polirribosomas libres en 
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el citoplasma y se secreta a través de vías no clásicas o se libera al medio extracelular tras la 

muerte celular (Bozorgmehr et al., 2021). 

La Gal-9 fue descrita inicialmente por tres grupos independientes como: un autoantígeno 

derivado del tejido involucrado en el linfoma de Hodgkin (Türeci et al., 1997); un 

quimioatrayente de eosinófilos de 36 kDa expresado en linfocitos T (Matsumoto et al., 1998), 

y como un transportador de urato (Leal-Pinto et al., 1997). Posteriormente, estas tres 

proteínas fueron reconocidas como variantes de Gal-9 con diferencias mínimas en los 

aminoácidos que influyen en sus características funcionales y estructurales. 

 

Promotor del gen LGALS9 

 

Gal-9 es codificada por el gen LGALS9 (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000168961-

LGALS9), localizado en el brazo corto del cromosoma 17 (17q11.2) el cual consiste en 11 

exones (Leffler et al., 2004). 

Un análisis realizado por medio de la base de datos TRANSFAC muestra que el promotor 

de LGALS9 de Homo sapiens cuenta con sitios de unión a Kid3, WT1, p300, SREBP, TCFII, 

STAT, entre otros. La estimulación del gen que codifica para la Gal-9 es específica del tipo 

celular y se ha reportado que los interferones (IFN) γ y β y las interleucinas (IL) 1β y 1α, 

inducen su expresión (John y Mishra, 2016). 

De acuerdo con Aparicio, 2019, se reportó que el gen comprende una región situada entre 

27631148 a 27649560 pb, lo cual indica que su tamaño es de 18412 pb de acuerdo con la 

entrada 3965 en la base de datos Gene de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3965). 

En este mismo trabajo se analizó la secuencia de LGALS9 empleando el programa Eukaryotic 

Promoter Database (EPD), el cual detecta posibles regiones promotoras de acuerdo con la 

secuencia indexada. Se encontraron dos posibles regiones promotoras, la primera entre las 

posiciones 27623260 (la cual se sobrepone con la región codificante del gen KSR-1) y 

27649392 pb del gen LGALS9; la segunda región entre las posiciones 27630224 y 27630824 

pb dentro del gen LGALS9 (datos obtenidos en la página 

http://atlasgeneticsoncology.org/index.html), por lo cual se diseñaron oligonucleótidos para 

amplificar un fragmento de 2089 pb en el que se encuentran ambas regiones (Figura 2). 
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Se clonó el fragmento de 2089 pb y construcciones cortas de este (1479 pb, 727 pb y 222 

pb) (Figura 2) en un vector pGL4.12 el cual contiene al gen reportero de luciferasa luc2CP 

de luciérnaga (Photinus pyralis). Estas construcciones se transfectaron en células HaCaT y 

se evaluó la actividad transcripcional de cada una de ellas por medio de un ensayo de 

luciferasa, encontrándose que la construcción de 727 pb presentó mayor actividad 

transcripcional. Por ese motivo en el presente trabajo nos limitaremos a analizar la secuencia 

de esta construcción.   

De acuerdo con dicho estudio, el promotor del gen LGALS9 es un promotor clásico que 

es activado por cajas TATA, las cuales son reconocidas por proteínas de unión a cajas TATA 

(TBP, por sus siglas en inglés de TATA binding protein)). Entre los elementos de respuesta 

encontrados en el promotor se observa la presencia AP1, Sp1 NF-kB, C-Myb, entre otros, en 

las diferentes construcciones (Figura 2). De los elementos de respuesta encontrados, los 

relacionados con las vías de señalización canónicas inducidas por interferones se muestran 

en la Figura 3. 
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Fig. 2. Representación esquemática del fragmento amplificado de 2089 pb y los elementos de respuesta. En color amarillo se 

indica la posible región promotora. La flecha azul claro indica el sitio de inicio de la transcripción, la flecha verde indica el 

sitio de inicio de la traducción. Imagen tomada de Aparicio, 2019. 
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Fig. 3. Representación esquemática de los fragmentos del promotor y la distribución de los elementos de respuesta a 

interferón reportados en la base de datos TRANSFAC. En anaranjado, la construcción de 222 pb. En anaranjado y verde, 

la construcción de 727 pb. En anaranjado, verde y amarillo, la construcción de 1479 pb. En anaranjado, verde, amarillo y 

azul, la construcción de 2089 pb. 
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Localización y función de Gal-9 

 

Gal-9 participa en varios procesos biológicos intracelulares y extracelulares, incluido el 

tráfico y plegamiento de proteínas, las interacciones célula-célula o célula-matriz 

extracelular, la transducción de señales y el desarrollo celular (Vasta et al., 2012). Cuando 

se describió por primera vez, se observó que se expresaba abundantemente en el hígado 

murino fetal y adulto (Wada et al., 1997). Se ha reportado también en el sistema esquelético 

(Tanikawa et al., 2008; Wiersma et al., 2013), sistema muscular (Wada et al., 1997; Leal-

Pinto et al., 1997; Spitzenberger et al., 2001), sistema respiratorio (Leal-Pinto et al., 1997; 

Wada et al., 1997; Türeci et al., 1997; Matsumoto et al., 1998; Spitzenberger et al., 2001), 

sistema digestivo (estómago y células epiteliales que recubren las criptas de intestino 

delgado, mucosa intestinal, colon, hígado, vesícula biliar) (Wada et al., 1997; Matsumoto et 

al., 1998; Spitzenberger et al., 2001; Thijssen et al., 2008), sistema urinario (corteza renal, 

arteriolas, capilares intertubulares de médula y corteza, mesangio glomerular de los riñones) 

(Wada et al., 1997; Leal-Pinto et al., 1997; Spitzenberger et al., 2001), sistema reproductivo 

(ovario, útero, mama, testículos) (Leal-Pinto et al., 1997; Bauersachs et al., 2006; Shimizu 

et al., 2008), sistema cardiovascular (Wada et al., 1997; Leal-Pinto et al., 1997; 

Spitzenberger et al., 2001), sistema linfático (bazo, ganglio linfático, células 

estromales/epiteliales del timo) (Leal-Pinto et al., 1997; Wada et al., 1997; Matsumoto et al., 

1998), sistema nervioso (cerebro, epitelio corneal y conjuntival, células estromales de la 

conjuntiva, iris, cuerpo ciliar, esclerótica, vasos sanguíneos de la retina, epitelio pigmentario 

de la retina, coroides y queratinocitos) (Leal-Pinto et al., 1997; Schlötzer-Schrehardt et al., 

2012), sistema tegumentario (Igawa et al., 2006), células mieloides (Türeci et al., 1997; 

Matsumoto et al.,1998) y células linfoides (Türeci et al., 1997). Por lo tanto, Gal-9 se 

distribuye en una amplia variedad de tipos de células de mamíferos, con algunas 

especificidades dependientes del tejido, debido que se ha reportado que el microambiente y 

la especificidad de las células influyen en gran medida en la expresión del gen que codifica 

para esta proteína; estos microambientes comprenden factores tanto internos como externos, 

como ciertos factores fisiológicos y patológicos responsables del crecimiento, diferenciación, 

desarrollo y protección (Hirashima et al., 2002). Además, la especificidad de Gal-9 está 
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intrínsecamente modulada por los mecanismos inmunes (como tolerancia, supresión y de 

defensa) (Yang et al., 2008). 

Se ha reportado que Gal-9 tiene una distribución celular endógena y exógena (Heusschen 

et al., 2013 En la superficie extracelular, Gal-9 se une selectivamente a oligosacáridos y 

glicoproteínas que contienen galactosa en las matrices extracelulares y a los glicoconjugados 

de la superficie celular (como laminina, fibronectina, vitronectina) (Nobumoto et al., 2008).  

permitiendo que Gal-9 module la adhesión celular, la quimioatracción y la endocitosis. 

Se ha observado la localización nuclear de Gal-9 en células endoteliales de placenta, 

hígado, colon, monocitos y células de melanoma (Kageshita et al., 2002; Thijssen et al., 

2008; Matsuura et al., 2009; Barjon et al., 2012; Ma et al., 2013), pero no se conocen a 

profundidad las funciones nucleares de Gal-9. La transfección transitoria de Gal-9 aumenta 

la expresión de interleucina-1α (IL-1α) e interleucina-1β (IL-1β) en células THP-1 

(monocitos) (Matsuura et al., 2009), y las tres isoformas aumentan la actividad promotora 

del gen IL1A, pero sólo la isoforma de tamaño corto aumenta la actividad promotora de los 

genes IL1B e IFNγ (Matsuura et al., 2009), sin embargo, la expresión de estos genes se debe 

también a la participación conjunta de varios factores de transcripción como AP-1, NF-IL6 

y NF-kB (Matsuura et al., 2009; John y Mishra, 2016). 

 

Papel de Gal-9 relacionado con procesos inmunitarios en enfermedades 

 

Enfermedades autoinmunes 

 

Lupus eritematoso sistémico 

 

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmunitaria, inflamatoria 

polimórfica y multigénica. Esta enfermedad se caracteriza por una pérdida global de la auto-

tolerancia inmunitaria con la activación de las células T y B autorreactivas que conduce a la 

producción de autoanticuerpos patógenos y daño tisular (Choi, Kim y Kraft, 2012). En el 

LES, Gal-9 efectúa el ajuste del equilibrio de las células T y disminuye los anticuerpos anti-

dsDNA al inducir una disminución de linfocitos TIM-3+Th1 y Th17, críticos para la 

patogénesis del LES. Además, el tratamiento con Gal-9 aumenta las células CD19+ en 
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ratones MRL/lpr propensos a lupus y reduce las células plasmáticas CD19-CD138+ pero no 

los plasmablastos CD19+CD138+. Esta reducción de células plasmáticas puede resultar en 

la supresión de la producción de anticuerpos anti-dsDNA, disminuyendo la gravedad clínica 

en la patogénesis del LES (Moritoki et al., 2013). Se ha reportado también que Gal-9 es un 

biomarcador aplicable clínicamente para detectar la expresión de genes que codifican para 

IFN (moléculas relacionadas con procesos inflamatorios) en pacientes con LES (van den 

Hoogen et al., 2018). 

 

Diabetes 

 

Diabetes tipo 1. La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune mediada por células 

T que destruye selectivamente las células β productoras de insulina en el páncreas. El ratón 

NOD/SCID (diabético no obeso con inmunodeficiencia grave combinada, Non-Obese 

Diabetic/Severe Combined Immunodeficiency) es un modelo animal para estudiar la 

patogenia de la diabetes tipo 1. La disminución del número de células inmunes Th1 agresivas 

por parte de Gal-9 inhibe el desarrollo de diabetes autoinmune en ratones NOD/SCID y, por 

lo tanto, la sobreexpresión de Gal-9 o Gal-9 recombinante puede ser una terapia útil contra 

la diabetes Tipo 1, que se puede utilizar además para prolongar la supervivencia de los 

trasplantes de células de los islotes pancreáticos u otros trasplantes durante la regeneración 

pancreática (Kanzaki et al., 2012; Chou et al., 2013). 

 

 Diabetes tipo 2. Se ha reportado que Gal-9 tiene un control indirecto sobre la diabetes 

tipo 2 al participar en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa en sangre. El receptor 

de superficie Glut-2 (transportador de glucosa-2, Glucose Transporter-2) participa en la 

secreción de insulina estimulada por glucosa y actúa como un importante ligando de Gal-9, 

por lo tanto, Gal-9 ejerce un control indirecto sobre la homeostasis de la glucosa en sangre 

en respuesta a la ingesta de glucosa. Gal-9 reconoce y retiene el transportador de glucosa 

Glut-2 en la superficie de las células β pancreáticas, lo que inhibe la endocitosis de Glut-2 y 

mantiene la respuesta primaria de secreción de insulina estimulada por glucosa (Ohtsubo et 

al., 2005). Además, los niveles séricos elevados de Gal-9 en los pacientes con diabetes tipo 

2 y enfermedad renal crónica se correlacionan de manera negativa con la tasa de filtración 
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glomerular, que a su vez puede estar relacionado con la alteración de la respuesta inmune y 

la inflamación (Kurose et al., 2013). 

 

Glomerulonefritis causada por anticuerpos anti-membrana basal glomerular 

 

La enfermedad por anticuerpos anti-membrana basal glomerular (Anti-Glomerular 

Basement Membrane, anti-GBM), es un trastorno inmunológico caracterizado por la 

presencia de anticuerpos contra la membrana basal glomerular y glomerulonefritis 

(inflamación de los glomérulos) (GN) (Robledo et al., 2011), en la cual se ven involucradas 

predominantemente las células Th1 y Th17. El papel protector de Gal-9 en la GN anti-GBM 

se asocia con la inhibición de las respuestas inmunitarias mediadas por células Th1 y Th17, 

que cambia la respuesta inmune de Th1 a Th2 y finalmente mejora la inmunidad Th2 en el 

riñón. Se ha informado que la respuesta inmune mediada por células Th2 desempeña un papel 

protector en la GN anti-GBM que se asocia con la supresión de la respuesta inmune mediada 

por células Th1, relacionada con las citocinas expresadas específicamente por estos tipos de 

células (Tipping et al., 1997; Zhang et al., 2014). 

 

Hepatitis autoinmune  

 

La hepatitis autoinmune (HAI) es una enfermedad que ocurre cuando el sistema 

inmunológico ataca las células del hígado. Cuando disminuye la expresión de TIM-3 

(inmunoglobulina de células T y dominio 3 de mucina), un ligando de Gal-9, las células 

efectoras se vuelven menos susceptibles a la supresión inmune mediada por células Treg. La 

señalización reducida del eje TIM-3/Gal-9 contribuye a un control de células Treg deficiente 

durante la HAI (Liberal et al., 2012); la activación de células Treg mediada por Gal-9 juega 

un papel crucial en la HAI, lo cual se demostró empleando el modelo murino de lesión 

hepática experimental inducida por Concanavalina A (Con A) (Wang et al., 2012), en el que 

una sola inyección de Gal-9 en ratones tuvo un efecto protector contra la hepatitis inducida 

por Con A (Liberal et al., 2012). 
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Lesión hepática por isquemia/reperfusión 

 

La lesión hepática por isquemia/reperfusión (Ischemia-Reperfusion Injury, IRI) es una 

patología inflamatoria exógena independiente del antígeno en la que las células T CD4+ 

actúan como mediador clave. La IRI hepática ocurre con frecuencia después de una resección 

hepática importante o un trasplante de hígado (Cannistrà et al., 2016). Se ha demostrado que 

el bloqueo de la vía TIM-3/Gal-9 exacerba la inflamación local y el daño hepático debido a 

la expresión del factor de necrosis tumoral α (TNF-α, por sus siglas en inglés de Tumoral 

Necrosis Factor) e interleucina-6 (IL-6) y amplifica la actividad de las células T de las células 

de Kupffer. Estos resultados sugieren la importancia de la señalización TIM-3/Gal-9 en el 

mantenimiento de la homeostasis hepática y en el control de la respuesta inmune hepática 

alterada (Hirao et al., 2015). 

 

Enfermedad del hígado graso no alcohólico 

 

Tras la activación endógena/exógena, las células T/NK (Natural Killers) secretan 

citocinas como IFN-γ e IL-4, y regulan positivamente la expresión de TIM-3. El IFN-γ induce 

la producción de Gal-9 por las células de Kupffer (Mengshol et al., 2010), y conduce a la 

apoptosis de las células TIM-3+NKT, que limita la respuesta inflamatoria. Gal-9 también 

interactúa con TIM-3 expresado en células de Kupffer para producir IL-15, que induce la 

proliferación de células T/NK. Esto eventualmente conduce a la homeostasis de las células 

T/NK y al equilibrio del microambiente inmunológico local. Además, Gal-9 exógena 

también puede mejorar significativamente la esteatosis inducida por la dieta y la obesidad de 

una manera dependiente de las células T/NK a través de la vía de señalización TIM-3/Gal-9 

(Tang et al., 2013). 

 

Trombocitopenia inmunitaria 

 

La trombocitopenia inmunitaria (ITP, por sus siglas en inglés de Immune 

Thrombocytopenia) es un trastorno hemorrágico autoinmune causado por una desregulación 

inmune que involucra diferentes mecanismos, los cuales incluyen la formación de 
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anticuerpos antiplaquetarios del tipo inmunoglobulina G (IgG) contra varios antígenos de 

superficie plaquetaria, la fijación del complemento y la disfunción de los linfocitos T, que 

desempeñan funciones importantes en la fisiopatología de la ITP (Zahran et al., 2018). Los 

pacientes con ITP poseen células T autorreactivas a plaquetas que presentan un aumento de 

la secreción de citocinas proinflamatorias debido a la pérdida de tolerancia periférica. La 

desregulación de la inmunidad celular en la ITP incluye un cambio significativo de las 

respuestas inmunitarias proinflamatorias de las células Th1 y Th17, y una pérdida de 

tolerancia como resultado de un número reducido y funcionamiento defectuoso de las células 

T reguladoras CD4+CD25+. También hay destrucción de plaquetas por parte de linfocitos T 

citotóxicos (CTL) y defectos en células presentadoras de antígeno (APC), que 

potencialmente pueden conducir a procesamiento anormal y/o presentación de autoantígenos 

y a la estimulación de la autoinmunidad antiplaquetaria. Se ha sugerido también un vínculo 

entre la ITP y la vía TIM-3 en el que Gal-9 puede influir terapéuticamente (Zhang y Shan, 

2014). 

 

Aterosclerosis 

 

La aterosclerosis es una enfermedad crónica progresiva de las arterias, que es la base de 

muchos eventos vasculares adversos importantes y la principal causa de morbilidad y 

mortalidad por enfermedades cardiovasculares. Varios tipos de células inmunorreactivas 

están presentes durante la formación de la aterosclerosis, incluidos macrófagos, células T, 

células B, mastocitos y células dendríticas. A pesar de que los macrófagos son las células 

clave en la aterosclerosis, se ha demostrado que las células T están relacionadas con la 

aterogénesis y, en especial, se ha sugerido que las subpoblaciones de células T 

desencadenan/amortiguan los procesos inflamatorios ateroscleróticos (Yu et al., 2020). 

Previamente se ha reportado una disminución de los niveles relativos de expresión de ARNm 

de Gal-9, TIM-3 y Foxp3 en células mononucleares de sangre periférica en pacientes con 

síndrome coronario agudo (Xie et al., 2020). Con base en esos hallazgos, se ha sugerido que 

Gal-9 tiene una función inmunorreguladora significativa en el proceso de aterosclerosis (vía 

Gal-9/TIM-3) y la mejora de la señalización de Gal-9 atenúa el desarrollo de placa 

aterosclerótica, proceso que se caracteriza por una disminución de monocitos/macrófagos y 
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células T efectoras y un aumento de células Treg (células T reguladoras). Esta afirmación se 

apoya en la demostración experimental de que la administración de anti-TIM-3-Ab aumenta 

la formación de placa aterosclerótica y TIM-3, el receptor de Gal-9, actúa como un regulador 

negativo de la aterosclerosis (Foks et al., 2013). El bloqueo de las interacciones entre Gal-9 

y TIM-3 promueve el desarrollo de la aterosclerosis, regula a la baja el número de células 

Treg y regulando al alza el número de monocitos/macrófagos y células T efectoras (Yu et al., 

2020). 

 

Esclerosis múltiple 

 

La esclerosis múltiple (EM) es un trastorno degenerativo progresivo crónico del sistema 

nervioso central, caracterizado por inflamación, desmielinización, falla del proceso de 

remielinización y pérdida axonal. La EM es una enfermedad autoinmune dependiente de 

células Th1 y se caracteriza por altas cantidades de IFN-γ. Gal-9 se encontró en núcleos de 

microglía en lesiones activas de esta enfermedad, mientras que en las lesiones inactivas se 

encontró en el citoplasma (Stancic et al., 2011), este hecho sugiere que Gal-9 puede estar 

involucrada en la regulación del promotor de genes relacionados con la inflamación asociada 

a la EM. Además, se han reportado niveles altos de Gal-9 en el líquido cefalorraquídeo de 

pacientes con esclerosis múltiple secundaria progresiva, comparado con los controles sanos 

(Burman y Svenningsson, 2016). 

 

Artritis reumatoide 

 

En modelos de roedores de artritis inmunomediada (Rodent Models of Immune-Mediated 

Arthritis, RMIA) que se utilizan comúnmente para evaluar los mecanismos de esta 

enfermedad inflamatoria de las articulaciones, se ha reportado que Gal-9 regula 

negativamente la progresión de la artritis reumatoide (AR) al inducir la diferenciación de 

células T vírgenes a Treg y, por lo tanto, inducir la apoptosis de células TIM3+Th1 y células 

Th17 proinflamatorias (Seki et al., 2007). Gal-9 induce también la apoptosis de sinoviocitos 

hiperproliferativos (pannus) en las articulaciones degradadas por la AR, lo que, en 

consecuencia, disminuye los niveles de IL-6 proinflamatoria. En cultivos celulares, la 
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incubación con Gal-9 disminuye la expresión de citocinas proinflamatorias como IL-1β, IL6, 

TNF-α, MCP-1, MIP-2, IL-12 e IL-17 (John y Mishra, 2016). 

 

Desórdenes alérgicos 

 

Asma. Se ha demostrado, en un modelo murino de asma, que la administración de Gal-9 

reduce la hipersensibilidad y la inflamación de las vías respiratorias asociada con Th2. La 

interacción de CD44 con hialuronano media la migración de células T a los pulmones, con 

lo que se genera un aumento de las respuestas alérgicas; Gal-9 se une a CD44 e inhibe esta 

migración (Katoh et al., 2007).  

La administración de Gal-9 suprime la reacción asmática inmediata en cobayas al formar 

un complejo con IgE y, por lo tanto, previene la desgranulación de los mastocitos, que de 

otro modo liberarían mediadores proinflamatorios (Niki et al., 2009). 

En una evaluación de las muestras de esputo de pacientes con asma para el análisis de 

inflamación de las vías respiratorias, se ha reportado que los macrófagos expresaban niveles 

bajos de Gal-1 y Gal-9. Los bajos niveles de Gal-1 y Gal-9 en pacientes con asma pueden 

estar involucrados a las respuestas inflamatorias asociadas con esta enfermedad (Sánchez-

Cuellar et al., 2012). 

 

Dermatitis atópica. La dermatitis atópica (AD, por sus siglas en inglés de Atopic 

Dermatitis) es una enfermedad alérgica de la piel caracterizada por eosinofilia periférica, 

activación de mastocitos y predominio de células Th2. Los niveles séricos de Gal-9 en 

pacientes con AD son significativamente más altos que los de controles sanos y se 

correlacionan con el índice de gravedad y el área del eccema. Los niveles séricos de Gal-9 

disminuyen después del tratamiento contra la AD, acompañados de una mejoría de las 

lesiones cutáneas. Un estudio inmunohistoquímico reportado en este mismo artículo reveló 

que Gal-9 se expresa en queratinocitos epidérmicos y mastocitos en la piel lesionada de la 

AD. Los resultados sugieren que la expresión elevada de Gal-9 está asociada con la 

progresión de la AD (Nakajima et al., 2015). 
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Alergias alimentarias. Se ha planteado que Gal-9 tiene una función inmunorreguladora 

significativa durante la inflamación alérgica inducida por los alimentos; en ratones 

sensibilizados al trigo, la administración de Bifidobacterium breve M-16V (GF/Bb) aumenta 

la concentración de Gal-9 en suero y disminuye la desgranulación de mastocitos, reduciendo 

la gravedad de la alergia. Estos efectos fueron abolidos parcialmente por la neutralización de 

Gal-9 sérica (de Kivit et al., 2012; Sziksz, Vannay y Haczku, 2012). 

 

Cáncer 

 

Transformación celular 

 

Se ha establecido una correlación negativa entre la expresión de Gal-9 y la transformación 

maligna (John y Mishra, 2016). En el carcinoma de células escamosas de cuello uterino, la 

expresión disminuida de Gal-9 puede estar asociada con la desdiferenciación de células 

epiteliales normales a neoplasia intraepitelial cervical. La pérdida de la expresión de Gal-9 

está asociada con la disminución de la expresión de E-cadherina en las células epiteliales 

(Mishra et al., 2010), por lo que disminución de E-cadherina en el cáncer de cuello uterino 

podría estar involucrada en la gravedad de las lesiones y la transformación maligna (Liang et 

al., 2008). 

 

Apoptosis 

 

La regulación de la apoptosis es una de las funciones intracelulares más estudiadas de 

Gal-9, relevante para la progresión tumoral. Los principales factores que influyen en los 

efectos de Gal-9 sobre la apoptosis de células cancerígenas son: los ligandos, la 

compartimentación celular, las respuestas dosis-tiempo y los tipos de células (John y Mishra, 

2016). 

La estructura dimérica estable de Gal-9 es importante para inducir apoptosis en células 

de mieloma múltiple, mediante la activación de la señalización de JNK (quinasas c-Jun N-

terminal, por sus siglas en inglés de c-Jun N-terminal kinases) y p38-MAPK (cinasas 

activadas por mitógenos, por sus siglas en inglés de mitogen-activated protein kinases) y 



 

19 

mediante la activación independiente de caspasa-8, -9 y -3 (Kobayashi et al., 2010); estas 

cinasas pueden fosforilar H2AX (un indicador de daño del ADN), lo que conduce a la 

fragmentación del ADN y la apoptosis. En la leucemia mieloide crónica, Gal-9 se ha 

relacionado con la vía apoptótica ATF3-Noxa en la que la pérdida del potencial de membrana 

mitocondrial y la inducción del estrés del retículo endoplásmico es precedida por la 

activación de las cascadas de caspasa-3/caspasa-8/caspasa-9 y caspasa-8/caspasa-4 (señales 

proapoptóticas) (Kikushige et al., 2015). 

En pacientes con infección crónica por virus de la hepatitis C o virus de la hepatitis B, 

Gal-9 induce la apoptosis mediada por TIM-3 de las células T efectoras, favorece la 

expansión de células Treg y atenúa las respuestas inmunitarias adaptativas para inducir el 

fallo de la respuesta inmunitaria, facilitando de esa manera la persistencia viral. Gal-9 

muestra un efecto tumoral al mediar la disfunción de las células T en el carcinoma 

nasofaríngeo asociado al virus de Epstein-Barr y hepatocarcinoma y predice un mal 

pronóstico en pacientes con hepatocarcinoma asociado al virus de la hepatitis B (Bacigalupo 

et al., 2013). 

El efecto inhibidor de Gal-9 sobre cánceres sólidos (mama, colon, oral, gástrico, etc.) 

parece depender de la interferencia con varias características metastásicas de las células 

cancerígenas en lugar de la citotoxicidad inmediata. Aunque las células B no expresan TIM-

3, las líneas celulares de linfoma de células B son sensibles a la inducción de muerte celular 

por Gal-9 recombinante (Bacigalupo et al., 2013). Por lo tanto, Gal-9 induce la muerte celular 

apoptótica en muchos tipos de cáncer como el melanoma (Wiersma et al., 2012), cáncer de 

mama, carcinoma hepatocelular, leucemia de células T maduras (Kashio et al., 2003), 

mieloma múltiple (Kobayashi et al., 2010), leucemia mieloide crónica (Kuroda et al., 2010), 

linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin, sarcoma (Nagahara et al., 2008), carcinoma de 

vesícula biliar (Tadokoro et al., 2016), cáncer gástrico (Takano et al., 2016), 

colangiocarcinoma (Kobayashi et al., 2015), entre otros. Sin embargo, en la leucemia 

mieloide, TIM-3/Gal-9 activan las vías ERK1/2 y AKT que permiten que la β-catenina y la 

NF-κB impulsen cooperativamente vías de señalización implicadas en la malignidad de este 

cáncer (Elahi et al., 2012). 
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Adhesión, migración e invasión 

 

El desprendimiento de las células cancerígenas de su sitio primario al dañarse los 

contactos célula-célula, la invasión de la matriz extracelular por interacciones célula-célula 

y célula-matriz, la unión de células cancerígenas al endotelio vascular, la invasión de células 

cancerígenas a través del endotelio vascular, la migración a sitios distantes y el 

establecimiento del crecimiento tumoral con neovascularización son los pasos esenciales en 

la metástasis tumoral maligna (Leber y Efferth, 2009; Martin et al., 2013). En los estudios 

sobre el cáncer, numerosos hallazgos apoyan la importancia de Gal-9 en los procesos de 

adhesión, migración e invasión. Gal-9 juega un papel importante en la formación de 

agregados celulares (Irie et al., 2005), interacciones célula-matriz extracelular (Nobumoto et 

al., 2008) e interacciones inhibidoras entre célula y endotelio (Zhang et al., 2009) y 

prevención de invasiones de células cancerígenas (Kageshita et al., 2002; Irie et al., 2005; 

Liang et al., 2008; Zhang et al., 2012). Si bien Gal-9 promueve la agregación celular, 

previene la adhesión celular de las células cancerígenas con las células endoteliales 

vasculares al bloquear la interacción entre las VCAM1 (moléculas de adhesión celular 

vascular, por sus siglas en inglés de Vascular Cell Adhesion Molecule 1) y VLA4 (antígeno 

muy tardío 4, por sus siglas en inglés de Very Late Antigen-4) (Nobumoto et al., 2008). Tanto 

la forma endógena como la Gal-9 secretada exógenamente pueden inhibir el contacto libre 

de células (Zhang et al., 2009). 

Gal-9 puede desencadenar la agregación de células cancerígenas (Kageshita et al., 2002; 

Irie et al., 2005), afectar el desprendimiento de células (Nobumoto et al., 2008) y prevenir el 

escape de células cancerígenas del tumor primario (Irie et al., 2005; Kageshita et al., 2002; 

Liang et al., 2008; Zhang et al., 2012). Gal-9 puede inhibir el proceso metastásico mediante 

el bloqueo de la adhesión celular a los componentes de la matriz extracelular, como el 

colágeno, la laminina y la fibronectina (Nobumoto et al., 2008). Sin embargo, las células de 

carcinoma escamoso oral que expresan baja Gal-9 muestran una mayor adhesión al colágeno 

y fibronectina (Kasamatsu et al., 2005). Además, se ha reportado que TIM-3 expresado por 

células endoteliales facilita la metástasis por células de melanoma y en tales casos se puede 

usar Gal-9 recombinante para reducir la adhesión/metástasis de células cancerígenas 

bloqueando competitivamente TIM-3 en las células endoteliales (John y Mishra, 2016). 
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Gal-9 se expresa altamente en lesiones melanocíticas de baja malignidad, mientras que 

las lesiones metastásicas se caracterizan por una expresión baja o nula de Gal-9. En 

hepatocarcinoma, la disminución de Gal-9 da como resultado metástasis en los ganglios 

linfáticos, invasión vascular y metástasis intrahepática, mientras que el aumento de la 

expresión de Gal-9 inhibe la adhesión y la invasión de las células cancerígenas al endotelio 

(Zhang et al., 2012; Bacigalupo et al., 2013). 

Los tumores de carcinoma de mama primarios se caracterizan por altos niveles de Gal-9 

endógena, mientras que todas las metástasis distantes carecen de expresión de Gal-9 (Irie et 

al., 2005). El epitelio normal y el carcinoma de cuello uterino de bajo grado presentan niveles 

altos de Gal-9, mientras que las lesiones de carcinoma de cuello uterino de alto grado 

presentan niveles muy bajos de Gal-9 (Liang et al., 2008), por lo tanto, la pérdida de Gal-9 

es un factor pronóstico negativo en estos tipos de cáncer. 

Las células cancerígenas transfectadas con Gal-9 mostraron una menor metástasis que las 

células cancerígenas negativas para Gal-9 en modelos murinos de melanoma y cáncer de 

colon. Además, la administración intravenosa de Gal-9 recombinante redujo 

significativamente la formación de metástasis de melanoma y células de cáncer de colon en 

un modelo murino (Kageshita et al., 2002). Tomados en conjunto, estos datos indican que 

Gal-9 expresada de forma endógena inhibe la formación de metástasis en ciertos tipos de 

cánceres. Gal-9 puede modular positiva o negativamente el comportamiento invasivo de las 

células cancerígenas, de modo que sus mecanismos completos y resultados siguen siendo en 

gran parte desconocidos con los diferentes tipos de cáncer. Por ejemplo, se ha encontrado 

que la Gal-9 aumenta la adhesión en melanoma (Kageshita et al., 2002), cáncer oral 

(Kasamatsu et al., 2005) y de las células de cáncer de colon (Zhang et al., 2009) pero reduce 

la adhesión de las células de cáncer de mama (Irie et al., 2005). 

 

Escape inmunológico 

 

En el contexto inmunológico, Gal-9 está bien caracterizada como un quimioatrayente de 

eosinófilos (Matsumoto, 1998; Sato et al., 2002). Los eosinófilos se asocian 

predominantemente con la actividad antitumoral y generalmente son indicadores de un buen 

pronóstico en patologías (Thijssen et al., 2015). Curiosamente, la eosinofilia se observa a 
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menudo en tumores hematológicos y de colon (Munitz y Levi-Schaffer, 2004; Wedemeyer y 

Vosskuhl, 2008), además, estos tumores muestran con frecuencia una mayor expresión de 

Gal-9 en comparación con el tejido normal. Gal-9 derivada del tumor media la infiltración 

de eosinófilos en el microambiente tumoral y la pérdida de Gal-9, como se observa en varios 

tipos de tumores sólidos, permite que los tumores escapen de la respuesta antitumoral 

mediada por eosinófilos (John y Mishra, 2016). La capacidad de Gal-9 para modular la 

diferenciación, expansión y migración de otras células inmunes (por ejemplo, diferenciación 

Th17, apoptosis Th1 y migración de células Th2), apoya la actividad inmunosupresora de 

Gal-9 en el escape inmunológico tumoral. Este efecto inmunosupresor de Gal-9 se ha 

propuesto como el mecanismo gracias al cual las células de carcinoma nasofaríngeo 

infectadas con el virus de Epstein-Bar escapan a la vigilancia inmunológica (Keryer-Bibens 

et al., 2006; Klibi et al., 2009). También se observa una función similar del escape inmune 

con el carcinoma hepatocelular asociado al virus de la hepatitis B a través del eje Gal-9/TIM-

3 (Bacigalupo et al., 2013; Nebbia et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado que la 

administración de Gal-9 induce la expansión de las células dendríticas, lo que resulta en la 

potenciación de la inmunidad antitumoral mediada por células CD8+ o NK en modelos de 

sarcoma y melanoma, respectivamente (Clayton et al., 2014). 

 

Enfermedades infecciosas 

 

Infecciones virales 

 

Virus de inmunodeficiencia humana. Gal-9 favorece la infección por VIH-1 al inducir 

la apoptosis de las células Th1 y la migración de las células Th2, lo cual afecta la proporción 

de células Th1/Th2 (Bi et al., 2011). Gal-9 se une a O-glicanos en la proteína disulfuro 

isomerasa (PDI, por sus siglas en inglés de Protein Disulfide-Isomerase) del receptor de 

células T de las células Th2 (Fenouillet et al., 2001). Los ensayos de inmunoprecipitación y 

migración de células T han revelado que la interacción Gal-9-PDI induce la migración de 

células Th2 al aumentar la concentración y el tiempo de retención de PDI en la superficie de 

las células Th2. Por consiguiente, se ha demostrado que la adición exógena de Gal-9 aumenta 

la entrada viral de una manera dependiente de PDI, ya que los inhibidores de PDI revierten 
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la entrada viral mediada por Gal-9 in vitro. En resumen, el microambiente Th2 resultante de 

la regulación positiva de Gal-9 es aprovechado por el VIH-1 para promover la infección 

(Ayona et al., 2020). 

 

Virus de la hepatitis B. Un nivel elevado de Gal-9 se correlaciona con la regulación 

positiva de las células Treg de memoria (mTreg) lo que provoca una expansión de estas 

células a través de la interacción Gal-9/TIM-3 que puede limitar los daños hepáticos 

provocados durante la fase inflamatoria de la infección crónica por virus de la hepatitis B 

(VHB) (Hu et al., 2017). Se ha reportado que la vía de señalización TIM-3/Gal-9 regula la 

disfunción y el agotamiento de las células T en la infección crónica por VHB (Li et al., 2012). 

Por último, se han reportado niveles detectables de Gal-9 en biopsias de pacientes infectados 

por VHB (Barjon et al., 2012). 

 

Virus de la hepatitis C. Se ha reportado que la persistencia de la infección por el virus 

de la hepatitis C (VHC) está relacionada con el aumento de los niveles de Gal-9 y la 

expansión de las Treg que expresan Gal-9 (Zhuo et al., 2017; Kared et al., 2013; Harwood et 

al., 2016).  La infección puede deberse a un desequilibrio entre las células Treg productoras 

de Th17 y Gal-9 que producen IL-21, lo que sugiere que Gal-9 e IL21 median la regulación 

cruzada entre las células Th17 y Treg durante la infección por VHC, respectivamente. 

Además, las células infectadas por el VHC estimulan a los monocitos a diferenciarse en 

macrófagos, lo que contribuye al aumento de Gal-9 en el hígado y suero de pacientes 

infectados con VHC (Harwood et al., 2016). Se reportan también niveles bajos, pero 

detectables, de Gal-9 en hepatocitos, leucocitos y células de Kupffer en biopsias de pacientes 

infectados con VHC (Wang et al., 2020). 

 

Virus del herpes simple. Gal-9 participa en la reactivación del virus del herpes simple 

(HSV). Tras la infección por HSV, las células T CD8+ se acumulan en el ganglio del 

trigémino y mantienen la latencia del HSV, pero la latencia intermitente y la reactivación son 

provocadas por la interacción TIM-3/Gal-9. Se ha demostrado que los ganglios del trigémino 

infectados con virus (replicantes/latentes) presentan la expresión de Gal-9 regulada al alza, 

la cual interactúa con TIM-3 de las células T CD8+ y reduce la función efectora de las células 
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T e induce su apoptosis (Reddy et al., 2011). Las células T CD8+ aisladas del ganglio del 

trigémino de ratones infectados deficientes de Gal-9 presentan una mayor funcionalidad 

efectora que las aisladas de ratones silvestres; un indicio de esta funcionalidad es la presencia 

detectable de citocinas proinflamatorias IFN-γ y TNF-α. Además, la adición de Gal-9 

recombinante a cultivos de células de ganglio del trigémino infectados con HSV en la fase 

latente dio como resultado la apoptosis de la mayoría de las células T CD8+. La reactivación 

de HSV a partir de la latencia puede ocurrir cuando se altera el número o la función efectora 

de las células T CD8+ del ganglio del trigémino (Freeman et al., 2007; Strauss et al., 2002), 

por lo tanto, Gal-9 parece favorecer la infección por HSV-1 al facilitar la reactivación viral 

de la latencia bajo la influencia de los mecanismos homeostáticos del hospedero (Reddy et 

al., 2011). 

 

Virus de Epstein-Barr. Un estudio in vitro sobre carcinomas nasofaríngeos asociados al 

virus de Epstein-Barr (EBV) ha sugerido que Gal-9 contribuye al progreso de la infección 

(Ayona et al., 2020). El carcinoma nasofaríngeo asociado al EBV produce exosomas que 

contienen Gal-9 (Pioche-Durieu et al., 2005), estos exosomas protegen a Gal-9 de la escisión 

proteolítica y conservan su capacidad de unión a TIM-3. En consecuencia, se ha demostrado 

que estos exosomas inducen la apoptosis de células T CD4+ específicas de EBV a través de 

la vía TIM-3/Gal9 y que la apoptosis puede inhibirse neutralizando anticuerpos dirigidos 

contra el dominio de unión a TIM-3 de Gal-9 (Klibi et al., 2009). 

 

Virus sincitial respiratorio. Se ha reportado que la administración de Gal-9 provoca una 

reducción de la patología pulmonar y la carga viral en la infección por virus sincitial 

respiratorio, que pueden inhibir la producción de células Th17 y alterar la apoptosis de las 

células T CD8+ (Lu et al., 2015). 

 

Virus de la influenza. Se ha informado que Gal-9 desempeña funciones en la infección 

por el virus de la influenza: los pacientes infectados con virus de la influenza presentan 

niveles altos de Gal-9 en plasma (Katoh et al., 2014); otro estudio en un modelo murino 

específico para el estudio de la influenza A reportó que obstaculizar las señales de Gal-9 

dirigidas a las células que expresan TIM-3 causa una respuesta inmune por medio de la 
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respuesta de las células T CD8+ específicas del virus de la influenza, mejorando así la 

generación de anticuerpos específicos hacia el virus (IgM, IgG e IgA) y promoviendo la 

eliminación rápida del virus (Sharma et al., 2011). 

 

Virus del dengue. En la infección por el virus del dengue (DENV), Gal-9 funge como 

un biomarcador que puede ayudar a rastrear la respuesta inflamatoria inducida por la 

infección por DENV, pues los niveles de Gal-9 en plasma de estos pacientes es notablemente 

elevado (Chagan-Yasutan et al., 2013). Además, un informe indicó una regulación al alza de 

Gal-9 en células dendríticas humanas (DC) después de la infección por DENV; en este mismo 

estudio se reporta que las DC knockout para Gal-9 inhiben la migración estimulada por 

DENV al quimioatrayente CCL19 y CCL21, y reducen su producción de IL-12p40 y la 

activación del factor nuclear κB (NF-κB), lo que sugiere que Gal-9 es un objetivo terapéutico 

para prevenir la inmunopatogénesis inducida por DENV (Hsu et al., 2015). 

 

Infecciones bacterianas 

 

Klebsiella pneumoniae. Durante la infección por K. pneumoniae, la citocina IL-17A 

juega un papel crucial en la defensa del hospedero contra la infección (Ye et al., 2001). IL-

17A es producida por células Th17 que también son susceptibles a la apoptosis mediada por 

Gal-9/TIM-3. Consecuentemente, se ha demostrado que la administración de Gal-9 a ratones 

infectados con K. pneumoniae reduce la secreción de citocinas por las células Th1 y Th17 y 

también inhibe la regulación positiva de G-CSF (factor estimulante de colonias de 

granulocitos) y MIP-2 (proteína inflamatoria de macrófagos 2), que son cruciales para la 

diferenciación de neutrófilos. Por tanto, la inyección de Gal-9 a ratones infectados reduce el 

aclaramiento bacteriano, lo que resulta en una tasa de supervivencia más baja que la del grupo 

de control sin tratamiento con Gal-9. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la apoptosis 

de células Th1 y Th17 mediada por Gal-9/TIM-3 actúa como un regulador negativo del 

mecanismo de defensa del hospedero contra K. pneumoniae (Wang et al., 2011; Ayona et al., 

2020). 
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Citocinas que aumentan la expresión de Gal-9 

 

Se ha reportado que las citocinas proinflamatorias, pero no las antinflamatorias, inducen 

o aumenta la expresión de Gal-9 en diferentes líneas celulares. La evidencia experimental al 

respecto se resume en la Tabla 1: 

 

Tabla 1. Evidencia experimental del efecto de citocinas proinflamatorias en los cambios 

de expresión de Gal-9 en diversas líneas celulares.  

 

Citocina Efecto en línea celular Referencia 

IFN-γ Aumenta la expresión de Gal-9 en células HUVEC (vía 

HDAC3/P13K/IRF3), en fibroblastos (vía MAPK, PI3K y 

JAK/STAT), en APCs (células presentadoras del 

antígeno), en astrocitos TCR (vía TNF/TNFR1/JNK/c-

Jun), en células mesenquimales multipotentes humanas 

(MSC, por sus siglas en inglés Mesenchymal Stem Cells) 

y en células mesenquimales derivadas de la médula ósea 

(BM-MSC, por sus siglas en inglés de Bone Marrow-

derived Mesenchymal Stem Cells). 

Alam et al., 2011; 

Imaizumi et al., 

2002; Park et al., 

2011; Asakura et 

al., 2002; Li et al; 

2012; Steelman et 

al., 2013; Zhu et 

al., 2005; Gieseke 

et al., 2013; Kim 

et al., 2015 

IFN-α estimula la expresión de Gal-9 en células dendríticas.  van den Hoogen et 

al., 2018. 

IFN-β Induce la expresión de Gal-9.  Leaman et al., 

2003 

 En fibroblastos de prepucio humano (HFF-1) infectados 

con citomegalovirus humano primario (HCMV, por sus 

siglas en inglés de Human Cytomegalovirus), regula 

positivamente la expresión de Gal-9. 

McSharry et al., 

2014. Schilling et 

al., 2021. 

IL-1β Estimula la expresión de Gal-9 en astrocitos.  Yoshida et al., 

2001; Steelman et 

al., 2013. 
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TNF-α Aumenta la expresión de Gal-9 en astrocitos e Induce la 

expresión y secreción de Gal-9 en BM-MSCs 

Steelman et al., 

2013; Kim et al., 

2015. 

 

Se ha demostrado que las citocinas antiinflamatorias inducen el proceso contrario; de 

hecho, se ha reportado que IL-5, citocina antiinflamatoria (Opal y DePalo, 2000) regula a la 

baja la expresión de Gal-9 en eosinófilos (Saita et al., 2002). 

 

Interferones 

 

Definición 

 

Se sabe que el gen LGALS9 es estimulado por IFN (Kane et al., 2016), sin embargo, se 

desconocen los factores de transcripción específicos involucrados en este proceso. 

Los IFN son una familia de citocinas que participan en vías de señalización y se agrupan 

de acuerdo con su origen celular y sus agentes inductores. De estas citocinas ha sido descrita 

principalmente su actividad antiviral. Después de unirse a su receptor especifico, los IFN 

activan la vía de transducción de señal que activa a su vez una amplia gama de genes que son 

conocidos por su papel en la actividad antiviral y en procesos de inmunomodulación y control 

de la proliferación. La inhibición del crecimiento del virus o de la proliferación de células 

mediada por IFN está asociada con cambios fisiológicos, algunos de los cuales dependen de 

la actividad de proteínas específicas que son inducibles por IFN (De Andrea et al., 2002). 

Los IFN regulan una amplia gama de procesos fisiológicos que incluyen la síntesis de 

citocinas y quimiocinas (Biron, 1999), traducción de ARNm (Williams, 2001), estabilidad 

de proteínas y ARN (Silverman, 1997; Nyman et al., 2000) presentación del antígeno 

(Taniguchi et al., 2001), tráfico nuclear (Enninga et al., 2002), diferenciación celular 

(Takayanagi et al., 2002; Horiuchi. Hayashida, Akishita, 2000), división celular y apoptosis 

(Kissil y Kimchi, 1998). Estas citocinas se han catalogado principalmente en tres clases: 

Tipo I, donde se incluyen principalmente a IFN -α y β (Figura 4 y Tabla 2); tipo II, cuyo 

miembro más representativo (y único reportado a la fecha) es IFN-γ (Figura 4 y Tabla 2), y 

tipo III, compuesta por IFN-λ.  
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Los IFN transducen señales a través de vías diferentes, pero estrechamente relacionadas 

entre sí (Tabla 2): 

 

Tabla 2. Clasificación de IFN. 

 

Tipos de 

IFN 

Nombres Locus Cadena 

Receptora 1 

Cadena 

Receptora 2 

Vías de 

transducción de 

señales 

IFN de 

tipo I 

IFN-α 9p21+3 IFN-αR1 IFN-αR2 Jak1, Tyk2 

 IFN-β 9p21+3   Stat1, Stat2, Stat3 

 IFN-δ No identificado   Stat4, Stat5 

 IFN-ε 9p21+3   PI3K 

 IFN-κ 9p21+3   Akt 

 IFN-τ No identificado   NF-κB 

 IFN-ω 9p21+3   MAPK 

 Limitina 

(IFN-ζ) 

No identificado   p53/ PRMT1 

IFN de 

tipo II 

IFN-γ 12q14+3 IFN-γR1 IFN-γR2 Jak1, Jak2/ Stat1, 

Stat3, Stat5/ 

PI3K/ Akt/ NF-

κB/ MAPK 

IFN de 

tipo III 

IFN-λ1 (IL-

29) 

19q13+2 IL-28R1 IL-28R1 Stat5 

 IFN-λ2 

(IL-28B) 

19q13+2   Stat1, Stat2, Stat3 

 IFN-λ3 

(IL-28A) 

19q13+2   Jak1, Tyk2 

 IFN-λ4 19q13+2   JAK-STAT 

Modificado de Pestka, Krause y Walter, 2004. 
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Debido a la escasa información referente al efecto de los IFN de tipo III sobre la expresión 

y regulación de Gal-9, los antecedentes presentados en este trabajo se centrarán en los IFN 

de tipo I y II, pues existen bases experimentales que señalan a los IFN -α, -β y -γ incrementan 

o inducen su expresión en diferentes líneas celulares. 

 

Vías canónicas de señalización de IFN de tipo I y II 

 

En lo que respecta a la vía de señalización de los IFN del tipo I, estos son reconocidos 

por un receptor heterodimérico compuesto por las subunidades 1 y 2 del receptor de 

interferón-α (IFNAR, por sus siglas en inglés de Interferon Alpha Receptor). Tras la 

interacción con el ligando, ocurre la fosforilación del receptor mediada por JAK, que conduce 

al reclutamiento y activación de STAT1 y STAT2 citoplasmáticos; una vez fosforiladas 

STAT1 y STAT2; éstas se asocian con el factor regulador de interferón 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 interferón (ISGF3, por sus siglas 

en inglés de Interferon Stimulated Gene Factor 3), el cual es transportado al núcleo, dónde 

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 

(Figura 4, izquierda) (Michalska et al., 2018). 

El IFN de tipo II, como ligando, interactúa exclusivamente con el receptor formado por 

dos subunidades del receptor del interferón-γ 1 (IFNGR1, por sus siglas en inglés de 

Interferon Gamma Receptor 1) y dos del receptor del interferón-γ 2 (IFNGR2, por sus siglas 

en inglés de Interferon Gamma Receptor 2), cuya fosforilación es mediada por JAK 1 y 2, 

las cuales a su vez son capaces de fosforilar sólo proteínas STAT1, que a su vez forman un 

homodímero llamado factor activado por γ (GAF, por sus siglas en inglés de γ-Activated 

Factor). El homodímero GAF translocará al núcleo, activando genes que contengan la 

secuencia activada por γ (GAS, por sus siglas en inglés de γ-Activated Sequence,) (Figura 4, 

derecha) (Michalska et al., 2018). 
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Fig. 4. Vías de señalización inducidas por IFN de tipo I (izquierda) y II (derecha). Las 

letras “p” en la imagen indican fosforilación. Modificado de Michalska et al., 2018. 

 

Además de IRF9, que juega un papel fundamental en la regulación de la vía canónica de 

señalización activada por IFN de tipo I, y en vías no canónicas de señalización activada por 

IFN de tipo II, existen otros factores de transcripción de la misma familia que pueden regular 

vías de señalización activadas por IFN, de los cuales hablaremos en la siguiente sección. 

 

Familia IRF 

 

Definición y estructura 

 

La familia de factores reguladores del interferón (Interferon Regulatory Factors, IRF), 

comprende nueve miembros (IRF1-9) (Honda y Taniguchi, 2006), y está compuesta por 
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factores de transcripción que juegan un papel importante no sólo en la inducción de genes 

inducida por IFN, sino también en el desarrollo celular, la respuesta antiviral intrínseca de la 

célula, la inflamación y la oncogénesis (Savitsky et al., 2010). Todos los miembros de la 

familia IRF poseen un DBD (dominio de unión a ADN, por sus siglas en inglés de DNA 

Binding Domain) en su extremo amino terminal que se caracteriza por cinco repeticiones de 

triptófano conservadas (Taniguchi et al., 2010). El DBD forma una estructura tipo hélice-

giro-hélice que reconoce el elemento ISRE el cual se caracteriza por la secuencia 5′-

RRTTTCNNTTTYY-3′ (Cho et al., 2008; Platanitis et al., 2019). La región carboxilo-

terminal de los IRF media la interacción de un IRF específico con miembros de su misma 

familia, con otros factores de transcripción o con cofactores, así como también confiere las 

actividades específicas de cada IRF. En esta misma región se han identificado dos módulos 

de asociación: dominio 1 asociado a IRF (IAD1, por sus siglas en inglés de IRF-Associated 

Domain 1), el cual se encuentra conservado en todos los miembros de la familia IRF excepto 

IRF1 e IRF2, y el dominio 2 asociado a IRF (IAD2), el cual poseen IRF1 e IRF2 (Mamane 

et al., 1999). La naturaleza de las interacciones proteína–proteína que posibilitan estos 

dominios determina la función y especificidad de los miembros de la familia IRF, los cuales 

pueden actuar como activadores o represores transcripcionales, (Michalska et al., 2018). 

Adicionalmente, el DBD de IRF se une a un motivo específico llamado elemento IRE 

(IRE. por sus siglas en inglés de IRF Element), cuya secuencia es 5´-GAAA-3´, presente 

dentro de los promotores de los genes IFNα e IFNβ, así como en los ISG. IRE podría 

considerarse una versión más corta de ISRE y no es reconocida por ISGF3 (Michalska et al., 

2018; Antonczyk et al., 2019). Se han reportado también sitios IRE alternativos o especiales 

(GAGA, GACA) que pueden ser reconocidos por IRF3, 5 y 9 (Csumita et al., 2020). 

 

Unión al ADN de IRF y activación transcripcional 

 

Tras la unión del IFN con su receptor, se desencadena la señalización de STAT a través 

de la fosforilación de JAK1 y/o JAK2. El IFN-γ (IFN de tipo II) induce específicamente la 

formación del homodímero STAT1, mientras que los IFN-I y IFN-III inducen la formación 

del heterotrímero ISGF3, o STAT2/IRF9 en ausencia de ISGF3. Estos complejos se 

translocan al núcleo para unirse al ADN en las secuencias de reconocimiento GAS o ISRE. 
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La estimulación inicial con IFN conduce a la expresión temprana de ISG y la transcripción 

de IRF 1/5/7/8/9, STAT1 y STAT2. La acumulación de estos factores de transcripción recién 

sintetizados conduce a una oleada secundaria prolongada de expresión de ISG, que 

contribuye a la actividad antiviral y la defensa del hospedero (Michalska et al., 2018). 

Los IRF activados en las vías de señalización inducidas por IFN se unen al ISRE como 

homo y heterodímeros, en los que cada IRF entra en contacto con la secuencia IRE en lados 

opuestos del ADN. Por ejemplo, IRF1 e IRF2 pueden formar un heterodímero que se ha 

demostrado que regula la transcripción del gen EBNA1 del virus de Epstein-Barr en 

fibroblastos infectados (Schaefer, Strominger y Speck, 1997). Además, IRF1 e IRF2 se unen 

y regulan a los genes Cox-2 y prostaglandina E2 tras la estimulación con IFN-γ (Blanco et 

al., 2000). 

Se conoce también que IRF3 forma homodímeros tras la infección viral (Wang et al., 

2016; Yoneyama, Suhara y Fujita, 2002). Las estructuras cristalinas del dominio de 

transactivación de IRF3 revelan un mecanismo autoinhibidor único. Como tales, los 

elementos autoinhibidores que rodean al IAD, en una forma condensada cerrada, creando un 

núcleo hidrofóbico que mantiene la proteína en un estado inactivo. La liberación del sitio 

activo hidrófobo tras la fosforilación conduce a un cambio conformacional, expone el DBD 

y permite la unión al ADN (Qin et al., 2003; Takahasi et al., 2003). La actividad 

transcripcional de IRF3 está controlada por eventos de fosforilación en los residuos Ser385 

o Ser386 (Takahasi et al., 2003). El homodímero de IRF3 se considera el activador principal 

de la transcripción de los genes IFNβ e IFNα4, lo que lleva a la activación de la vía del IFN-

I y la expresión posterior de ISGs (Wang et al., 2016). Se ha reportado también la actividad 

transcripcional de IRF3 inducida por IFN-γ, regulada por la histona deacetilasa 3 (HDAC3), 

en la que la fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) fosforila IRF3, lo cual permite la dimerización de 

este factor de transcripción y su posterior translocación al núcleo (Bi et al., 2011; Alam et 

al., 2011). 

El modelo propuesto de la activación transcripcional por IRF5 e IRF7 es similar al de 

IRF3 e implica cambios conformacionales inducidos por la fosforilación C-terminal seguida 

de homo y heterodimerización, y translocación al núcleo. Sin embargo, otros miembros de la 

familia IRF pueden funcionar a través de diferentes sistemas de activación independientes de 

la fosforilación; uno de estos miembros es IRF4, que se caracteriza por una baja afinidad de 
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unión al ADN y posee una región autoinhibidora (AR, por sus siglas en inglés de Auto-

inhibitory Region) compuesta por los últimos 30 aminoácidos del IAD. En un modelo de 

mecanismo autoinhibidor propuesto por Remesh et al. (2015), se sugiere que el AR interactúa 

directamente con el DBD y deja la proteína en un estado inactivo autoinhibido. Tras la 

interacción con un compañero de unión, la estructura de la proteína se reorganiza, expone el 

DBD y permite que IRF4 entre en contacto con el ADN. Debido a la alta similitud estructural, 

se especula que la regulación de la actividad de IRF8 ocurre de manera similar (Barnes, Field 

y Pitha-Rowe, 2003; Remesh et al., 2015). 

Un estudio de genoma completo en el que se utilizaron microarreglos de unión a proteínas 

que se empleó para caracterizar la unión al ADN de los homodímeros IRF3/5/7 reveló que, 

además de los sitios de unión comunes, hay un gran número de sitios de unión al ADN 

específicos de dímeros en el genoma humano (Andrilenas et al., 2018). De manera similar a 

los homodímeros, los heterodímeros de IRF forman un complejo con un IRF a cada lado de 

la hélice del ADN, y ambos entran en contacto con la secuencia ISRE. Tanto IRF5 como 

IRF7 se expresan constitutivamente en monocitos, linfocitos B y precursores de células 

dendríticas Cuando IRF7 se fosforila, puede interactuar con IRF5 y formar un heterodímero. 

Mediante el mapeo del dominio de interacción, Barnes et al. (2004) demostraron in vitro que 

los heterodímeros de IRF5/IRF7 se forman a través del extremo amino y enmascaran el 

dominio de unión al ADN, lo que da como resultado una alteración en el complejo de 

enhanceosoma de conjuntos de genes activados por IFN-α (Barnes, Field y Pitha-Rowe, 

2003). El heterodímero IRF5/7 activa la expresión de genes que codifican proteínas 

inflamatorias, antivirales y proapoptóticas (Barnes et al., 2004; Li et al., 2008). 

El heterodímero mejor estudiado es IRF3/IRF7 (Antonczyk et al., 2019). IRF3 e IRF7 

interactúan durante etapas específicas del proceso inflamatorio. En líneas celulares de 

fibroblastos humanos, la infección viral activa IRF7 y, en consecuencia, aumenta la 

regulación de MAP3K8, una cinasa que inhibe la formación del dímero de IRF3 y promueve 

la formación de heterodímeros de IRF3/IRF7, necesarios para limitar la replicación viral in 

vitro (Schmid et al., 2014). 
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Evidencia experimental del efecto de los IFN en la expresión de Gal-9 

 

IFN de tipo I (IFN-α e IFN-β) 

 

Se ha mencionado previamente que Gal-9 es inducida por mediadores proinflamatorios 

implicados en la fisiopatología de las enfermedades autoinmunes. En un estudio in vitro 

donde se incubaron células dendríticas con IFN-α durante 3 horas, la expresión de Gal-9 

mostró un incremento significativo (van den Hoogen et al., 2018). 

En el caso del IFN-β, los estudios de microarreglos indican que el IFN-β induce la 

expresión de Gal-9 (Leaman et al., 2003). En un estudio en el que las células de fibroblastos 

de prepucio humano (HFF-1) fueron infectadas con HCMV o HCMV inactivado con luz UV, 

la presencia de anticuerpos policlonales de IFN-β humanos evitó la regulación al alza de Gal-

9, perfilando al IFN-β como una molécula esencial para la regulación positiva de Gal-9 

relacionada con el HCMV. En este mismo estudio, se informó que el IFN-β recombinante 

por sí solo aumentó de manera significativa la expresión de Gal-9, sugiriendo que IFN-β es 

el principal factor impulsor de la regulación positiva de Gal-9 mediada por HCMV 

(McSharry et al., 2014; Schilling et al., 2021). 

 

IFN de tipo II (IFN-γ) 

 

Gal-9 derivada de astrocitos en respuesta a citocinas proinflamatorias aumenta la 

apoptosis de las células Th1, lo cual sugiere que Gal-9 podría actuar como una de las señales 

de retroalimentación negativa para amortiguar la inmunidad Th1 en el sistema nervioso 

central. (Steelman et al., 2013). 

En células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) estimuladas con IFN-γ, 

la expresión de Gal-9 está regulada por HDAC3 y la fosforilación de IRF3 mediada por PI3K 

(Imaizumi et al., 2002; Alam et al., 2011). En este último artículo se reporta que IFN-γ induce 

la expresión de Gal-9 en HUVEC de una manera dependiente del tiempo, que coincide con 

la activación de HDAC3. La expresión de Gal-9 inducida por IFN-γ fue abolida en células 

endoteliales tratadas con el inhibidor de HDAC3, apicidina, o tras el silenciamiento de 

shRNA-HDAC3, sin embargo, la sobreexpresión de HDAC3 induce la interacción entre 
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PI3K e IRF3, lo cual conduce a la fosforilación de IRF3, su translocación al núcleo y la 

inducción de la expresión de Gal-9. HDAC3 funciona como una proteína de andamio para la 

interacción PI3K/IRF3 (Alam et al., 2011). En el trabajo de Imaizumi et al. (2002), se detectó 

Gal-9 en fracciones citosólicas y de membrana de HUVEC estimuladas con IFN-γ; Gal-9 se 

expresa en el endotelio de lesiones inflamatorias humanas, pudiendo mediar, en parte, las 

respuestas inmunitarias en las células endoteliales inducidas por el IFN-γ (Imaizumi et al., 

2002). 

HDAC3 es esencial para la transcripción constitutiva de PI3K e IRF3. La fosforilación 

de IRF3 es necesaria para la expresión de Gal-9; la posterior dimerización de IRF3 y la 

actividad transcripcional que exacerba están reguladas por fosforilación, que ocurre en el 

residuo Ser-386. La fosforilación de la Ser-386 de IRF3 está mediada por PI3K en respuesta 

a la infección por virus. IFN-γ induce la fosforilación de la Ser-386 de una manera 

dependiente de PI3K y HDAC3. Tanto el inhibidor de PI3K como el de HDAC3 suprimen la 

fosforilación de la Ser-386 de IRF3 inducida por IFN-γ. La fosforilación de Ser-386 es 

imperativa para la expresión de Gal-9 mediada por IRF3, ya que se ha demostrado que IRF3 

con una mutación en la Ser-386 pierde su función reguladora sobre la expresión de Gal-9 

(Alam et al., 2011). 

De manera similar, la expresión de Gal-9 inducida por IFN-γ en fibroblastos media la 

adhesión de eosinófilos a las células, lo que sugiere un papel crucial de Gal-9 en fibroblastos 

estimulados por IFN-γ como modulador fisiológico en los sitios inflamatorios (Asakura et 

al., 2002). Gal-9 exhibe una actividad quimioatrayente de eosinófilos potente y selectiva in 

vitro e in vivo, y está implicada en la patogénesis de la poliposis nasal, la cual es una 

enfermedad inflamatoria crónica de las vías respiratorias superiores caracterizada por la 

presencia marcada de células inflamatorias, en particular eosinófilos. En este contexto, Park 

et al. 2011, examinaron si el IFN-γ podía inducir un aumento de la expresión de Gal-9 en 

pólipos nasales. En este trabajo, se llegó a la conclusión de la expresión de Gal-9 y la 

infiltración de eosinófilos en pólipos nasales está correlacionada, y que las vías de 

señalización implicadas en el aumento de Gal-9 en respuesta a IFN-γ, además del posterior 

reclutamiento selectivo de eosinófilos en los tejidos del pólipo nasal son: MAPK, PI3K y la 

Janus-cinasas-transductores de la señal y activadores de la transcripción (JAK/STAT) (Park 

et al., 2011). 
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La expresión de Gal-9 inducida por IFN-γ en fibroblastos media también la adhesión de 

eosinófilos a estas células, lo que sugiere un papel crucial de Gal-9 en fibroblastos 

estimulados por IFN-γ como modulador fisiológico en la inflamación (Asakura et al., 2002). 

En el carcinoma hepatocelular (HCC), el IFN-γ derivado de células T infiltrantes de 

tumores estimula la expresión de Gal-9. Una vez más, la vía de señalización TIM-3/Gal-9 

está implicada, ya que se ha reportado una colocalización de células T TIM-3+ y Gal-9+ en 

células de Kupffer en HCC (Li et al., 2012). 

En las células estromales mesenquimales multipotentes humanas (MSC), Gal-9 es 

fuertemente inducida por citocinas proinflamatorias como el IFN-γ y el TNF-α, y los ligandos 

de los receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés de Toll like receptors) TLR2, TLR3 

y TLR4. La expresión de Gal-9 no solo se ve incrementada de forma intracelular, sino que 

también es expresada por las células MSC en cantidades significativas después de la 

exposición a estímulos proinflamatorios. En los ensayos de proliferación, las células MSC 

knockdown para Gal-9 pierden significativamente sus efectos antiproliferativos sobre las 

células T (Gieseke et al., 2013). 

Las células mesenquimales derivadas de la médula ósea (BM-MSC, por sus siglas en 

inglés de Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells) presentan propiedades 

inmunomoduladoras y pueden suprimir la respuesta inmune proinflamatoria. Gal-9 es 

fuertemente inducida y secretada a partir de BM-MSC humanas tras la estimulación con IFN-

γ. Un ensayo de inmunosupresión in vitro reveló que las BM-MSC deficientes en Gal-9 no 

ejercen actividad inmunosupresora, incluso tras la estimulación con IFN-γ (Kim et al., 2015). 

 

 

IL-1β 

 

Definición 

 

La citocina interleucina-1β (IL-1β), una potente citocina proinflamatoria, es una 

mediadora clave de la respuesta inflamatoria. Desempeña un papel esencial para la respuesta 

del hospedero a la infección y la resistencia a los patógenos, y también exacerba el daño 

durante la enfermedad crónica y la lesión tisular aguda. También es el miembro mejor 
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caracterizado y estudiado de los 11 miembros de la familia IL-1. La IL-1β es producida y 

secretada por una variedad de tipos de células, aunque la gran mayoría de los estudios se han 

centrado en su producción dentro de las células del sistema inmunológico innato, como los 

monocitos y los macrófagos (Lopez-Castejon y Brough, 2011). Esta IL se sintetiza como un 

precursor inactivo de 31 kDa, denominado pro-IL-1β, en respuesta a los denominados 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés de Pathogen 

Associated Molecular Patterns). Los PAMP actúan a través de receptores de reconocimiento 

de patrones (PRR, por sus siglas en inglés de Patron Recognition Receptors), entre los cuales 

se encuentran los TLR y receptores de lectina de tipo C (Takeuchi y Akira, 2010), en los 

macrófagos para regular las vías que controlan la expresión del gen IL1B, que es el que 

codifica para IL-1β (Auron et al., 1984). La inducción de la expresión de pro-IL-1β es un 

estímulo de secreción ineficaz, y la inducción del procesamiento y la secreción de una 

molécula de IL-1β activa comienza cuando la célula encuentra un PAMP adicional, o un 

patrón molecular asociado a peligro (DAMP, por sus siglas en inglés de Danger Associated 

Molecular Pattern) (Lopez-Castejon y Brough, 2011). 

Aunque casi todos los productos microbianos inducen IL-1β a través de ligandos TLR, 

se ha reportado que IL-1β se induce a sí misma tanto in vivo como in vitro (Dinarello et al., 

1987). 

 

Evidencia experimental del efecto de IL-1β en la expresión de Gal-9 

 

Los astrocitos humanos normales expresan Gal-9 en respuesta a la estimulación con IL-

1β, y el esteroide antiinflamatorio dexametasona suprime esta expresión. Los astrocitos 

pueden regular el tráfico de eosinófilos en el sistema nervioso central, al menos en parte a 

través de la producción de Gal-9, aunque debe considerarse que estas células no expresan 

Gal-9 en condiciones basales (Yoshida et al., 2001; Steelman et al., 2013). 

 

 

 

 



 

38 

TNF-α 

 

Definición 

 

La superfamilia del factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés de Tumoral 

Necrosis Factor), compuesta por 19 ligandos y 29 receptores, desempeña funciones muy 

diversas en el organismo. Todos los miembros de la superfamilia TNF, sin excepción, 

exhiben actividad proinflamatoria, en parte a través de la activación del factor de 

transcripción NF-κB. Varios miembros de la superfamilia del TNF exhiben actividad 

proliferativa en las células hematopoyéticas, parcialmente a través de la activación de varias 

cinasas activadas por mitógenos, y algunos miembros de esta familia juegan un papel en la 

apoptosis (Bhardwaj y Aggarwal, 2003; Gaur y Aggarwal, 2003). 

El  TNF-α es un potente mediador paracrino y endocrino de las funciones inflamatorias 

e inmunes. También se sabe que regula el crecimiento y la diferenciación de una amplia 

variedad de tipos de células (Zhang y An, 2007). Aunque inicialmente se descubrió como un 

agente contra el cáncer, se ha relacionado con la proliferación fisiológica y la diferenciación 

de las células B en condiciones de estado estacionario. También se ha relacionado con una 

amplia variedad de enfermedades, que incluyen trastornos cardiovasculares, neurológicos, 

pulmonares, autoinmunes y metabólicos (Aggarwal, Gupta y Kim, 2012). Las actividades 

carcinogénicas del TNF-α están mediadas por su capacidad para activar el factor de 

transcripción proinflamatorio NF-κB, que regula positivamente la expresión de genes 

relacionados con la supervivencia, proliferación, invasión, angiogénesis y metástasis de las 

células tumorales (Balkwill, 2009). Varios tipos de células tumorales expresan 

constitutivamente TNF-α (Aggarwal et al., 2006); la mayoría de las células tumorales que 

expresan TNF-α exhiben activación constitutiva de NF-κB, y su supervivencia depende en 

gran medida de este factor (Aggarwal, Gupta y Kim, 2012). La inducción de la vía NF-κB 

activada por TNF-α se revisará a detalle más adelante. 
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Evidencia experimental del efecto de TNF-α en la expresión de Gal-9 

 

La regulación positiva de Gal-9 inducida por TNF-α es mediada a través de la activación 

de la vía TNFR1/JNK/c-Jun. Gal-9 derivada de astrocitos puede funcionar como una proteína 

inmunorreguladora en respuesta a la neuroinflamación en curso. Al igual que en el caso de 

IL-1β, TNF-α desencadena la transcripción del gen que codifica para la Gal-9 de una manera 

dependiente de la concentración (Steelman et al., 2013). 

La expresión de Gal-9 no se observa en células BM-MSC en reposo, pero es fuertemente 

inducida por el tratamiento con TNF-α. Se especula que Gal-9 secretada por las células MSC 

puede representar un factor importante derivado de las células MSC que se une a TIM-3 y 

promueve la internalización de Gal-9/TIM-3, lo que lleva a la apoptosis de los linfocitos 

activados (Kim et al., 2015). 

 

Vía NF-κB 

 

Una de las vías que se ha propuesto para fundamentar el cambio de expresión de Gal-9 

es la vía NF-κB. 

La vía NF-κB inducida por citocinas (Figura 5) responde a diversos estímulos, incluidos 

ligandos de varios receptores de citocinas, como TNF-α, IL-1β e IFN (Liu et al., 2017). El 

mecanismo principal para la activación de esta vía comienza con la unión de un ligando de 

TLR, que puede ser el de TNF-α o la IL-1β, lo cual activa a MyD88 (factor 88 de 

diferenciación mieloide, por sus siglas en inglés de Myeloid differentiation factor 88), que a 

su vez implica la activación de la familia de cinasas IRAK (cinasas asociada al receptor de 

la interleucina 1, por sus siglas en inglés de Interleukin-1 Receptor Associated Kinase), que 

estimulan la actividad de la ubicuitina ligasa E3 de TRAF6 (Factor 6 asociado al receptor de 

TNF, por sus siglas en inglés de TNF Receptor Associated Factor 6), lo que permite que 

TRAF6 se autoubicuitine y conjugue las cadenas de ubicuitina con otras moléculas de 

señalización que participan en la activación de TAK1 (cinasa 1 activada por el factor de 

crecimiento transformante β, por sus siglas en inglés de Transforming growth factor-β-

activated kinase 1). TAK1 tiene dos subunidades reguladoras, TAB1 y TAB2 (Proteína de 

unión a TAK, por sus siglas en inglés de TAK Binding protein 1 & 2), la última de las cuales 



 

40 

es capaz de unirse a cadenas de poliubicuitina, que se requieren para la activación de TAK1. 

Tras la activación, TAK1 activa la cinasa IKK (cinasas de IκB, por sus siglas en inglés de 

IκB kinases). IKK se compone de dos subunidades catalíticas, IKKα e IKKβ, y una subunidad 

reguladora denominada modulador esencial NF-κB (NEMO) o IKKγ; tras la activación, IKK 

fosforila IκBα en dos residuos de serina N-terminales desencadenando la degradación de 

IκBα (inhibidor del factor nuclear κB, subunidad α, por sus siglas en inglés, Inhibitor of κB, 

subunit α) dependiente de ubicuitina, lo que resulta en una translocación nuclear rápida y 

transitoria de los miembros canónicos de NF-κB, predominantemente los dímeros p50/RelA 

y p50/c-Rel, y su unión con las secuencias llamadas sitios κB presentes en los genes 

estimulados por NF-κB (Liu et al., 2017). 

 

 

Fig. 5. Vía de señalización NF-κB inducida por TNF-α, e IL-1β. En la imagen, “Ub” se 

refiere a eventos de ubicuitinación y las letras “p” indican fosforilación. Modificado de Liu 

et al., 2017. 
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Herramientas computacionales 

 

Modelado molecular 

 

El modelado molecular utiliza métodos computacionales basados en cálculos de 

mecánica molecular y/o mecánica cuántica, para identificar relaciones entre estructuras 

moleculares y su actividad biológica (De Vivo et al., 2016). 

Mediante la mecánica molecular (mecánica clásica), la molécula se representa como un 

grupo de átomos unidos por enlaces flexibles, que son representados como resortes que 

pueden ser estirados, comprimidos, y doblados en diferentes ángulos, cada posición 

proporciona una fuerza, y la suma de todas estas, más las fuerzas de interacción entre átomos 

no unidos se denomina campo de fuerza de la molécula. Por otro lado, la mecánica cuántica 

permite obtener un modelo de la estructura de una molécula mediante la resolución de la 

ecuación de Schrödinger. Estos cálculos proporcionan propiedades tales como la distribución 

de cargas en átomos particulares, información sobre sitios reactivos en una molécula o la 

interacción electrostática, y son la base de los principales métodos empleados para la 

construcción tridimensional de una proteína partiendo de su estructura primaria. Estos 

métodos son: métodos ab initio, threading (enhebrado) y modelado por homología (Haddad, 

Adam y Heger, 2020). 

En la predicción de estructuras mediante métodos ab initio, se parte de la idea de que una 

secuencia de proteínas se pliega a una conformación nativa o conjunto de conformaciones 

que están cerca del mínimo global de energía libre. El problema de encontrar conformaciones 

nativas para una secuencia dada se divide en dos subproblemas: 

(a) desarrollar un potencial preciso, y 

(b) desarrollar un protocolo eficiente para buscar el total de la energía resultante. 

El método ab initio es utilizado por ROSETTA (Rosetta Commons, 2016) 

(www.rosettacommons.org). Básicamente, parte de una estructura conocida de la cual genera 

una librería de fragmentos, se divide la secuencia problema en fragmentos con una longitud 

de aminoácidos determinada y a cada uno de estos le asignan fragmentos de la librería creada 

que tengan una secuencia igual o lo más parecida posible. El modelo 3D se construye 

mediante la combinación de todas las estructuras posibles de los fragmentos seleccionando 

la conformación que tenga una menor energía libre (Bonneau y Baker, 2001). 
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El método conocido como threading, emplea técnicas de alineamiento de secuencias con 

estructuras tridimensionales. Dado que proteínas con secuencias muy parecidas pueden 

adoptar plegamientos parecidos, se espera que la estructura de una secuencia problema tenga 

una alta similitud a una secuencia ya caracterizada, de esta forma se puede realizar un 

“enhebrado” entre la secuencia problema con modelos estructurales como posibles moldes 

formados con plegamientos conocidos, y posteriormente se evalúa la energía del sistema 

donde se selecciona aquel modelo que presente el menor valor de energía libre (Bonneau y 

Baker, 2001). 

El tercer método, conocido como modelado por homología, parte de la teoría de que las 

proteínas tienen una conformación similar cuando éstas se encuentran relacionadas 

evolutivamente, por lo que este método permite predecir la estructura tridimensional de una 

proteína de interés a través de la alineación de secuencias de una proteína previamente 

cristalizada que funge como un molde. El modelado por homología es el método 

computacional más preciso para crear modelos estructurales confiables con aplicaciones 

biológicas (Skariyachan y Garka, 2018) y es el empleado en la presente tesis. 

El modelado por homología es útil cuando la proteína modelo (con una secuencia 

conocida y una estructura desconocida) está relacionada con al menos otra proteína con una 

secuencia y una estructura conocidas. La calidad de la estructura predicha por el modelado 

por homología depende del grado de similitud entre el modelo y las secuencias del molde: si 

la similitud es muy baja, el modelado por homología de la proteína de interés no producirá 

un resultado significativo (Robinson, Afzal y Leader, 2014). 

Las propiedades fisicoquímicas, así como la visualización tridimensional de las 

propiedades moleculares electrónicas y estéricas, el esclarecimiento de la interacción entre 

fármacos y macromoléculas diana, pueden calcularse y/o sugerirse mediante programas de 

modelado molecular. En ausencia de estructuras tridimensionales de proteínas determinadas 

experimentalmente, el modelado por homología juega un papel rentable en aplicaciones 

basadas en estructuras y en la caracterización de las propiedades y funciones de las proteínas 

(Cavasotto y Phatak, 2009). El proceso de modelado por homología siempre comienza 

eligiendo la mejor estructura tridimensional, en la que la secuencia de destino se puede 

modelar con éxito (Robinson, Afzal y Leader, 2014; Haddad, Adam, y Heger, 2020). La 

secuencia con una estructura conocida se llama molde, mientras que la secuencia con una 
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estructura desconocida se llama modelo. Las herramientas de alineamiento de secuencias 

como BLAST (herramientas de búsqueda de alineamientos locales básicos, por sus siglas en 

inglés de Basic Local Alignment Search Tools) (Johnson et al., 2008), FASTA (alineamiento 

rápido, por sus siglas en inglés de Fast Alignment) (Pearson, 2016) y Clustal Omega (Sievers 

et al., 2011; Sievers y Higgins, 2018) pueden determinar la identidad entre el molde y el 

modelo obtenido por modelado. Cuando el porcentaje de identidad entre la región alineada 

de la secuencia del molde y la secuencia de interés es favorable, se puede construir un 

modelo. 

Algunos de los servidores más utilizados para modelado por homología son: SWISS-

MODEL (swissmodel.expasy.org) (Guex y Peitsch, 1997) (Waterhouse et al., 2018), Robetta 

(www.robetta.org) (Kim, Chivian y Baker, 2004), Protein Homology/AnalogY Recognition 

Engine 2 (Phyre2) (www.sbg. bio./psipred/) (Kelley et al., 2015). Por otro lado, existen 

programas públicos y comerciales que son ampliamente utilizados, en particular 

MODELLER (Webb y Sali, 2014), SCWRL y MolIDE (Wang, Canutescu y Dunbrack, 2008) 

y Prime, afiliado al programa Schrödinger (Nayeem, Sitkoff, y Krystek, 2006; Haddad, Adam 

y Heger, 2020). 

 

Etapas generales del modelado por homología 

 

Alineamiento inicial y selección de la estructura molde 

 

Para asegurar un correcto proceso de modelado, el porcentaje de identidad del modelo y 

la secuencia del molde debe ser lo suficientemente alto (alrededor del 10%) como para ser 

detectado por los programas computacionales de alineamiento de secuencias como BLAST 

o FASTA. Para identificar la secuencia del molde, cualquiera de los programas compara la 

secuencia de consulta con todas las secuencias de estructura conocida en el repositorio de 

Protein Data Bank. Usualmente se emplea la secuencia con el porcentaje de identidad más 

alto como secuencia molde, o pueden combinarse múltiples secuencias en una secuencia 

molde. Este último método es utilizado por los servidores SWISS-MODEL (Guex y Peitsch, 

1997) (Waterhouse et al., 2018). 
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Generación del esqueleto 

 

Una vez que se ha realizado el alineamiento, el proceso de construcción del modelo 

prosigue con la generación de un esqueleto. En el caso de un molde único, esto es trivial, y 

se puede simplemente transferir las coordenadas del esqueleto de los residuos alineados y las 

coordenadas de la cadena lateral de los residuos conservados. En el caso de múltiples moldes, 

se usa una estructura promedio donde las contribuciones de los moldes individuales se 

ponderan por el grado local de identidad de secuencia (Haddad, Adam, y Heger, 2020).  

 

Modelado de bucle 

 

Las alineaciones de secuencia pueden contener espacios en blanco (lo mismo ocurre 

también con la alineación de modelos y moldes); estos espacios en blanco se pueden abordar 

fácilmente omitiendo los residuos de la secuencia molde. De manera similar, la inserción de 

residuos en la secuencia modelo aborda los espacios en blanco en la secuencia del molde. Sin 

embargo, en ambos casos conducen a cambios conformacionales en el esqueleto. Por otro 

lado, estos cambios rara vez ocurren en estructuras secundarias regulares como hélices-α y 

hojas-β. Por lo tanto, es más apropiado “cambiar” todas las inserciones y eliminaciones a 

estructuras de giro y bucle, lo que puede resolver el problema de las inserciones y 

eliminaciones; sin embargo, los cambios en la conformación del bucle son difíciles de 

predecir (Haddad, Adam, y Heger, 2020).  

Hay tres estrategias principales para el modelado de bucles: 

1. Ab initio: este método utiliza una búsqueda exhaustiva para identificar la conformación 

de la energía mínima a través de algoritmos de optimización utilizando una función de 

puntuación basada en el conocimiento. La precisión de un algoritmo se prueba con diferentes 

señuelos o blancos (Totrov, 2011). El programa ModLoop proporcionado en MODELLER 

es uno de los métodos ab initio más utilizados (Fiser y Sali, 2003). 

2. Basado en el conocimiento (Knowledge Based): este tipo de método analiza las bases 

de datos de cristalografía de rayos X para encontrar conformaciones homólogas para una 

secuencia de bucle determinada. Herramientas como ProMod3 (Studer et al., 2019), en el 

servidor SWISS-MODEL (Biasini, et al., 2014), FREAD (Choi y Deane, 2010), y la 
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aproximación basada en datos utilizando estructuras remotas o no relacionadas para 

modelado de bucles (DaReUS-Loop) (Karami et al., 2018), son buenos ejemplos de 

algoritmos de uso común basados en el conocimiento. 

3. Estrategias combinadas: un ejemplo es la estrategia propuesta por Liang y 

colaboradores (Liang et al., 2012), la cual combina un método ab initio con un potencial 

basado en el conocimiento para lograr una mayor precisión en el proceso de modelado.  

 

Modelado de cadenas laterales  

 

Cuando el porcentaje de identidad de secuencia es superior al 40%, las conformaciones 

de las cadenas laterales de los residuos conservados exhiben la misma orientación (Roitberg 

y Elber, 1991), por lo tanto, es posible transferir directamente los residuos conservados de la 

secuencia molde a la secuencia modelo. Sin embargo, esto solo es aplicable cuando se 

obtienen niveles de identidad de secuencia superiores al 40%. Para superar este problema, el 

modelado de cadenas laterales utiliza un enfoque basado en el conocimiento, donde se 

emplean bibliotecas de conformaciones de cadenas laterales comunes para colocar las 

cadenas laterales. Cada conformación de la biblioteca se puntúa con una variedad de 

funciones de energía y se utiliza la mejor. Por esta razón, en casos de niveles bajos de 

similitud, la predicción de las cadenas laterales puede ser computacionalmente costosa 

(Robinson, Afzal y Leader, 2014). 

 

Optimización y validación de modelos 

 

Optimización del modelo 

 

Para predecir la conformación de la cadena lateral con alta precisión, se necesitan las 

conformaciones correctas de la cadena principal, que a su vez dependen de la conformación 

de la cadena lateral. Por lo tanto, existe un círculo vicioso en el modelado de las 

conformaciones de la cadena principal y la cadena lateral, el cual se resuelve modelando 

iterativamente la estructura de la cadena principal y la cadena lateral hasta que la solución 

converge. Primero, se predice la estructura de los rotámeros, después, la estructura de la 
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cadena principal se remodela para acomodar rotámeros y finalmente, los rotámeros se 

reajustan a una nueva estructura de cadena principal en un proceso que consta de una serie 

de predicciones de rotámeros y pasos de minimización de energía. Otro enfoque para 

optimizar el modelo es simplemente ejecutar una simulación de dinámica molecular del 

mismo. Esta simulación sigue los movimientos de la proteína e imita el proceso de plegado 

en sí (Haddad, Adam y Heger, 2020).  

 

Validación del modelo 

 

Los errores en el modelado por homología dependen de dos factores: el porcentaje de 

identidad de secuencia entre el molde y las secuencias del modelo y el número de errores en 

la secuencia del molde. Si la identidad entre el molde y las secuencias del modelo es superior 

al 90%, la precisión del modelo predicho es comparable a las estructuras determinadas 

experimentalmente (Burley et al., 2019). Un porcentaje de identidad del 50-90% conduce a 

un modelo con un error local moderado pero considerable, mientras que un porcentaje de 

identidad del 25-50% a menudo conduce a grandes regiones de error, en cuyo caso el 

modelado por homología no es aplicable. Los errores en la estructura de la proteína se pueden 

estimar calculando la energía del modelo o determinando los índices de normalidad. El 

primero verifica la longitud de enlace y los ángulos de enlace y determina si están dentro del 

rango normal, mientras que el segundo compara las características de la estructura predicha 

con las de la estructura real (Burley et al., 2019). 

La mayoría de los programas de modelado por homología generan una gran cantidad de 

modelos de proteínas en 3D y los evalúa y clasifica de acuerdo con varios métodos de 

puntuación. Dado que cada método de evaluación estudia la estructura 3D desde una 

perspectiva diferente, la combinación de varios métodos podría permitir una evaluación más 

confiable. La evaluación no es necesariamente el paso final en el modelado por homología, 

ya que algunos errores identificados pueden requerir la repetición de pasos anteriores del 

proceso. Los métodos de evaluación se pueden dividir en cuatro grupos: 

1. Métodos basados en la física: la mayoría de estos métodos se basan en cálculos de los 

parámetros fisicoquímicos y la estereoquímica óptima. Se puede realizar una evaluación de 

la estructura cristalina de rayos X o de un modelo obtenido por modelado, de una proteína 
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utilizando MolProbity (Chen et al., 2010), que valida la calidad desde las perspectivas global 

(proteína completa) y local (regiones pequeñas). El método identifica valores atípicos del 

esqueleto, valores atípicos de la cadena lateral y contactos inapropiados entre los átomos 

(choques atómicos). Los valores atípicos del molde (valores atípicos del gráfico de 

Ramachandran y desviaciones de Cβ) son los más importantes, ya que pueden amplificarse 

en errores más grandes. De manera breve, el gráfico de Ramachandran evalúa la calidad 

estereoquímica de la nueva estructura modelada. Para considerar que un modelo cumple con 

una calidad apropiada, el 90% o más de los residuos que lo componen deben encontrarse en 

regiones favorables del gráfico (Elsliger y Wilson, 2012). Los valores atípicos en el gráfico 

de Ramachandran describen las desviaciones en los ángulos diedros que corresponden a la 

estructura secundaria de la proteína. Los valores atípicos de Cβ describen las desviaciones 

en la posición del átomo de Cβ (conectado al Cα en el esqueleto). 

Otros programas de uso común incluyen WHAT IF (Vriend, 1990) y PROCHECK 

(Laskowski et al., 1993). 

2. Métodos basados en el conocimiento (Knowledge Based): un enfoque de validación 

dependiente de la base de datos utiliza puntuaciones que representan energías obtenidas 

estadísticamente dentro del contexto de todas las estructuras tridimensionales experimentales 

conocidas en una base de datos. SWISS-MODEL utiliza el Análisis Cualitativo de Energía 

del Modelo (QMEAN, actualmente QMEANDisCo) (Benkert, Tosatto y Schomburg, 2008; 

Studer et al., 2020) para puntuar la energía de interacción Cβ, la energía por pares de todos 

los átomos, la energía del ángulo de torsión y la energía de solvatación (Benkert, Tosatto y 

Schomburg, 2008). El programa MODELLER utiliza dos métodos basados en el 

conocimiento: DOPE (Shen y Sali, 2006) y PROSAII (Wiederstein y Sippl, 2007) y un 

método basado en la física, PROCHECK (Laskowski et al., 1993), para la evaluación. Un 

enfoque alternativo es el servidor de evaluación de calidad QA-RecombineIt, que permite a 

los usuarios modelar estructuras de proteínas en 3D basándose en el consenso que identifica 

regiones altamente conservadas en una amplia gama de modelos de proteínas de entrada en 

3D (Pawlowski, Bogdanowicz y Bujnicki, 2013). Aquí, la calidad se verifica mediante varios 

métodos, ya sea para un solo modelo o mediante la agrupación de varios modelos. 

3. Métodos basados en el aprendizaje automático: pueden predecir errores en modelos 

homólogos utilizando el método de regresión de la máquina de vectores de apoyo (Support 
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Vector Machine, SVM) (Eramian et al., 2006), el cual es un algoritmo de aprendizaje 

supervisado que deriva características de un conjunto de datos de entrenamiento y las prueba 

en un conjunto de datos separado, lo que puede ser útil para regresión, clasificación o 

agrupamiento. 

4. Métodos basados en experimentos: una validación experimental es la prueba definitiva 

para un modelo teórico. Todos los datos experimentales que van desde la unión del ligando 

hasta la espectroscopia o la cristalografía de rayos X pueden usarse para la evaluación. El 

método más simple para la evaluación de la estructura dentro de su contraparte experimental 

es la desviación cuadrática media (Root-mean-square deviation, RMSD), que da un 

promedio de las distancias entre todos los átomos en dos estructuras 3D. Dado que las 

perturbaciones mínimas en un bucle entre dominios pueden dar lugar a un valor de RMSD 

alto engañoso, el método se aplica mejor dividiendo primero la proteína en fragmentos 

(Haddad, Heger y Adam, 2016). Se puede realizar también una evaluación detallada de la 

concordancia entre el modelo 3D y una referencia (por ejemplo, la estructura tridimensional 

del molde) utilizando SphereGrinder (http://spheregrinder.cs.put.poznan.pl/) (Lukasiak et 

al., 2015). SphereGrinder realiza pruebas basadas en RMSD en motivos localizados basados 

en átomos seleccionados en el modelo 3D. Los motivos localizados están representados por 

esferas de radios definidos por los usuarios y según diferentes niveles de calidad. Es posible 

utilizar los métodos anteriores para identificar y corregir errores manualmente a través de un 

programa de visualización gráfica (haciendo una lista de verificación y utilizando 

herramientas para modificar ángulos diedros y cambiar rotámeros), sin embargo, algunos 

programas de modelado por homología tienen sus propios subprogramas de refinamiento, 

como RosettaCM (Song et al., 2013) en Rosetta, y el subprograma de refinamiento en I-

TASSER (Xu et al., 2011). 

El paso de refinamiento a menudo se superpone con el procedimiento de muestreo que es 

el objetivo final del modelado por homología, es decir, identificar la conformación nativa 

con energía potencial mínima (Haddad, Adam, y Heger, 2020). 

 

 

 



 

49 

Acoplamiento (docking) molecular 

 

El acoplamiento molecular consiste en explorar computacionalmente distintas formas de 

unión entre dos macromoléculas cuyas estructuras tridimensionales son conocidas, e intentar 

así predecir el o los modos de unión y su afinidad. El acoplamiento molecular se puede 

realizar entre una macromolécula y una molécula pequeña (acoplamiento proteína–ligando) 

o entre dos macromoléculas (por ejemplo, acoplamiento proteína–proteína o proteína–ADN). 

Esta técnica se destaca de los métodos experimentales tradicionales, tales como cristalografía 

de rayos X, resonancia magnética nuclear (NMR) y mutagénesis dirigida, por ser más rápida 

y menos costosa. Actualmente es una técnica simplemente predictiva, sin embargo, es una 

herramienta clave para la biología molecular y la química computacional, pues permite la 

caracterización de sitios de unión en una macromolécula problema y la predicción los modos 

de unión entre macromoléculas cuando los datos experimentales no están disponibles. El 

acoplamiento consta básicamente de dos partes: un método de búsqueda y una función de 

puntaje que permite ordenar y clasificar las estructuras encontradas al explorar el espacio de 

configuraciones. Los modos de unión o de enlace resultantes quedan completamente 

definidos por la posición de la molécula móvil, su orientación y su conformación. Existen 

diversos tipos de programas y algoritmos para realizar el acoplamiento molecular. La 

elección de uno u otro método está sujeta a la información disponible respecto de la 

interacción y sobre el tipo de moléculas interactuantes (Prieto-Martínez, Arciniega y Medina-

Franco, 2018). En este trabajo se empleó HADDOCK 2.4 debido a que es capaz de soportar 

los acoplamientos proteína–ADN.  

 

HADDOCK  

 

HADDOCK (High Ambiguity Driven DOCKing) (Dominguez, Boelens y Bonvin, 2003), 

es un programa de acoplamiento molecular que utiliza datos de interacción bioquímica y/o 

biofísica (normalmente traducidos en restricciones ambiguas de distancia (o interacción) – 

AIR)) para conducir el acoplamiento molecular.  

El protocolo de acoplamiento en HADDOCK consta de tres pasos:  
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I. Aleatorización de la orientación y acoplamiento del cuerpo rígido mediante 

minimización de energía guiada por restricción (it0),  

II. Refinamiento semiflexible en el espacio del ángulo de torsión en el que las 

cadenas laterales y los átomos del esqueleto se mantienen flexibles (it1), y  

III. Refinamiento en solvente explícito. 

Al final de cada paso, los resultados se puntúan de acuerdo con una combinación lineal 

(suma) de términos energéticos, que juntos forman el HADDOCK score, el cual es la 

puntuación por defecto de HADDOCK y se obtiene con base en la siguiente ecuación: 

 

𝐻𝐴𝐷𝐷𝑂𝐶𝐾 score = 0.1 𝐸𝑣𝑑𝑤 + 0.2𝐸𝑒𝑙𝑒𝑐 + 1.0 𝐸𝑑𝑒𝑠𝑜𝑙𝑣 + 0.1𝐸𝐴𝐼𝑅    

 

donde EvdW y Eelec representan energías intermoleculares de van der Waals y energía 

potencial electrostática (Coulomb), respectivamente, Edesolv es un término empírico de 

desolvatación y EAIR son las restricciones de energía que expresa la concordancia entre 

datos experimentales y retrocalculados. Las energías intermoleculares se calculan usando los 

parámetros del campo de fuerza OPLS (potenciales optimizados para simulaciones líquidas 

por sus siglas en inglés de optimized potentials for liquid simulations (Jorgensen, Maxwell y 

Tirado-Rives, 1996) para átomos no enlazados, usando un corte de 8.5 Å con una función de 

desplazamiento para la energía electrostática y la función de conmutación entre 6.5 y 8.5 Å 

para la energía de van der Waals. Las estructuras finales refinadas se agrupan de acuerdo con 

la fracción de contactos comunes (FCC, por defecto en HADDOCK 2.4), agrupando los 

resultados de acuerdo con la similitud de sus redes de contacto en la interfaz o la similitud 

del valor de RMSD del esqueleto interfaz-ligando. De forma predeterminada, un clúster se 

refiere a las conformaciones obtenidas por el programa, y se define si un mínimo de 4 

modelos cae en el mismo grupo, aplicando como límites 0.75 para el valor de FCC o 7.5 Å 

para el valor de RMSD de la interfaz principal-ligando. Por último, los complejos resultantes 

se analizan y clasifican de acuerdo con el HADDOCK score promedio de sus cuatro 

miembros principales para garantizar que la puntuación se base en un número similar de 

modelos por grupo. (Vangone et al., 2017).  

Por último, el programa HADDOCK proporciona un valor llamado Z-score, el cual 

representa cuántas desviaciones estándar está separado el HADDOCK score de un clúster 
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determinado, de la media de todos los complejos obtenidos. Cuanto menor sea el puntaje z, 

mejor (van Zundert et al., 2016). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Debido a que Gal-9 ejerce un importante papel en procesos inflamatorios, y su expresión 

es aumentada por citocinas proinflamatorias, resulta de suma importancia identificar los 

factores de transcripción que podrían estar involucrados en estos procesos. La identificación 

de sitios de unión a factores de transcripción es un paso importante hacia la comprensión de 

muchos procesos biológicos. Existen métodos experimentales con el objetivo de caracterizar 

los sitios de unión a factores de transcripción con sus elementos de respuesta localizados en 

las regiones promotoras de los genes, sin embargo, su aplicación es laboriosa, costosa, y 

limitada. El empleo de herramientas computacionales representa una alternativa viable para 

predecir los sitios de unión de FT, y una de estas herramientas computacionales es el 

acoplamiento molecular.  

En esta tesis se realizó un estudio en el que, a través de herramientas computacionales, 

se identificaron elementos de respuesta a IRF y NF-κB en la región promotora del gen 

LGALS9 (que codifica para Gal-9) y, por medio de acoplamientos moleculares, se analizó la 

interacción de dichos factores de transcripción con estos elementos de respuesta para, 

posteriormente, analizar las interacciones específicas presentes en los complejos ADN- 

factores de transcripción obtenidos.  

 

Consecuentemente, las preguntas que delimitan esta investigación son:   

  

1. ¿De qué manera se acoplarán los factores de transcripción IRF y NF-κB con 

sus elementos de respuesta localizados en la región promotora del gen LGALS9? 

 

2. De los complejos obtenidos por acoplamiento ¿cuáles serán los residuos que 

estarán interaccionando por medio de puentes de hidrógeno e interacciones 

hidrofóbicas? 
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HIPÓTESIS 

 

• Los factores de transcripción IRF y NF-κB, interaccionan de manera estable con 

sus elementos de respuesta localizados en la región promotora del gen LGALS9, 

en acoplamientos obtenidos in silico. 

 

OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 

 

Objetivo general 

 

- Modelar in silico la interacción entre los factores de transcripción IRF y NF-κB con 

sus elementos de respuesta localizados en la región promotora del gen LGALS9. 

 

Objetivos específicos 

 

1. Identificar los elementos de respuesta a los factores de transcripción IRF y NF-κB en 

la región promotora del gen LGALS9 por medio de programas computacionales. 

2. Obtener modelos de los DBD de factores de transcripción IRF por medio de modelado 

por homología. 

3. Obtener complejos que reflejen la interacción y afinidad entre los factores de 

transcripción IRF y sus elementos de respuesta localizados en la región promotora 

del gen LGALS9 por medio de acoplamientos moleculares. 

4. Identificar los residuos importantes que interaccionan (por medio de puentes de 

hidrógeno e interacciones hidrofóbicas) en los complejos factores de transcripción–

ADN obtenidos por medio del acoplamiento molecular. 

5. Con base en la revisión bibliográfica, proponer vías de señalización que podrían estar 

relacionadas con la expresión de Gal-9 regulada por citocinas proinflamatorias.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Localización in silico de elementos de respuesta dentro de la secuencia de la región 

promotora de 727 pb del gen LGALS9 

 

Se realizó una búsqueda preliminar de la secuencia de la región promotora de 727 pb (de 

-565 a +162 pb) en la base de datos EPD (https://epd.epfl.ch//index.php). Se seleccionó la 

secuencia con ID LGALS9_1. Posteriormente, se realizó una búsqueda de los factores de 

transcripción y sus correspondientes elementos de respuesta presentes en la secuencia 

delimitada empleando el servidor LASAGNA-Search 2.0 (Length-Aware Site Alignment 

Guided by Nucleotide Association) (Lee y Huang, 2014). LASAGNA-Search 2.0 permite 

elegir entre matrices de diferentes bases de datos: JASPAR CORE Vertebrates 2018 (Khan 

Obtención de estructuras de factores de transcripción en la base de datos PDB o 

modelado por homología en SWISS-MODEL. 

 Localización in silico de elementos de respuesta dentro de la secuencia de la 

región promotora de 727 pb del gen LGALS9 en LASAGNA Search 2.0 

Modelado de secuencias de ADN en w3DNA Fiber Mode. 

Evaluación de calidad de los modelos obtenidos por modelado en PROCHECK y 

MolProbity 

Acoplamiento molecular proteína–ADN en HADDOCK 2.4 Easy Interface. 

Búsqueda de secuencias de DBD de IRF en UniProtKB y alineamiento en Clustal 

Omega. 

Visualización de interacciones específicas en LigPlot+.  
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et al., 2018), TRANSFAC (Matys et al., 2006) y UniPROBE (Hume et al., 2015), sin 

embargo, debido a que las matrices de Homo sapiens provenientes de UniPROBE están 

limitadas en la herramienta LASAGNA-Search 2.0, se seleccionaron las matrices de 

JASPAR CORE Vertebrates 2018  y de TRANSFAC  para la búsqueda de sitios ISRE y sitios 

kB presentes en la secuencia de la región promotora del gen LGALS9. 

 

Búsqueda de secuencias de DBD de IRF y alineamiento 

 

Se empleó la base de datos UniProtKB (The UniProt Consortium, 2017), la cual 

especifica las secuencias de los sitios de interés del FT. Los números de acceso UniProt se 

especifican en la Tabla 3: 

 

Tabla 3. Números de acceso UniProt para las 

secuencias de DBD de IRF empleadas para 

alineamiento.  

IRF Número de acceso UniProt 

IRF1 P10914 

IRF2 P14316 

IRF3 Q14653 

IRF4 Q15306 

IRF5 Q13568 

IRF6 O14896 

IRF7 Q92985 

IRF8 Q02556 

IRF9 Q00978 

  

Se seleccionaron las secuencias de los DBD de IRF de Homo sapiens especificadas en la 

base de datos previamente mencionada, para emplearlas en el modelado por homología. 

Además, se realizó un alineamiento de secuencias empleando Clustal Omega, que es una 
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herramienta de alineamiento específica para secuencias de proteínas (Sievers y Higgins, 

2018). 

 

Elección de los miembros de la familia IRF para modelado y acoplamiento 

 

Los miembros de la familia IRF que se analizaron en el presente trabajo se eligieron 

siguiendo los siguientes criterios: ser capaz de activar la transcripción de los genes 

estimulados por IFN, ser un factor de transcripción regulado por IFN, y participar en procesos 

como inmunidad innata o inflamatorios. Debido a lo anterior, se excluyeron los siguientes 

miembros de la familia IRF: 

× IRF2: se une al ADN, pero no activa la transcripción. Inhibe de manera 

competitiva la actividad transcripcional de IRF1 (Choo et al., 2006.). 

× IRF4: es el único IRF que no es un regulado por IFN (Sundararaj et al., 2021.) y 

posee baja afinidad por el ADN (Antonczyk et al., 2019.). 

× IRF6: no participa en procesos relacionados con la inmunidad innata, pero es 

necesario para el desarrollo normal y la diferenciación de la epidermis (Yanai et 

al., 2012). 

 

Obtención de estructuras de factores de transcripción en bases de datos o por modelado 

por homología 

 

Se obtuvieron de la base de datos PDB (por sus siglas en ingles de Protein Data Bank) 

las estructuras del DBD de IRF3 (código de identificación PDB: 3QU6), y de NF-κB 

(heterodímero p50/p65) (código de identificación PDB: 2O61) en formato .pdb. El resto de 

las estructuras de DBD de los factores de transcripción empleados en esta tesis se modelaron 

por homología. Los modelos obtenidos por modelado por homología son sólo 

aproximaciones basadas en la secuencia y en otros modelos preexistentes, y no resulta 

recomendable emplearlos si se puede disponer de estructuras dilucidadas por medio de 

métodos experimentales. Al no encontrarse estructuras idóneas o con una resolución deseable 

de IRF1, 5, 7, 8 y 9 en las bases de datos, se obtuvieron modelos a partir de la secuencia de 
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sus DBD reportada en UniProtKB. La metodología básica para el modelado por homología 

es la siguiente: 

1. Búsqueda de secuencias y alineamiento. 

2. Construcción de un esqueleto. 

3. Modelado de asas (loops) y refinamiento de cadenas laterales. 

Se emplearon las herramientas SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018) e I-TASSER 

(Yang et al., 2015) para contar con un valor comparativo de RMSD. 

Para el modelado de dímeros se empleó la herramienta de acoplamiento simétrico de 

ROSIE (Rosetta Online Server that Includes Everyone) (https://rosie.graylab.jhu.edu/) 

(André et al., 2007; Lyskov et al., 2013). Se especificó una simetría cíclica y dos 

subunidades. Se mantuvieron los parámetros por defecto del programa. 

 

Evaluación de la calidad de los modelos obtenidos 

 

Se comprobó la calidad del modelo obtenido mediante un gráfico de Ramachandran y un 

análisis de compatibilidad de la estructura 3D con su secuencia de aminoácidos. Para obtener 

el gráfico de Ramachandran se emplearon los programas PROCHECK (alojado en: 

https://saves.mbi.ucla.edu/) (Laskowski et al., 1993) y MolProbity (alojado en 

http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php) (Chen et al., 2010), cuyo análisis se incluye 

en el servidor SWISS-MODEL. Un parámetro más, empleado para la comprobación de 

calidad del modelo, es el RMSD o raíz de la desviación cuadrática media. Para obtener este 

valor, se superpusieron las estructuras obtenidas en SWISS-MODEL e I-TASSER 

empleando la herramienta MatchMaker del programa UCSF Chimera 1.15 (Pettersen et al., 

2004). El valor de RMSD entre los átomos correspondientes de dos cadenas de proteínas es 

una medida de similitud de uso común entre dos estructuras de proteínas. Cuanto menor es 

el valor de RMSD entre dos estructuras, más similares son éstas. El valor de este parámetro 

no debe superar los 2 Å (Kufareva y Abagyan, 2012). La visualización de las estructuras 

obtenidas se realizó por medio de UCSF Chimera 1.15.  
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Modelado de la secuencia de ADN 

 

Para este procedimiento fue necesario modelar una secuencia específica de ADN en una 

estructura tridimensional con un formato específico (.pdb), que pudiera ser interpretado por 

las herramientas computacionales empleadas en la metodología. Para este fin se empleó el 

servidor w3DNA 2.0 (web 3DNA 2.0) (Zheng, Lu y Olson, 2009; Li, Olson y Lu, 2019). 

Partiendo de que los miembros de la familia IRF se unen específicamente al elemento 

ISRE o IRE (o sitios IRE alternativos), y que el factor de transcripción NF-κB se une al sitio 

κB, se eligieron las secuencias de ADN mencionadas, localizadas previamente en la región 

promotora de 727 pb del gen LGALS9, para el modelado tridimensional de ADN-B. Por 

motivos de estabilidad estructural, se optó modelar y emplear las secuencias 3´ 

GGTTTCTATTTCTT ´5, (ISRE), 5´ GGGAAAGG 3´ (IRE canónico), 5´ AAGAGAGG  3´ 

y 5´ AGGACACA 3´ (IRE alternativos), y 3´ TGGGGCATGCCCCT´5 (sitio κB) (Kunsch, 

Ruben y Rosen, 1992; Wong et al., 2011). 

El tipo de ácido nucleico y la conformación que se seleccionaron fueron ADN dúplex y 

hélice de forma B canónica, la cual presenta una rotación de una base respecto a la siguiente 

(valor de twist) de 35.9° (Berman, 1997), y una separación entre las bases (valor de elevación 

o rise) de 3.32 Å (Beveridge, Cheatham y Mezei, 2012). A partir de estos datos se eligió el 

modo más cercano posible a estos valores, en este caso, el modo FIBER, el cual está basado 

en modelos indexados en PDB. De estos modelos se eligió el que ofrecía los parámetros B-

DNA (generic sequence: A, C, G, T) con valores de Twist de 36.0° y Rise de 3.375 Å. 

 

Prueba de parámetros y controles 

 

Con el objetivo de obtener parámetros que indicaran la viabilidad del resultado del 

acoplamiento de las moléculas problema, se realizaron acoplamientos con complejos 

cristalizados obtenidos de la base de datos PDB (Tabla 4). A continuación, se describe de 

manera general el procedimiento: 

1. Se eligen y descargan de la base de datos PDB los complejos con los cuales se 

realizarán las pruebas; 

2. cada molécula del complejo es separada (proteínas de ADN); 
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3. se ingresan las moléculas al servidor; 

4. se establecen los residuos activos y pasivos, con una distancia efectiva de 2Å como 

máximo; 

5. se realiza un acoplamiento con los parámetros establecidos por defecto; 

 

Tabla 4. Complejos proteína–ADN seleccionados para las pruebas de parámetros en 

HADDOCK. 

 

Código 

PDB 

Nombre IRF 

seleccionado 

Secuencia de ADN del 

complejo  

Referencia 

1IF1 Interferon 

regulatory 

factor 1 (IRF-1) 

complex with 

DNA 

IRF1 5´ GAGAAGTGAAAG 3´ 

3´ CTTTCACTTCTC 5´ 

Escalante et 

al., 1998. 

2IRF Crystal 

structure of an 

IRF-2/DNA 

complex 

IRF2 5´ AAGTGAAAGGA 3´ 

3´ TCCTTTCACTT 5´ 

Fujii et al., 

1999. 

2O6G Crystal 

structure of 

IRF-3 bound to 

the interferon-B 

enhancer 

IRF3 5´ GGGAAACTGAAAGG 3´ 

3´ CCTTTCAGTTTCCC 5´ 

Panne, 

Maniatis y 

Harrison, 

2007 

2PI0 Crystal 

structure of 

IRF-3 bound to 

the PRDIII-I 

regulatory 

element of the 

human 

IRF3 5´ CTGAAAGGGAGAAG 3´ 

3´ CTTCTCCCTTTCAG 5´ 

Escalante et 

al., 2007. 
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interferon-B 

enhancer 

7JM4 IRF 

transcription 

factor  

IRF4 5´ CTGAAACCGAGAAA 3´ 

3´ TTTCTCGGTTTCAG 5´ 

Sundararaj 

et al., 2021. 

2O61 Crystal 

structure of 

NF-κB, IRF7, 

IRF3 bound to 

the interferon-B 

enhancer  

IRF7 5´ TTGAAAGGGAGAAG 3´ 

3´ CTTCTCCCTTTCAA 5´ 

Panne, 

Maniatis y 

Harrison, 

2007 

 

De la misma manera, para obtener valores que sirvan como control, se acoplaron 

diferentes factores de transcripción cuyos modelos están disponibles en PDB cuyos 

elementos de respuesta no son ISRE, con la secuencia ISRE empleada en el presente trabajo. 

Los modelos seleccionados para obtener los valores control se enlistan en la Tabla 5: 

 

Tabla 5. Modelos seleccionados para obtención de valores de control. 

 

Código 

PDB 

Nombre Factor de 

transcripción elegido 

Referencia 

 

1FOS Two human C-Fos:C-Jun:DNA 

complexes. 

C-Fos/C-Jun Glover y 

Harrison, 1995. 

3CO7 Crystal Structure of FoxO1 DBD 

Bound to DBE2 DNA 

FoxO1 Brent, Anand y 

Marmorstein, 

2008. 

1A02 Structure of the DNA binding 

domains of NFAT, Fos and Jun 

bound to DNA. 

NFAT Chen et al., 

1998. 
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1H88 Crystal structure of ternary protein-

DNA complex1 (C-Myb-

C/Ebpbeta). 

C-Myb Tahirov et al., 

2002. 

 

Acoplamiento molecular Proteína–ADN 

 

Este paso es esencial para predecir las conformaciones que tomará el complejo proteína–

ADN. Se utilizó el programa HADDOCK 2.4, que incorpora información experimental con 

respecto a la interacción para predecir las conformaciones y los modos de unión. La 

información experimental se incorporó a la simulación determinando una serie de residuos 

activos y pasivos en el receptor. En todos los casos se definieron como activos aquellos 

residuos sugeridos por el programa. El acoplamiento se realizó empleando la interfaz Easy 

del servidor HADDOCK 2.4 y manteniendo los parámetros por defecto. Se realizaron 

acoplamientos de monómeros de los DBD de IRF elegidos con la secuencia ISRE y con sitios 

IRE (canónico y alternativos), DBD de IRF en forma dímerica con la secuencia ISRE, y de 

las subunidades 1 y 2 de NF-kB con el sitio kB. De entre las conformaciones obtenidas en 

cada acoplamiento se eligió para cada caso el primer resultado del primer clúster indicado 

por el programa. Los resultados se visualizaron en el programa Discovery Studio 2020 

(BIOVIA, Dassault Systèmes, 2020). 

 

Visualización de interacciones específicas 

 

Se empleó el programa LigPlot+ (Laskowski y Swindells, 2011) para obtener un 

diagrama 2D a partir de los complejos obtenidos mediante acoplamiento molecular. Este 

diagrama representa los puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas presentes en los 

complejos resultantes del acoplamiento molecular. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Elementos de respuesta reportados por LASAGNA-Search 2.0 (matrices de TRANSFAC y 

JASPAR CORE Vertebrates) 

 

Sitios ISRE e IRE (canónico y alternativos) y sitio κB 

 

La búsqueda de sitios ISRE e IRE en la secuencia de la región promotora de 727 pb (de 

-565 a +162 pb) a través de LASAGNA-Search 2.0 dio como resultado la identificación de 

las secuencias resaltadas en la Figura 6, correspondientes a sitios IRE canónico y alternativos, 

y un sitio ISRE en la posición de -42 a -33 pb.  

De la misma manera, la búsqueda de sitios κB señaló una secuencia en la posición de  

-452 a -438 pb, resaltada en verde en la Figura 6. Está secuencia es identificada en la literatura 

como un sitio κB alternativo (Kunsch, Ruben y Rosen, 1992; Wong et al., 2011). 

 

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

TCTACATAATTATGTTTTTACATGAATAATATAAATTTAAACAGGAGAAATACTTTTTGA 

AGAGTCTGAGAATCTTCATAAAGTTCAGGCGGCCACGAATTAGCTGTGTGACCTGGGGCA 

TGCCCCTTAGACTCTGAGCCTCAGCTTCTCTGTATGTAAAATGGGTTGAAGCCGCCCTTC 

CCCACAAGCACCCTGTGCACAGGCAATGCCCAGCCCCATTATTTTCTGGACTCCGTGGCC 

AAGCATGCTTAGGACACACAGCCACATACTTCTGGGCAGTGTCATCTGGCAACTTGCTGT 

CATGTCAGTGTGGTCAAGCATTGTAGACCTCTATGAACCAAATATGCTTCAGGCTTGGGT 

TGAGCACAGGAGAGGGAGGAGGGAAAGGTCACTGGGGCTGGGAGTGCCTACTTCCCTCTG 

TGAGTGTCACCCCAGTCCACCCAGTACCATACCTTTCTCTCTCTGGACCCACTTCCTTTT 

GCTGCCGGCTCCTCCCCATTGAATAACAGCCAAGTTGCTTTGGTTTCTATTTCTTTGTTA 

AGTCGTTCCCTCTACAAAGGACTTCCTAGTGGGTGTGAAAGGCAGCGGTGGCCACAGAGG 

CGGCGGAGAGATGGCCTTCAGCGGTTCCCAGGCTCCCTACCTGAGTCCAGTGAGTTCCAG 

GGCTATGGGCACAGGGCTGCCTCAGCCAGAGGGACACAGCTCTGGGGCTCTGAGGAAGCA 

ACTCCTGG 

 

Fig. 6. Localización del sitio ISRE (resaltado en azul), sitios IRE (resaltados en 

amarillo) y sitio κB alternativo (resaltado en verde) en la región de -565 a +162 pb del 

promotor del gel LGALS9. 
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Alineamiento de secuencias en Clustal Omega 

 

El alineamiento múltiple aportó información previa para la construcción del molde. La 

Figura 7 representa el resultado del alineamiento múltiple de las secuencias de los DBD de 

diferentes IRF. En la imagen, un punto (.) indica una coincidencia, dos puntos (:), una 

coincidencia alta, un asterisco (*), un residuo conservado en todas las secuencias alineadas. 

 

Fig. 7. Alineamiento de secuencias obtenido en Clustal Omega (Sievers y Higgins, 2018). 
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La similitud entre los DBD se ve reflejada de manera más clara en la matriz de porcentaje de identidad (Tabla 6). La elección de las 

estructuras empleadas para el modelado por homología dependió del porcentaje de identidad reflejado en la matriz de porcentaje de 

identidad y de la disponibilidad de modelos en PDB. 

 

Tabla 6. Matriz de porcentaje de identidad del alineamiento de secuencias de IRF obtenido en Clustal Omega. 

 
 

IRF1 IRF2 IRF3 IRF4 IRF5 IRF6 IRF7 IRF8 IRF9 Posición 

del DBD 

en la 

secuencia 

Número de 

acceso 

UniProt 

IRF1 - 77.06 34.58 44.04 42.20 37.61 30.84 46.30 37.04 5–113 P10914 

IRF2 77.06 - 35.51 45.87 44.04 42.20 31.78 47.22 35.19 5–113 P14316 

IRF3 34.58 35.51 - 42.06 42.99 43.93 38.32 40.57 35.85 5–111 Q14653 

IRF4 44.04 45.87 42.06 - 44.04 44.04 38.32 79.63 57.41 21–129 Q15306 

IRF5 42.20 44.04 42.99 44.04 - 68.81 36.45 49.07 44.44 14–122 Q13568 

IRF6 37.61 42.20 43.93 44.04 68.81 - 36.45 47.22 42.59 7 – 115 O14896 

IRF7 30.84 31.78 38.32 38.32 36.45 36.45 - 40.57 38.68 11–126 Q92985 

IRF8 46.30 47.22 40.57 79.63 49.07 47.22 40.57 - 60.19 7–114 Q02556 

IRF9 37.04 35.19 35.85 57.41 44.44 42.59 38.68 60.19 - 9–116 Q00978 
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Modelos obtenidos en SWISS-MODEL y Parámetros de calidad 

 

En primera instancia, se debe tener en cuenta que la calidad de los modelos obtenidos 

mediante modelado por homología varía de manera acorde con la disponibilidad de 

estructuras obtenidas por medio de métodos experimentales, en las bases de datos. Dado que 

un modelo obtenido por medio de enfoques teóricos es una aproximación probabilística a la 

estructura real. Si bien actualmente las estructuras de la mayoría de los miembros de la 

familia IRF se encuentran disponibles en PDB (los organismos fuente de las estructuras 

disponibles varían), y las identidades de secuencia con los modelos obtenidos oscilan desde 

44.04% hasta 81.13%, la elección de estas estructuras se ve limitada debido a diversos 

factores. La elección de los moldes se restringe cuando se tiene en cuenta el organismo 

fuente, la resolución y la cobertura de estas estructuras con respecto a la secuencia que se 

pretende modelar. IRF1 cuenta con una estructura relacionada depositada en PDB (código de 

identificación PDB: 1IF1), pero al revisar la resolución y el sistema de expresión de este 

(Escherichia coli), se optó por obtener un modelo para cuyo molde se eligió IRF2 (código de 

identificación PDB: 2IRF), debido a la alta identidad de secuencia que comparte con IRF1 

(77.06%) (Tabla 5). En el caso de IRF5, PDB cuenta con una estructura relacionada 

depositada en PDB (código de identificación PDB: 3DSH), pero se trata del dominio de 

transactivación de este factor de transcripción, el cual es un sitio diferente al DBD. Con 

respecto a IRF7, existe una estructura relacionada (código de identificación PDB: 2O61), 

pero la secuencia de la estructura correspondiente al sitio de interés, es decir, el DBD, difiere 

de la secuencia reportada en UniProtKB. Además, esta estructura no fue propuesta como un 

molde por los programas empleados para el modelado por homología, probablemente debido 

a esta diferencia entre la secuencia problema y la secuencia de la estructura. IRF8 no cuenta 

con una estructura dilucidada por medio de métodos experimentales, pero su alta identidad 

de secuencia con IRF4, cuya estructura sí está disponible en PDB (código de identificación 

PDB: 7O56), permitió obtener un modelo viable. Por último, IRF9 de ratón (Mus musculus) 

(código de identificación PDB: 5OEN), está disponible en PDB, sin embargo, debido a la 

diferencia entre especies, el programa SWISS-MODEL sugirió una estructura de IRF4 

(código de identificación PDB: 7JM4) como molde para este modelo. 
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En la Figura 8 se muestran los modelos de DBD de IRF obtenidos por medio de modelado 

por homología y el DBD de IRF3, el cual se obtuvo de PDB. Todas las estructuras comparten 

el motivo de unión a ADN hélice-giro-hélice y poseen además hojas-β.  

Para el modelado se emplearon los servidores SWISS-MODEL e I-TASSER. Los 

modelos obtenidos por medio de I-TASSER se emplearon como comparativa para asegurar 

la calidad de los modelos obtenidos por medio de SWISS-MODEL por medio de la 

superposición entre ambos modelos y posterior comprobación de sus valores de RMSD 

(Figura 9).  Debido a que los modelos empleados para el acoplamiento fueron los obtenidos 

en SWISS-MODEL, los parámetros de calidad tomados en cuenta para el modelado fueron 

los calculados por las herramientas adjuntas en este servidor (Tabla 7).   
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Fig. 8. Modelos obtenidos en SWISS-MODEL y PDB (IRF3, PDB ID: 3QU6) (visualizados en el programa UCSF Chimera 1.15 
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Fig. 9. Superposición entre modelos obtenidos en SWISS-MODEL (azul) e I-TASSER (rojo) (IRF3 se obtuvo de PDB, y no se modeló 

en SWISS-MODEL pero sí en I-TASSER para realizar esta superposición) (visualizados en el programa UCSF Chimera 1.15 en 
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 Tabla 7. Parámetros de calidad para los modelos de DBD de IRF obtenidos en SWISS-MODEL (IRF3 es la estructura 

cristalizada obtenida de PDB).  

 

 Porcentaje de 

residuos en 

regiones favorables 

del gráfico de 

Ramachandran 

(Molprobity) 

Número de 

modelo 

elegido 

(SWISS-

MODEL) 

Molde principal 

(código de 

identificación 

PDB) 

Identidad con 

la secuencia 

original 

(SWISS-

MODEL) 

GMQE QMEANDisCo  RMSD contra 

modelos de I-

TASSER 

IRF1 96.26% 01 2IRF 77.06% 0.80 0.79 ± 0.08 0.797 Å 

IRF3 (PDB 

ID: 3QU6) 

99.03% N/A N/A  N/A  N/A  N/A  0.800 Å 

IRF5 94.29% 02 7JM4 44.04% 0.71 0.67 ± 0.08 0.708 Å 

IRF7 93.86% 03 3QU3 75.00% 0.81 0.72 ± 0.08 0.915 Å 

IRF8 95.19% 03 7O56 81.13% 0.88 0.82 ± 0.08 0.666 Å 

IRF9 94.23% 01 7JM4 57.41% 0.83 0.77 ± 0.08 0.647 Å 

 

GMQE (Estimación global de la calidad del modelo, Global Model Quality Estimate). 

QMEANDisCo (Análisis Cualitativo de Energía del Modelo con restricción de distancia basada en consenso, Qualitative Model 

Energy ANalysis, consensus-based Distance COnstraint).  

RMSD (desviación cuadrática media, Root-mean-square deviation). 

https://swissmodel.expasy.org/templates/2irf.1
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En cuanto a los parámetros de calidad señalados en la Tabla 7, GMQE, y QMEANDisCo 

son valores que aportan una medición general de la calidad del modelo. Sus valores varían 

entre 0 y 1, donde los valores más cercanos a uno indican una calidad esperada más alta 

(Waterhouse et al., 2018; Studer et al., 2020).  

El valor de GMQE evalúa las propiedades de la alineación de la secuencia problema 

(modelo) y el molde seleccionado, por lo que depende de la cobertura de la estructura del 

molde con respecto a la del modelo; por lo tanto, es poco probable que un molde que cubra 

solo la mitad de la secuencia del modelo obtenga una puntuación de GMQE superior a 0,5 

(Waterhouse et al., 2018). Todos los modelos obtenidos presentan una puntuación de GMQE 

mayor a 0.5, lo que indica que cada molde seleccionado cubre de manera idónea cada 

secuencia problema. 

QMEAN es una función de puntuación compuesta que describe los principales aspectos 

geométricos de las estructuras de proteínas y medición de calidad evalúa el modelo sin 

dependencia de cobertura explícita (Benkert, Tosatto, y Schomburg, 2008). QMEANDisCo 

emplea potenciales estadísticos de promedios de fuerza y términos de concordancia al 

introducir una puntuación de restricción de distancia basada en consenso (distance 

constraint, DisCo) (Studer et al., 2020). El valor de QMEANDisCo provisto por SWISS-

MODEL representa la diferencia cuadrática media (es decir, la desviación estándar) entre la 

puntuación global de QMEANDisCo y la IDDT (prueba de diferencia de distancia local, por 

sus siglas en inglés Local Distance Difference Test). IDDT es una puntuación sin 

superposición que evalúa las diferencias de la distancia local de todos los átomos en un 

modelo e incluye una validación de la plausibilidad estereoquímica (Mariani et al., 2013). La 

referencia puede ser una estructura única o un conjunto de estructuras equivalentes. Como la 

confiabilidad de la predicción depende del tamaño del modelo, la estimación del error 

proporcionada se calcula en base a estructuras disponibles de tamaño similar al modelo. Los 

modelos obtenidos presentan un valor de QMEANDisCo cercano a uno, por lo que también 

cumplen con este parámetro de calidad. 

Como se mencionó anteriormente, el valor de RMSD entre los carbonos α de las 

estructuras de dos cadenas de proteínas es una medida de similitud entre dos estructuras de 

proteínas, y cuánto menor es este valor, más similares son éstas (Kufareva y Abagyan, 2012). 

El valor de RMSD de los modelos en SWISS-MODEL e I-TASSER, al ser superpuestos 
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entre sí, no supera en ningún caso 1 Å (el valor de este parámetro no debe superar los 2 Å). 

Ambas herramientas emplean metodologías de modelado diferentes (SWISS-MODEL 

emplea un método de modelado por homología e I-TASSER, método threading), por lo que 

esta comparación se realizó con el fin de subrayar la pertinencia de los modelos obtenidos 

empleando SWISS-MODEL. 

En los resultados del gráfico de Ramachandran (Figura 10) puede apreciarse que más del 

90 % o más de los residuos se encuentran en regiones favorables del gráfico para todos los 

modelos obtenidos y para IRF3, siendo este porcentaje el mínimo deseable para considerar 

que un modelo es preciso (Elsliger y Wilson, 2012). Para obtener el gráfico de Ramachandran 

se emplearon los programas MolProbity y PROCHECK. Debido a que SWISS-MODEL 

incorpora por defecto el grafico de Ramachandran generado por MolProbity, se sometieron 

los modelos obtenidos a una evaluación empleando PROCHECK para corroborar los 

resultados del gráfico de Ramachandran (datos no mostrados debido a similitud entre 

resultados.  
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IRF1 

*96.26% 

IRF3 

*99.03% 

IRF5 

*94.29% 

IRF7 

*93.86% 

IRF8 

*95.19% 

IRF9 

*94.23% 

Fig. 10. Gráficos de Ramachandran para los modelos obtenidos por modelado por homología en SWISS-MODEL (IRF3 se obtuvo de PDB). 

En todos los casos, más del 90% de los residuos que conforman los modelos se encuentran en regiones favorables del gráfico. 
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Modelos de ADN de doble cadena 

 

Las siguientes figuras (Figuras 11 a 13) muestran los modelos de doble cadena de 

ADN-B obtenidos por medio del servidor w3DNA 2.0 y posteriormente empleados para el 

acoplamiento molecular con los factores de transcripción IRF y NF-κB.  Se modelaron los 

elementos de respuesta para IRF, ISRE (Figura 11) o IRE (canónico y alternativos) (Figura 

12), y el elemento de respuesta para NF-κB, el sitio κB (Figura 13). Se eligieron las 

secuencias de ADN localizadas en la región promotora de 727 pb del gen LGALS9 por el 

servidor LASAGNA-search 2.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11. Secuencia 3´ GGTTTCTATTTCTT ´5, sitio ISRE canónico. 

 

   

3´ GGGAAAGG´5 3´ AAGAGAGG ´5 

 

3´ AGGACACA ´5 

 

Fig. 12. Sitios IRE (canónico y alternativos) En azul se señala la secuencia del elemento de 

respuesta. 
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Fig. 13. Secuencia 3´ CTGGGGCATGCCCCTT 5´, sitio κB alternativo. 

 

Acoplamientos moleculares 

 

La capacidad para diseñar tratamientos efectivos para enfermedades que son causadas 

por un mal funcionamiento de los complejos procesos intracelulares que regulan la expresión 

génica está muy limitada por la escasa comprensión de la regulación genética y el control 

transcripcional. Las proteínas de unión al ADN juegan un papel fundamental en estos 

procesos y, en particular, los factores de transcripción que regulan la expresión de genes 

específicos uniéndose con alta afinidad a su elemento de respuesta. Esclarecer a detalle la 

especificidad molecular de los factores de transcripción es un desafío importante para 

descifrar los patrones de expresión génica espaciotemporal que sustentan la vida a nivel 

celular, sin embargo, la información estructural disponible que confieren los complejos 

proteína–ADN dilucidados por métodos experimentales deja en claro que no es posible 

definir un código simple (o único) basado en contactos entre cadenas laterales específicas de 

aminoácidos y bases específicas de ADN, para la unión proteína–ADN (Garvie y Wolberger, 

2001; Sarai y Kono, 2005; Fornes et al., 2014). 

Si bien algunos modelos predictivos que se basan exclusivamente en la secuencia de 

ADN han tenido éxito en un limitado número de casos (por ejemplo, los modelos basados en 

PWMs) (Stormo, 2014), estos son incapaces de explicar la variedad de factores estructurales 

y dinámicos que regulan la afinidad de unión (O'Flanagan, Paillard y Sengupta, 2005), debido 

principalmente a que las interfaces proteína–ADN son altamente dinámicas y una sola 

estructura es a menudo insuficiente para analizar el reconocimiento, la conformación y el 

modo de unión y, en particular, para identificar los residuos clave que hacen las 
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contribuciones más importantes en la unión FT–ADN; en este contexto, las simulaciones 

moleculares han alcanzado un nivel de precisión que les ha permitido convertirse en una útil 

herramienta para complementar la información estructural experimental disponible o para 

emplearse por sí sola para el estudio de las propiedades de la interacción. El análisis de los 

datos estructurales obtenidos mediante cristalografía de rayos X o resonancia magnética 

nuclear proporcionan una comprensión más profunda de la unión de los factores de 

transcripción al ADN, sin embargo, al carecer de estos datos, el análisis de los complejos 

FT–ADN obtenidos por medio del acoplamiento molecular puede brindar información 

valiosa sobre el modo de unión y los residuos importantes que participan en esta unión. 

Uno de los pasos previos para realizar un acoplamiento en HADDOCK es la definición 

de los residuos activos en los modelos indexados. Estos residuos son los de importancia 

central para la interacción y se definen como aquellos cuya eliminación conlleva una 

anulación de la interacción. A lo largo de la simulación, estos residuos se restringen para que 

formen parte de la interfaz que interaccionará de manera constante con el receptor. Para 

realizar el acoplamiento se tomaron en cuenta todos los residuos señalados por el programa, 

los cuales pueden consultarse a detalle en el apéndice B. 

 

Prueba de parámetros y controles 

 

Para la prueba de parámetros se eligieron estructuras de IRF dilucidadas por medio de 

métodos experimentales, depositadas en la base de datos PDB. La información que se obtuvo 

de estos acoplamientos es: a) la conformación adoptada por el IRF con respecto a la secuencia 

de ADN (Figura 14) y b) el HADDOCK score para cada uno de los acoplamientos (Tabla 8), 

lo cual nos brinda parámetros que nos ayudan a definir si la energía de interacción de los 

acoplamientos entre los modelos de IRF obtenidos por modelado y los modelos de las 

secuencias identificadas en el promotor del gen LGALS9 son lo suficientemente favorables 

para predecir una verdadera interacción. 
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IRF1 (1IF1) IRF2 (2IRF) IRF3 (2O6G) 

 

 

 

 

 

  

Fig. 15. 

Fig. 14. Acoplamientos resultantes entre las proteínas elegidas para la prueba de parámetros y secuencias de ADN.  
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IRF3 (2PI0) IRF4 (7JM4) IRF7 (2O61) 

 

 

 

 

Fig. 14. (Continuación). Acoplamientos resultantes entre las proteínas elegidas para la prueba de parámetros y secuencias de ADN.  
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Tabla 8. Valores obtenidos de los acoplamientos entre complejos elegidos para prueba de parámetros – secuencias de ADN (mejores resultados de 

cada clúster obtenido en HADDOCK). 

 
HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD 

from the 

overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried surface 

area 

Z -

score 

IRF1 

(1IF1) 

-185.9 +/- 7.1 2 30 0.7 +/- 0.4 -67.7 +/- 4.3 -794.4 +/- 30.6 9.8 +/- 1.6 308.8 +/- 106.5 2301.5 +/- 59.5 -2.1 

IRF2 

(2IRF) 

-116.4 +/- 20.2 2 10 1.7 +/- 1.1 -62.5 +/- 6.7 -606.9 +/- 48.2 15.6 +/- 1.7 519.0 +/- 136.6 2287.3 +/- 152.6 -1.4 

IRF3 

(2O6G) 

-124.8 +/- 13.7 2 9 17.1 +/- 0.1 -78.9 +/- 2.5 -704.5 +/- 43.9 22.5 +/- 1.6 726.0 +/- 98.9 2365.2 +/- 99.1 -1.7 

IRF3 

(2PI0) 

-89.0 +/- 18.8 4 7 12.2 +/- 0.1 -65.0 +/- 8.3 -451.0 +/- 43.4 24.4 +/- 2.7 417.4 +/- 89.3 1912.2 +/- 136.8 -2.0 

IRF4 

(7JM4) 

-116.1 +/- 6.1 1 15 0.8 +/- 0.5 -69.2 +/- 4.1 -542.0 +/- 19.7 17.9 +/- 1.6 436.2 +/- 32.0 1815.6 +/- 27.1 -2.1 

IRF7 

(2O61) 

-132.1 +/- 10.1 1 7 8.6 +/- 0.4 -72.9 +/- 10.1 -676.7 +/- 47.3 17.4 +/- 3.4 587.2 +/- 44.8 2332.8 +/- 87.3 -1.4 
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En cuanto a la prueba de controles se realizó un acoplamiento entre factores de 

transcripción cuyo elemento de respuesta difiere de ISRE y la secuencia ISRE localizada en 

la región promotora del gen LGALS9 en HADDOCK, esto con el fin de definir un rango de 

valores de HADDOCK score que indicara valores no aceptables (C-Fos/C-Jun), bajos 

(NFAT), altos (FoxO1) y muy altos (C-Myb) (Tabla 9), partiendo del hecho de que el motivo 

de unión a ADN de la familia IRF es hélice-giro-hélice. Nótese que sólo las hélices-α cortas 

interaccionan de manera favorable con el modelo de ADN, y que sólo los factores de 

transcripción que presentan este tipo de hélices-α logran un HADDOCK score alto (Figura 

15). 

El hecho de que los factores de transcripción de la familia IRF y la oncoproteína c-Myb 

poseen un motivo estructural común para el reconocimiento del ADN (Veals et al., 1992) 

puede ser el motivo por el que este factor de transcripción presenta un alto HADDOCK score 

al acoplarse con el modelo de la secuencia ISRE. De igual manera, se observó afinidad de 

una de las hélices-α que conforman la estructura de c-Myb, por la estructura de ADN (Figura 

15, inferior izquierda). 
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C-Fos/C-Jun FoxO1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NFAT C-Myb 

Fig. 15. Acoplamientos resultantes entre las proteínas elegidas para la prueba de controles – secuencia ISRE.  
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Tabla 9. Valores obtenidos de los acoplamientos entre modelos elegidos para prueba de controles – secuencia ISRE (mejores resultados de cada clúster 

obtenido en HADDOCK). 

 

 
HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z -

score 

C-Fos/C-

Jun 

2.1 +/- 2.9 3 12 2.7 +/- 0.9 -55.1 +/- 8.6 -183.5 +/- 42.5 14.6 +/- 5.1 793.5 +/- 21.6 1831.5 +/- 141.6 -1.6 

FoxO1 -84.1 +/- 6.7 2 9 17.3 +/- 0.5 -53.8 +/- 11.1 -417.0 +/- 46.8 6.1 +/- 1.1 469.7 +/- 34.9 1814.6 +/- 64.8 -2.0 

NFAT -9.1 +/- 20.6 1 6 0.7 +/- 0.5 -83.9 +/- 6.9 -309.7 +/- 30.0 14.3 +/- 1.6 1224.7 +/- 176.0 2445.9 +/- 99.9 -1.7 

C-Myb -100.4 +/- 11.2 9 5 14.9 +/- 0.1 -82.2 +/- 12.4 -791.1 +/- 18.7 18.1 +/- 1.9 1119.5 +/- 50.6 2776.3 +/- 204.0 -2.5 

 

Acoplamiento IRF–ISRE 

 

Los complejos IRF–ADN obtenidos presentaron energías de afinidad altas (Tabla 10) y puentes de hidrógeno e interacciones 

hidrofóbicas en cada una de las secuencias núcleo TTTC (GAAA) de las dos que conforman la secuencia ISRE (Figura 16). Estos 

resultados se ven reforzados por la obtención de altas energías de afinidad en los acoplamientos entre los DBD de IRF y el sitio IRE 

canónico (secuencia GAAA), y los sitios IRE alternativos (secuencias GAGA, GACA) (Apéndice C).  En estos complejos, una de las 
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tres hélices-α (llamada hélice de reconocimiento α3) (Escalante et al., 1998)) que componen el DBD muestra una evidente preferencia 

por la secuencia núcleo GAAA, posicionándose de manera transversal sobre el surco mayor de ADN en todos los casos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

IRF1 IRF3 IRF5 

Fig. 16.  Acoplamientos resultantes entre DBD de IRF y la secuencia ISRE.  
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IRF7 IRF8 IRF9 

 
Fig. 16. (Continuación). Acoplamientos resultantes entre DBD de IRF y la secuencia ISRE.  
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Tabla 10. Valores obtenidos de los acoplamientos entre DBD de IRF – secuencia ISRE (mejores resultados de cada clúster obtenido en HADDOCK). 

 
HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z -

score 

IRF1 -128.9 +/- 8.0 1 12 1.4 +/- 0.9 -50.5 +/- 6.8 -780.0 +/- 60.4 21.7 +/- 1.6 559.5 +/- 147.0 2094.8 +/- 183.6 -1.8 

IRF3 -131.4 +/- 11.6 1 17 16.8 +/- 0.6 -65.2 +/- 5.7 -693.9 +/- 17.4 26.9 +/- 3.2 455.9 +/- 63.1 2145.3 +/- 71.6 -1.2 

IRF5 -99.0 +/- 15.7 1 10 17.0 +/- 0.0 -53.2+/- 12.4 -629.3 +/- 20.9 14.5 +/- 3.7 655.0 +/- 133.4 2016.8 +/- 158.5 -1.5 

IRF7 -67.4 +/- 13.4 4 6 16.1 +/- 0.1 -55.3 +/- 7.3 -554.9 +/- 69.8 21.9 +/- 5.0 770.0 +/- 109.3 2191.3 +/- 186.0 -2.1 

IRF8 -91.1 +/- 11.8 4 8 15.4 +/- 1.0 -42.0 +/- 5.3 -546.9 +/- 50.7 16.4 +/- 4.8 439.8 +/- 140.3 1741.8 +/- 65.7 -1.7 

IRF9 -106.3 +/- 20.6 1 7 1.2 +/- 0.8 -47.8 +/- 8.9 -745.5 +/- 94.0 22.3 +/- 4.0 683.1 +/- 7.8 1848.1 +/- 133.2 -2.0 

 

Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en los complejos IRF–ISRE visualizados en LigPlot+ 

 

El reconocimiento de una secuencia de ADN por un factor de transcripción se logra mediante complementación química (Coulocheri 

et al., 2007). Esta complementación entre las dos moléculas es direccional y está determinada por los contactos químicos específicos 

que incluyen principalmente enlaces de hidrógeno, pero que también pueden incluir otro tipo de interacciones, siendo una de estas las 

interacciones hidrofóbicas. En una interfaz proteína–ADN ocurren diversos arreglos espaciales que se ven condicionados por el 
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plegamiento y el acoplamiento local y global de la proteína (Pabo y Nekludova, 2000). De manera similar, se ha propuesto que las 

interacciones hidrofóbicas son una de las principales fuerzas impulsoras de la asociación proteína–ADN; estas interacciones surgen de 

la interacción entre las superficies proteicas no polares en el sitio de unión del ADN (Spyrakis et al., 2007), y, en conjunto con los 

puentes de hidrógeno, confieren estabilidad al complejo proteína–ADN.  

Las siguientes tablas (Tablas 11 a 16) compendian los puentes de hidrógeno y las interacciones hidrofóbicas en los complejos IRF–

ISRE obtenidos por el acoplamiento molecular, visualizados en el programa LigPlot+. En la parte superior de las tablas se aprecia la 

secuencia de la cadena de sentido de ADN (GGTTTCTATTTCTT) y en la parte inferior, la secuencia de la cadena antisentido 

(AAGAAATAGAAACC). Los residuos resaltados en verde corresponden a residuos que forman puentes de hidrógeno con el ADN, y 

los residuos resaltados en azul, los que interaccionan de manera hidrofóbica.  

De manera interesante, los puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas de los complejos obtenidos se concentran en su mayoría 

en uno de los dos sitios centrales TTTC que conforman la secuencia del sitio ISRE, para todos los complejos DBD IRF–ISRE obtenidos, 

sin embargo, las interacciones visualizadas en el programa difieren significativamente entre los complejos en los cuales los IRF se 

mantuvieron como monómero (Tablas 11 a 16), y los complejos en los que los IRF se analizaron como dímeros (Tablas 18 a 23), siendo 

este último caso lo más cercano a lo que sucede en un evento bioquímico real (puesto que la mayoría de los IRF se unen a su elemento 

de respuesta tras dimerizar), sin embargo, el uso de estructuras de proteínas en sus formas monoméricas está más extendido en este tipo 

de análisis puesto que las simulaciones computacionales siempre serán más inexactas cuánto más grande sea el sistema atómico 

analizado. 

La estructura cristalina del DBD de IRF1 en complejo con un fragmento de ADN de 13 nucleótidos de un elemento PRD1 que 

contiene la secuencia central de GAAA está indexada en la base de datos PDB (código de identificación PDB: 1IF1); topológicamente, 

la región de unión al ADN de IRF1 es similar a un dominio de unión al ADN de tipo hélice-giro-hélice e incluye una hoja-β antiparalela 

de cuatro hebras y tres bucles (L1-L3) y tres hélices-α, de las cuales la hélice de reconocimiento α3 se posiciona de manera transversal 
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sobre el surco mayor de ADN.  En esta estructura, cuatro residuos median el contacto con el ADN en el surco mayor (Arg82, Cys83, 

Asn86 y Ser87). Además, tres residuos de triptófano (Trp11, Trp38 y Trp58) están involucrados en las interacciones con el esqueleto de 

azúcar-fosfato (Escalante et al., 1998). En el caso del complejo IRF1-ISRE obtenido (Tabla 11), el análisis del diagrama obtenido en 

LigPlot+ indicó que, con relación a la estructura de 1IF1, Arg78, Cys79 y Asn82 (equivalente a Arg82, Cys83 y Asn86, comprobado 

por alineamiento) forman puentes de hidrógeno con los nucleótidos que conforman la secuencia núcleo GAAA (interaccionan 

específicamente con A19 y A20), y Trp34 y Trp54 (equivalente a Trp38 y Trp58, comprobado por alineamiento) interacciona de manera 

hidrofóbica con T4 y A18, respectivamente. 

 

Tabla 11. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster DBD IRF1 – ISRE.  

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF1  

Residuo 

  Arg3 Trp54 Met4 Ser83 Arg60       Lys97 

  Leu84 Thr58 Arg5          

  Pro85 Asn76 Ala80          

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF1  

Residuo 

  Lys71 Trp34 Arg78 Cys79        Arg1 

   His36  Asn82         

   Lys74  Lys91         

 

 

 

 

 

  

Puente de 

hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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En el caso de IRF3, los residuos conservados Asn79, Arg81 y Ser82, pertenecientes a la hélice de reconocimiento α3, presentan alta 

especificidad por la secuencia GAAA (Panne, Maniatis y Harrison, 2007). Los contactos adicionales de los residuos Leu42, Arg78 y 

Arg86 explican la especificidad de unión más restringida de IRF3 (Panne et al., 2004). Con respecto al complejo obtenido (Tabla 12 y 

19), se comprobó que Asn79, Arg81 y Ser82 forman puentes de hidrógeno con los nucleótidos que conforman la secuencia ISRE. Arg78 

y Arg86 interaccionan de la misma manera con los nucleótidos T5, A19, G23 y A26, que forman parte de ambas secuencias núcleo 

TTTC (GAAA). 

 

Tabla 12. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster DBD IRF3 – ISRE.  

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF3  

Residuo 

   Lys5 Arg7 Pro6 Ala63 Thr61      Lys98 

   Trp57 Arg86  Asn79 Gly62       

    Lys87   Ser82       

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF3  

Residuo 

 Leu73  Arg78 Trp38 Arg81 Asn85 Arg86 Arg86   Arg86   

 Pro74  Lys77 His40          

    Arg78          

    Lys105          

 

 

 

 

  

Puente de 

hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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No existe mucha información con respecto a los residuos importantes que participan en el reconocimiento de ISRE por parte de IRF5, 

además de los residuos de triptófano característicos del DBD de la familia IRF. De estos cinco residuos de triptófano, se identificaron 

Trp34 y Trp54, los cuales interaccionan de manera hidrofóbica con T9 y A18, respectivamente (Tabla 13). Los residuos que interaccionan 

por medio de puentes de hidrógeno con las secuencias núcleo en este complejo corresponden a los residuos Arg3, Lys74, Lys83 y Thr58, 

mientras que las interacciones hidrofóbicas corresponden a los residuos Trp34, His36, Ala37, Trp54, Lys60, Lys72, Ala75 y Asn76. 

 

Tabla 13. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster DBD IRF5 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF5  

Residuo 

  His36  Ala37 Lys74  Arg78 Trp34 Ala75 Lys83    

    Ala71   Cys79       

       Asn82       

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF5  

Residuo 

Ser84 Arg85 Lys83 Arg3 Thr58 Lys60         

   Trp54 Asn76 Lys72         

 

 

 

 

 

 

 

  

Puente de 

hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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Para IRF7, se ha reportado que los residuos Phe45 y Leu50 participan en la unión de este factor de transcripción con su elemento de 

respuesta (Antonczyk et al., 2019). En el complejo obtenido en el presente trabajo, esta fenilalanina se encuentra en la posición 37 

(Phe37) e interacciona de manera hidrofóbica con G17. En cuanto a la leucina, se encuentra en la posición 42 (Leu42) e interacciona de 

manera hidrofóbica con A20 (Tabla 14). 

 

Tabla 14. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster DBD IRF7 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF7  

Residuo 

 Val2  Arg93 Ser91 Phe4 Arg1 Asn84 Arg59   Arg39   

 Leu3   Arg93 Gly5 Trp53 Arg57       

       Arg59       

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF7  

Residuo 

 Thr75 Phe37 Ala38 Thr83 Leu42 Ala88     Arg1   

  Ala79 Ala76  Cys87         

   Lys82  Arg90         

 

 

 

 

 

 

 

  

Puente de 
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hidrofóbica 
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Con respecto a IRF8, se ha reportado que el reemplazo de Thr80 por un residuo de alanina en la hélice de reconocimiento α3 altera 

la interfaz hidrofóbica entre el factor de transcripción y el ADN (Hambleton et al., 2011), sin embargo, este residuo no se identificó entre 

las interacciones visualizadas en LigPlot+. En el caso de los residuos que forman puentes de hidrógeno con los nucleótidos de las 

secuencias núcleo, estos son Arg3, Leu4, Arg5, His36, Trp54, Arg75, Cys78, Asn81, Lys82, Ser83 (Tabla 15). 

 

Tabla 15. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster DBD IRF8 – ISRE.  

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF8  

Residuo 

   His36 Arg77 Cys78 Lys82  Lys82 Lys82    Arg3 

   Lys73  Asn81         

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF8  

Residuo 

  Lys58  Arg3 Trp54 Arg75        

  Ala79  Leu4 Lys60         

    Arg5 Arg75         

    Ser83          

 

 

 

 

 

 

  

Puente de 

hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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Por último, en lo concerniente a IRF9 (Tabla 16), los residuos Trp54, Lys58, Lys60 y Arg75 forman puentes de hidrógeno con la 

secuencia núcleo TTTC (GAAA) conformada por T9, T10, T11 y C12, mientras que Val71 y Ala 79 interaccionan de manera 

hidrofóbica con estos nucleótidos. Arg77 y Cys78 forman puentes de hidrógeno con A18, mientras que Lys3 interacciona de manera 

hidrofóbica con A24. 

 

Tabla 16. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster DBD IRF9 – ISRE.  

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF9  

Residuo 

      Lys82 Leu4 Trp54 Lys60 Lys60    

      Ser84 Ser83 Lys58 Arg75 Val71    

      Glu85  Arg75 Ala79     

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF9  

Residuo 

His36 Ala37 Thr74 Arg77   Lys82   Lys3     

Ala70 Lys73 Met95 Cys78           

 

 

 

 

Acoplamiento entre dímeros de IRF–ISRE 

 

Se modelaron los dímeros de los miembros de la familia IRF empleando el servidor ROSIE con el objetivo de comprobar la conformación 

de los DBD con respecto a las dos secuencias núcleo TTTC presentes en la secuencia ISRE analizada (Figura 17). Se tomaron en cuenta 

los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de cada IRF para realizar los acoplamientos. De estos, se seleccionó sólo la mejor  

  

Puente de 

hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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conformación de cada set de resultados. El HADDOCK Score más alto obtenido corresponde a IRF9 (remarcado en amarillo en la Tabla  

17). En el Apéndice D pueden consultarse los resultados detallados de esta sección. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

IRF1 IRF3 IRF5 

Fig. 17. Acoplamientos resultantes entre dímeros de IRF (sólo DBD) y la secuencia ISRE,  
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Fig. 17. (Continuación) Acoplamientos resultantes entre dímeros de IRF (sólo DBD) y la secuencia ISRE. 
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Tabla 17. Valores obtenidos de los acoplamientos entre dímeros de IRF (sólo DBD) – ISRE. (mejores resultados de cada clúster obtenido en 

HADDOCK).   

 Mejor 

conform-

ación 

(Número 

de 

modelo 

de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD 

from the 

overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface 

area 

Z -

score 

IRF1 IRF1-1 -60.6 +/- 17.8 3 5 16.3 +/- 0.2 -74.1 +/- 4.5 -728.6 +/- 74.7 -728.6 +/- 74.7 1331.7 +/- 82.8 2413.2 +/- 96.0 -1.7 

IRF3 IRF3-4 -76.0 +/- 8.1 5 6 1.5 +/- 1.0 -69.2 +/- 4.6 -734.3 +/- 42.8 31.2 +/- 3.4 1089.0 +/- 131.3 2483.7 +/- 88.5 -1.8 

IRF5 IRF5-1 -61.9 +/- 8.1 1 10 1.6 +/- 1.0 -96.4 +/- 7.4 -634.0 +/- 32.4 22.8 +/- 4.7 1384.3 +/- 35.1 2898.9 +/- 94.2 -2.4 

IRF7 IRF7-8 -63.1 +/- 16.6 4 8 1.4 +/- 1.0 -65.0 +/- 2.8 -850.5 +/- 44.9 27.9 +/- 3.7 1441.7 +/- 86.8 2899.7 +/- 47.1 -2.3 

IRF8 IRF8-10 -86.8 +/- 6.3 7 7 13.5 +/- 0.2 -71.6 +/- 10.6 -808.1 +/- 81.6 32.4 +/- 4.8 1140.2 +/- 73.5 2840.9 +/- 192.7 -2.0 

IRF9 IRF9-10 -112.8 +/- 21.8 4 13 0.8 +/- 0.6 -90.0 +/- 4.1 -847.2 +/- 85.3 21.4 +/- 3.1 1252.7 +/- 51.7 2669.8 +/- 60.1 -2.3 
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Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en los complejos dímeros de IRF (sólo DBD)–ISRE 

 

Las Tablas 18 a 23 muestran los puentes de hidrógeno y las interacciones hidrofóbicas en los complejos dímero de IRF–ISRE 

obtenidos por medio de acoplamiento molecular, visualizados en el programa LigPlot+. Un porcentaje significativo de las interacciones 

se concentra en los nucleótidos T3, T4, T5, C6, G23, A24, A25 y A26, correspondiendo las dos secuencias núcleo TTTC (GAAA). 

Los residuos resaltados en verde corresponden a residuos que forman puentes de hidrógeno con el ADN, y los residuos resaltados 

en azul, los que interaccionan de manera hidrofóbica.  

 

Tabla 18. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster IRF1-1 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF1-1  

Residuo 

Glu198 Arg187 Asn191 Lys206 Lys97  Ala37  Ala38    Lys71  

Arg212  Asn205  Ser203          

    Arg204          

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF1-1  

Residuo 

    Lys35  Trp34 Ser99  Gly98 Lys200 Asp201 His36  

    Ala101  Asn96   Gln202     

         Arg215     

 

 

 

 

 

  

Puente de 

hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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Tabla 19. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster IRF3-4 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF3-4  

Residuo 

 Arg68 Arg68 Ser69 Arg73       Arg170 Ser166 Arg162 

 Arg65 Arg65         Thr145  Asn163 

             Arg165 

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF3-4  

Residuo 

Ala147 Ala144 Trp141 Pro98 Leu4 Arg2 Lys74 Ile3 Arg73 Pro1     

  Glu172   Lys171 Arg99 Ala70  Trp44     

     Ile100    Thr48     

     Leu101         
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hidrógeno 

Interacción 

hidrofóbica 
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Tabla 20. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster IRF5-1 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF5-1  

Residuo 

 Asp149  Arg93 Pro96 Gly150 Met95  Cys119 Gln120 Tyr98   Cys77 

   Pro97 Pro122         Lys81 

   Ser147           

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF5-1  

Residuo 

 Leu79 Arg86 Asn80 Lys101 Trp32     Asp94  Lys156 Asn152 

   Leu87 Tyr103 Arg76       Ala157 Thr153 

            Lys160 Glu167 
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Tabla 21. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster IRF7-8 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF7-8  

Residuo 

  Ser91 Leu3 Arg1 Trp53       Trp169 Ala170 

  Arg94 Gly5 Phe4 Arg57       Arg173 Asn200 

   Thr92  Cys87       Arg175 Phe201 

   Arg93  Ala88        Ala204 

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF7-8  

Residuo 

Cys203 Ser207 Ala195 Gly196 Lys198 Lys82  Arg90       

 Arg209  Arg206 Thr199 Thr83         
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99 

Tabla 22. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster IRF8-10 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF8-10  

Residuo 

Val54 Lys60 Lys56    Lys80   Cys182 Trp158 Arg107   

Phe55         Ala183 Thr178 Leu108   

Gly57          Arg179 Lys162   

Phe59              

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF8-10  

Residuo 

Val160 Gly163     Lys86 Lys86   Trp52 Thr72  Leu2 

Phe161 Lys166         Arg7

3 

Cys76  Thr69 

          Ala77    
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Tabla 23. Puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en el clúster IRF9-10 – ISRE. 

Secuencia: G1 G2 T3 T4 T5 C6 T7 A8 T9 T10 T11 C12 T13 T14 

IRF9-10  

Residuo 

 Cys182 Gln38 His140 Ala141  Lys37 Gly36  Ala35    Cys76 

 Pro173 Trp138  Ala174         Asn79 

 Lys206 Lys177  Arg181         Lys80 

  Arg181            

  Met199            

Secuencia: A15 A16 G17 A18 A19 A20 T21  A22 G23 A24 A25 A26 C27 C28 

IRF9-10  

Residuo 

  Trp32 Ala68  His34        Lys164 

  Lys71 Arg75  Gln144        Arg179 

   Met93          Cys182 

   Lys100          Lys186 
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Acoplamiento NF-κB–sitio κB alternativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18. Acoplamientos resultantes entre NF-κB (subunidades p50 (izquierda) y p65 (derecha)) y el sitio κB alternativo.  
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Tabla 24.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre subunidades p50 (B) y p65 (A) de NF-κB – sitio κB alternativo (mejores resultados de 

cada clúster obtenido en HADDOCK). 

Sub- 

unidad 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD 

from the 

overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface 

area 

Z -

score 

p50 

(Chain B) 

-37.8 +/- 11.6 1 8 0.9 +/- 0.1 -49.1 +/- 5.7 -532.6 +/- 49.5 18.6 +/- 2.9 1748.0 +/- 168.2 2017.4 +/- 215.4 -1.4 

p65 

(Chain A) 

-8.6 +/- 8.8 1 10 16.7 +/- 0.2 -92.9 +/- 7.6 -262.7 +/- 18.1 3.0 +/- 3.1 1338.3 +/- 86.1 2236.4 +/- 160.2 -2.1 

 

Cabe destacar que, en el caso del acoplamiento de las subunidades p50 y p65 con el sitio κB alternativo (Figura 18), no se obtuvieron 

conformaciones que reflejen la orientación de los sitios activos de las subunidades con respecto a la doble cadena de ADN, debido al 

tamaño del sistema atómico y a las limitaciones de las herramientas empleadas en la presente tesis. De hecho, en el acoplamiento de la 

subunidad p65, la cual contiene residuos importantes para la unión del factor de transcripción con la secuencia de ADN, presentó un 

valor de HADDOCK de -8.6 +/-8.8, uno de los más cercanos a cero (más bajos) obtenidos (Tabla 24). Esto puede deberse por la 

incapacidad de la actual interfaz del programa para identificar y especificar de manera precisa el sitio activo específico en estructuras de 

muchos átomos. 
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Posibles vías de señalización involucradas en la expresión de LGALS9 en procesos 

inflamatorios 

 

Las citocinas proinflamatorias, pero no las antiinflamatorias, aumentan la expresión de 

Gal-9 (Steelman et al., 2013) y se ha comprobado que la familia IRF participa en este 

aumento de la expresión (Alam et al., 2011) (Figura 19). Se propone que el aumento de 

expresión mediado por citocinas proinflamatorias es específico para cada tipo celular, y 

depende también del tipo de proceso inflamatorio.  

 

 

Fig. 19. Regulación propuesta para el promotor del gen LGALS9 mediada por IRF. 

 

En astrocitos, tras la estimulación con TNF-α, Gal-9 es regulada positivamente por un 

mecanismo que es distinto del de la vía IFN-γ/PI3K/IRF3 y requiere la activación de la vía 

JNK/c-Jun (Steelman et al., 2013). De acuerdo con Aparicio, 2019, se ha comprobado por 

medio de métodos computacionales que el promotor del gen LGALS9, en efecto, presenta 

elementos de respuesta para la vía JNK/c-Jun. Por otro lado, se ha comprobado 

experimentalmente que la expresión de Gal-9 mediada por TNF-α en los astrocitos depende 

de TNFR1 y de la activación de JNK /c-Jun, por lo que se propone que TNF-α aumenta la 

expresión de Gal-9 en procesos inflamatorios por medio de esta vía (Lensch et al., 2006). 

En el caso de Gal-1, TNF-α e IL-1β aumentan su expresión al activar la vía NF-κB. El 

promotor del gen LGALS1 presenta un sitio κB que permite este aumento. De manera similar, 

se comprobó por medio de métodos computacionales la presencia de un sitio κB, reportado 

como un sitio κB alternativo, en la región promotora del gen LGALS9, que podría estar 

involucrado en el aumento de la expresión de Gal-9 en líneas celulares incubadas con TNF-
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α e IL-1β, de una manera similar a la reportada en el gen LGALS1 por Toscano y 

colaboradores (Toscano et al., 2011). 

El factor de transcripción NF-κB, con respecto al cual se localizó un elemento de 

respuesta alternativo en la región promotora del gen LGALS9, podría estar involucrado en la 

inducción de Gal-9 característica de los procesos inflamatorios (Figura 20); debido a esto,  se 

propone de manera teórica que la vía de señalización NF-κB podría estar relacionada con la 

expresión de Gal-9 mediada por citocinas como TNF-α e IL-β, de la misma manera en la que 

se ve involucrada en la transcripción del gen LGALS1, si bien la secuencia reportada en 

LASAGNA-search 2.0 corresponde a un sitio κB alternativo. 

 

Fig. 20. Regulación propuesta para el promotor del gen LGALS9 mediada por NF-κB 

 

El factor de transcripción p53 induce la expresión de Gal-7 y está relacionado con la 

expresión de Gal-7 inducida en células de cáncer de mama (St-Pierre, 2021); esta expresión 

está correlacionada con una mayor actividad de NF-κB y es inhibida por inhibidores de NF-

κB, lo que indica que la capacidad de p53 para inducir Gal-7 depende de la actividad de NF-

κB (Campion et al., 2013). La región promotora del gen LGALS9 presenta un elemento de 

respuesta para p53 (secuencia AAGCATGC (el-Deiry et al., 1992) en la posición de -325 a 

-318 pb obtenida empleando matrices de TRANSFAC), por lo que es probable que p53 

induzca la expresión de Gal-9 en eventos inflamatorios de la misma índole, coregulando, en 

conjunto con NF-κB, respuestas proinflamatorias (Lowe et al., 2014), o por medio de 

diafonía con NF-κB, pues se ha reportado que la expresión génica dirigida por NF-κB 

inducida por TNF-α se basa en p53, por lo que este factor de transcripción es necesario para 
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la expresión génica mediada por NF-κB inducida por estímulos atípicos y clásicos (Schneider 

et al., 2010). 
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CONCLUSIONES 

 

1. Se obtuvieron complejos proteína–ADN estables, los cuales presentaron energías de 

afinidad altas y puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en cada una de las 

secuencias núcleo TTTC (GAAA) de las dos que conforman la secuencia ISRE. Se propone 

que el sitio ISRE localizado en la posición de -42 a -33 pb, en la región promotora de 727 pb 

del gen LGALS9 está relacionado con el aumento de la expresión del gen LGALS9 inducida 

por interferones, y que los factores de transcripción IRF1/3/5/7/8/9, y notablemente IRF9 e 

IRF3, están involucrados en ese aumento de expresión al promover la transcripción del gen, 

lo cual se deberá corroborar experimentalmente en un futuro.  

2. Se localizó por medio de métodos computacionales, un elemento de respuesta no 

canónico para NF-κB en la posición de -452 a -438 pb en la región promotora del gen 

LGALS9, pero no se logró obtener una conformación que representara el modo de unión entre 

las subunidades p50 y p65 y la secuencia de ADN. Esto se debe al tamaño del sistema atómico 

analizado, la carencia de una interfaz en el programa que permita la delimitación exacta del 

sitio activo de la subunidad, y a parámetros energéticos inadecuados para un sistema atómico 

grande (considerando que se tomaron en cuenta los parámetros energéticos por defecto de la 

interfaz easy de HADDOCK). Esto no indica que NF-κB no esté involucrado en la regulación 

transcripcional del gen LGALS9, puesto que este presenta un sitio κB en su región promotora 

de 727 pb.  Como nota al margen, el complejo p50/p65/ADN ya ha sido dilucidado por medio 

de métodos experimentales (algunos de ejemplos de esto son las entradas en PDB con 

códigos de identificación 1LE9 (Mus musculus), 1NFK (Mus musculus) y 2O61 (Homo 

sapiens).  

3. Tomando en cuenta la relación entre el factor de transcripción NF-κB y los procesos 

inflamatorios en los que Gal-9 se ve involucrada, se propone que la vía de señalización podría 

estar relacionada con la expresión de Gal-9 mediada por citocinas como TNF-α e IL-β, siendo 

estas los ligandos que activan la cascada de señalización canónica que regula la expresión de 

genes que presentan un sitio κB.  
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PERSPECTIVAS  

 

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis se propone corroborar de manera 

experimental la importancia del sitio ISRE presente la región promotora de 727 pb del gen 

LGALS9 por medio de cultivos celulares, incubaciones con diferentes tipos de IFN, 

transfecciones de la secuencia ISRE y mutaciones sitio-dirigidas en esta secuencia. Sería 

interesante comprobar también el efecto de los IFN de tipo III en la expresión de Gal-9, pues 

las vías de señalización que regulan reflejan una notoria similitud con las vías de señalización 

reguladas por IFN de tipo I.  
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APÉNDICES Y ANEXOS 

 

Apéndice A: descripción de las herramientas computacionales utilizadas 

 

Clustal Omega: herramienta computacional que permite el alineamiento de secuencias de 

proteínas. https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 

Discovery Studio 2020: herramienta de visualización de gráficos para el análisis de 

estructuras y modelos de proteínas. https://www.3ds.com/products-

services/biovia/products/molecular-modeling-simulation/biovia-discovery-studio/ 

EPD: base de datos de promotores eucariotas. https://epd.epfl.ch//index.php  

EMBL-EBI: Base de datos del Instituto Europeo de Bioinformática. 

https://www.ebi.ac.uk/ 

HADDOCK 2.4: Servidor en línea el cual permite realizar un acoplamiento basado en 

información indexada por el usuario  https://bianca.science.uu.nl/haddock2.4/ 

JASPAR CORE VERTEBRATES: base de datos de acceso abierto de perfiles de enlace 

de factores de transcripción curados y no redundantes almacenados como matrices de 

frecuencia de posición (PFMs) http://jaspar.genereg.net/ 

LASAGNA-Search 2.0: es una herramienta web para la búsqueda y visualización de 

sitios de enlace de FT. Incorpora una colección de modelos construidos a partir de TFBS o 

matrices de peso posicionales (PWM, por sus siglas en inglés de Position weight matrix) 

recopilados de bases de datos como TRANSFAC, JASPAR, UniPROBE, ORegAnno y 

PAZAR. https://biogrid-lasagna.engr.uconn.edu/lasagna_search/index.php 

MolProbity: servicio web de validación de estructuras tridimensionales que proporciona 

una evaluación de la calidad del modelo, tanto para proteínas como para ácidos nucleicos. 

http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php 

PDB (Protein Data Bank): base de datos que alberga la estructura tridimensional de 

proteínas y ácidos nucleicos. Estos datos han sido obtenidos mediante técnicas como 

cristalografía de rayos-X, espectroscopia de resonancia magnética nuclear, y crio-

microscopía electrónica. https://www.rcsb.org/ 

PROCHECK: herramienta que evalúa la geometría de los residuos en una estructura de 

proteína dada, en comparación con los parámetros estereoquímicos derivados de estructuras 

refinadas y de alta resolución. https://saves.mbi.ucla.edu/ 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.3ds.com/products-services/biovia/products/molecular-modeling-simulation/biovia-discovery-studio/
https://www.3ds.com/products-services/biovia/products/molecular-modeling-simulation/biovia-discovery-studio/
https://epd.epfl.ch/index.php
https://www.ebi.ac.uk/
https://bianca.science.uu.nl/haddock2.4/
http://jaspar.genereg.net/
https://biogrid-lasagna.engr.uconn.edu/lasagna_search/index.php
http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php
https://www.rcsb.org/
https://saves.mbi.ucla.edu/


 

141 

ROSIE; servidor en línea que aloja múltiples protocolos de uso académico, incluyendo 

una herramienta de acoplamiento simétrico de proteínas. https://rosie.graylab.jhu.edu/ 

SWISS-MODEL: servidor de modelado por homología de estructuras de proteínas. 

https://swissmodel.expasy.org/ 

TRANSFAC: base De datos de factores de transcripción eucarióticos, sus sitios de unión 

a genoma y sus perfiles de unión a ADN. http://genexplain.com/transfac/ 

UCSF Chimera: programa computacional que permite la visualización y edición de 

estructuras biológicas tridimensionales en distintos formatos. 

https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ 

UniProtKB: repositorio de datos con información funcional sobre proteínas. 

https://www.uniprot.org/uniprot/  

w3DNA 2.0: servidor para el análisis, visualización y modelado tridimensional de 

estructuras que contienen ácidos nucleicos. Las estructuras se modelan con base en modelos 

disponibles en la base de datos PDB. http://web.x3dna.org/ 
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Apéndice B: residuos activos detectados por HADDOCK 2.4 

 

Uno de los pasos previos más importantes para llevar a cabo un acoplamiento en 

HADDOCK es la definición manual de los residuos activos en las estructuras indexadas. En 

el servidor, los residuos que conforman una hélice-α son resaltados en rojo, y los residuos 

que conforman una hoja-β son resaltados en amarillo.  

 

Residuos activos para las estructuras empleadas en la prueba de parámetros  
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Fig. B1. Residuos activos detectados por HADDOCK 2.4 para estructuras elegidas para la 

prueba de parámetros. 
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Residuos activos para las estructuras empleadas en la prueba de controles  
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Fig. B2. Residuos activos detectados por HADDOCK 2.4 para estructuras elegidas para la 

prueba de controles. 
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Residuos activos para los modelos de IRF obtenidos por modelado por homología 
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Fig. B3. Residuos activos detectados por HADDOCK 2.4 para DBD de IRF. 
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Residuos activos para las subunidades de NF-κB (heterodímero p50/p65) 

 

Fig. B4. Residuos activos detectados por HADDOCK 2.4 para DBD de IRF. 
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Fig. B1. Acoplamientos resultantes entre DBD de IRF y la secuencia IRE canónica GAAA.  

Apéndice C: resultados de acoplamientos entre IRF–IRE 

Acoplamientos IRF–GGGAAAGG 
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Tabla B1. Valores obtenidos de los acoplamientos entre DBD de IRF y la secuencia IRE canónica GAAA (GGGAAAGG) (mejores resultados de 

cada clúster obtenido en HADDOCK). 

 
HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z -

score 

IRF1 -88.0 +/- 5.7 1 10 1.7 +/- 1.0 -44.9 +/- 8.5 -478.9 +/- 21.7 11.4 +/- 1.7 412.2 +/- 69.2 1478.7 +/- 118.8 -2.3 

IRF3 -108.2 +/- 3.5 4 7 1.3 +/- 1.0 -62.5 +/- 4.2 -545.9 +/- 24.3 21.9 +/- 2.3 415.0 +/- 46.8 1805.2 +/- 26.0 -1.9 

IRF5 -96.5 +/- 10.2 1 13 1.4 +/- 0.8 -47.8 +/- 4.4 -572.7 +/- 30.9 17.5 +/- 1.6 482.9 +/- 31.3 1629.5 +/- 81.8 -1.7 

IRF7 -54.5 +/- 12.1 2 6 8.8 +/- 0.3 -49.0 +/- 5.6 -409.1 +/- 62.4 15.2 +/- 2.5 610.4 +/- 62.6 1646.7 +/- 35.2 -1.5 

IRF8 -91.1 +/- 7.9 1 19 1.1 +/- 0.9 -40.5 +/- 4.3 -547.8 +/- 29.5 16.0 +/- 1.5 429.1 +/- 63.0 1516.4 +/- 24.8 -1.3 

IRF9 -108.7 +/- 10.8 1 20 1.3 +/- 0.8 -44.9 +/- 6.1 -604.4 +/- 32.8 17.4 +/- 3.1 397.4 +/- 10.4 1604.8 +/- 52.6 -2.2 
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Fig. B2. Acoplamientos resultantes entre DBD de IRF y la secuencia IRE alternativa GAGA.  

Acoplamientos IRF–AAGAGAGG 
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Tabla B2. Valores obtenidos de los acoplamientos entre DBD de IRF y la secuencia IRE alternativa GAGA (AAGAGAGG) (mejores resultados de 

cada clúster obtenido en HADDOCK). 

 HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z -

score 

IRF1 -87.5 +/- 8.6 1 11 5.6 +/- 0.9 -52.7 +/- 8.7 -451.3 +/- 36.5 12.6 +/- 0.5 428.3 +/- 180.1 1559.8 +/- 54.8 -1.7 

IRF3 -76.5 +/- 9.7 8 5 9.1 +/- 0.1 -51.5 +/- 6.0 -380.9 +/- 24.2 11.1 +/- 1.7 400.7 +/- 68.9 1464.2 +/- 99.6 -1.3 

IRF5 -89.8 +/- 3.6 3 9 8.9 +/- 0.2 -52.0 +/- 4.9 -460.1 +/- 25.5 9.9 +/- 3.5 443.4 +/- 87.5 1653.9 +/- 72.1 -1.9 

IRF7 -71.9 +/- 7.8 2 7 1.5 +/- 1.2 -54.5 +/- 2.0 -460.4 +/- 76.8 17.3 +/- 4.2 573.9 +/- 89.3 1602.3 +/- 177.0 -2.0 

IRF8 -95.2 +/- 4.7 2 19 8.5 +/- 0.1 -41.6 +/- 9.4 -526.2 +/- 55.0 13.7 +/- 1.9 379.0 +/- 49.3 1550.7 +/- 101.8 -1.9 

IRF9 -87.7 +/- 11.0 13 4 8.4 +/- 0.1 -44.9 +/- 9.8 -490.9 +/- 39.9 6.4 +/- 2.7 490.0 +/- 122.7 1426.4 +/- 90.9 -1.0 
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Fig. B3. Acoplamientos resultantes entre DBD de IRF y la secuencia IRE alternativa GACA.  

Acoplamientos IRF–AGGACACA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

IRF1 IRF3 IRF5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

IRF7 IRF8 IRF9 



 

151 

Tabla B3. Valores obtenidos de los acoplamientos entre DBD de IRF y la secuencia IRE alternativa GACA (AGGACACA) (mejores resultados de 

cada clúster obtenido en HADDOCK). 

 HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-

energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z -

score 

IRF1 -76.6 +/- 8.7 1 10 1.0 +/- 0.6 -45.9 +/- 7.7 -412.1 +/- 64.7 14.1 +/- 2.3 376.9 +/- 109.3 1509.5 +/- 117.5 -2.0 

IRF3 -95.7 +/- 6.6 6 5 1.9 +/- 1.1 -52.5 +/- 5.6 -528.3 +/- 45.6 20.5 +/- 3.6 419.7 +/- 68.6 1708.5 +/- 48.3 -1.8 

IRF5 -81.1 +/- 23.4 15 4 2.6 +/- 0.8 -40.0 +/- 4.1 -543.5 +/- 80.9 17.6 +/- 4.9 499.0 +/- 145.3 1677.3 +/- 101.4 -1.4 

IRF7 -58.1 +/- 20.6 11 4 1.2 +/- 0.7 -43.2 +/- 7.5 -505.2 +/- 39.0 19.4 +/- 0.8 667.6 +/- 64.2 1693.0 +/- 83.8 -1.8 

IRF8 -97.0 +/- 7.1 2 19 0.6 +/- 0.3 -42.7 +/- 2.7 -524.1 +/- 39.5 17.8 +/- 1.6 327.3 +/- 57.0 1521.0 +/- 34.3 -2.0 

IRF9 -95.0 +/- 5.1 2 15 8.3 +/- 0.1 -37.0 +/- 3.7 -596.9 +/- 15.7 20.3 +/- 2.1 411.0 +/- 40.8 1541.7 +/- 34.1 -2.1 
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Apéndice D: resultados de acoplamientos entre dímeros de IRF–ISRE 

Tabla C1.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de dímeros de IRF1–ISRE. 

Mejor 

conformación 

(Número de 

modelo de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z 

score 

IRF1-1 -60.6 +/- 17.8 3 5 16.3 +/- 0.2 -74.1 +/- 4.5 -728.6 +/- 74.7 -728.6 +/- 74.7 1331.7 +/- 82.8 2413.2 +/- 96.0 -1.7 

IRF1-2 -47.0 +/- 5.8 2 6 13.6 +/- 0.2 -41.8 +/- 4.5 -776.6 +/- 46.9 23.1 +/- 0.9 1270.5 +/- 71.6 2161.6 +/- 185.3 -1.3 

IRF1-3 -25.4 +/- 26.0 1 4 10.7 +/- 0.2 -48.5 +/- 13.3 -682.4 +/- 93.7 21.4 +/- 6.0 1382.3 +/- 141.7 1984.7 +/- 207.9 0.0 

IRF1-4 -31.0 +/- 13.5 8 4 14.5 +/- 0.0 -18.0 +/- 4.7 -874.2 +/- 59.6 23.3 +/- 4.3 1385.9 +/- 103.8 2179.0 +/- 94.3 -1.5 

IRF1-5 -29.7 +/- 19.4 2 6 13.2 +/- 0.2 -54.7 +/- 21.3 -636.0 +/- 39.4 17.7 +/- 4.0 1345.4 +/- 97.4 2161.8 +/- 225.8 -1.6 

IRF1-6 -29.2 +/- 18.4 6 4 12.9 +/- 0.1 -42.0 +/- 2.7 -704.6 +/- 65.7 20.1 +/- 1.9 1336.5 +/- 78.3 2138.0 +/- 103.4 -1.5 

IRF1-7 -47.3 +/- 20.9 2 5 1.6 +/- 0.9 -52.1 +/- 13.1 -771.7 +/- 30.0 27.4 +/- 2.6 1316.8 +/- 114.0 2323.5 +/- 195.2 -1.5 

IRF1-8 -28.4 +/- 5.2 3 5 13.2 +/- 0.1 -46.0 +/- 7.0 -708.0 +/- 71.8 27.8 +/- 2.1 1313.6 +/- 79.0 2249.9 +/- 101.7 -1.7 

IRF1-9 -61.0 +/- 7.3 1 6 1.8 +/- 1.1 -72.8 +/- 4.8 -767.5 +/- 67.7 28.1 +/- 3.3 1371.3 +/- 156.5 2339.7 +/- 58.0 -1.5 

IRF1-10 -29.8 +/- 15.1 5 4 14.2 +/- 0.2 -46.8 +/- 12.6 -754.0 +/- 31.0 22.6 +/- 2.4 1452.2 +/- 11.8 2098.3 +/- 253.7 -1.0 
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Tabla C2.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de dímeros de IRF3–ISRE. 

Mejor 

conformación 

(Número de 

modelo de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z 

score 

IRF3-1 -66.2 +/- 6.3 4 9 13.1 +/- 0.2 -56.9 +/- 5.0 -799.0 +/- 22.1 25.7 +/- 0.5 1247.7 +/- 107.4 2416.8 +/- 170.4 -1.4 

IRF3-2 -30.4 +/- 7.9 5 4 14.1 +/- 0.1 -43.4 +/- 5.2 -631.3 +/- 47.8 26.1 +/- 3.9 1131.4 +/- 88.0 2094.0 +/- 36.1 1.5 

IRF3-3 -35.2 +/- 12.6 10 4 20.4 +/- 0.1 -59.4 +/- 8.3 -565.0 +/- 27.9 36.0 +/- 2.3 1012.4 +/- 42.6 2241.8 +/- 155.9 -1.0 

IRF3-4 -76.0 +/- 8.1 5 6 1.5 +/- 1.0 -69.2 +/- 4.6 -734.3 +/- 42.8 31.2 +/- 3.4 1089.0 +/- 131.3 2483.7 +/- 88.5 -1.8 

IRF3-5 -21.7 +/- 2.4 3 7 9.2 +/- 0.6 -89.5 +/- 2.8 -252.5 +/- 32.6 -4.2 +/- 2.8 1224.4 +/- 29.1 2375.8 +/- 74.0 -1.6 

IRF3-6 -24.4 +/- 7.3 1 7 13.5 +/- 0.3 -43.4 +/- 5.8 -610.6 +/- 48.7 22.1 +/- 4.2 1189.1 +/- 97.5 1924.8 +/- 56.4 -1.1 

IRF3-7 -21.0 +/- 5.9 1 6 10.6 +/- 0.1 -63.8 +/- 11.4 -422.7 +/- 34.4 0.2 +/- 2.4 1271.2 +/- 43.4 2368.4 +/- 265.8 -1.2 

IRF3-8 -68.4 +/- 13.6 3 4 8.6 +/- 0.4 -91.5 +/- 12.0 -568.3 +/- 66.0 24.6 +/- 2.5 1121.7 +/- 64.4 2777.0 +/- 51.0 -1.5 

IRF3-9 -41.1 +/- 19.5 2 5 1.7 +/- 1.0 -69.1 +/- 14.6 -422.3 +/- 112.3 22.0 +/- 3.3 22.0 +/- 3.3 2349.3 +/- 140.4 -1.5 

IRF3-10 -65.2 +/- 16.9 10 4 2.0 +/- 1.2 -57.4 +/- 6.4 -764.6 +/- 84.0 26.8 +/- 1.0 1182.7 +/- 48.8 2516.0 +/- 164.5 -1.8 
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Tabla C3.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de dímeros de IRF5–ISRE. 

Mejor 

conformación 

(Número de 

modelo de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z 

score 

IRF5-1 -61.9 +/- 8.1 1 10 1.6 +/- 1.0 -96.4 +/- 7.4 -634.0 +/- 32.4 22.8 +/- 4.7 1384.3 +/- 35.1 2898.9 +/- 94.2 -2.4 

IRF5-2 -49.6 +/- 6.1 2 8 19.8 +/- 0.1 -96.2 +/- 8.2 -371.3 +/- 26.0 12.3 +/- 1.8 1086.1 +/- 86.4 2443.7 +/- 115.2 -1.9 

IRF5-3 -20.1 +/- 11.2 2 7 19.1 +/- 0.2 -79.5 +/- 8.8 -367.5 +/- 57.3 20.3 +/- 3.8 1126.0 +/- 62.6 2607.1 +/- 124.1 -1.8 

IRF5-4 -43.5 +/- 7.3 1 16 13.5 +/- 0.1 -84.9 +/- 7.4 -369.5 +/- 17.9 8.8 +/- 1.1 1064.9 +/- 64.9 2437.3 +/- 48.8 -1.5 

IRF5-5 -19.1 +/- 8.7 2 8 13.2 +/- 0.1 -74.4 +/- 5.7 -461.1 +/- 40.2 20.0 +/- 1.2 1275.4 +/- 104.3 2434.1 +/- 72.0 -1.0 

IRF5-6 -12.7 +/- 13.1 3 6 19.6 +/- 0.1 -85.0 +/- 15.8 -346.9 +/- 25.1 26.3 +/- 3.0 1153.6 +/- 3.4 2500.5 +/- 217.0 -0.9 

IRF5-7 -15.2 +/- 7.4 7 5 3.3 +/- 0.4 -90.1 +/- 3.2 -340.4 +/- 52.7 23.5 +/- 3.5 1194.7 +/- 27.9 2620.1 +/- 54.8 -1.4 

IRF5-8 -16.0 +/- 7.8 4 7 7.8 +/- 0.1 -59.7 +/- 2.9 -453.7 +/- 34.9 17.6 +/- 3.5 1168.7 +/- 27.4 2181.3 +/- 79.5 -1.0 

IRF5-9 -20.8 +/- 26.0 10 4 1.5 +/- 0.9 -86.9 +/- 8.2 -336.6 +/- 54.5 10.0 +/- 2.0 1234.8 +/- 128.8 2401.6 +/- 124.3 -2.1 

IRF5-10 -34.4 +/- 10.4 14 4 1.0 +/- 0.6 -84.9 +/- 9.2 -419.0 +/- 55.9 27.1 +/- 4.0 1072.2 +/- 52.3 2494.9 +/- 128.0 -1.5 
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Tabla C4.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de dímeros de IRF7–ISRE. 

Mejor 

conformación 

(Número de 

modelo de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z 

score 

IRF7-1 -22.8 +/- 11.8 1 8 16.9 +/- 0.1 -95.1 +/- 7.9 -380.1 +/- 26.3 17.5 +/- 1.4 1308.5 +/- 92.0 2607.3 +/- 47.3 -1.8 

IRF7-2 20.7 +/- 22.9 10 4 12.8 +/- 0.1 -77.6 +/- 6.6 -410.4 +/- 54.8 20.0 +/- 2.6 1604.0 +/- 184.5 2371.6 +/- 124.0 -1.8 

IRF7-3 43.4 +/- 7.2 2 6 12.0 +/- 0.5 -74.5 +/- 8.9 -225.9 +/- 11.7 10.9 +/- 3.3 1521.5 +/- 51.1 2096.5 +/- 56.7 -1.7 

IRF7-4 -27.3 +/- 3.9 2 9 17.5 +/- 0.1 -61.7 +/- 7.1 -645.3 +/- 30.3 23.4 +/- 1.4 1400.8 +/- 28.6 2532.9 +/- 80.8 -2.1 

IRF7-5 -18.5 +/- 12.7 2 8 12.6 +/- 0.1 -61.4 +/- 12.8 -631.0 +/- 20.5 17.3 +/- 3.5 1518.7 +/- 74.9 2071.3 +/- 180.4 -1.7 

IRF7-6 -36.8 +/- 0.9 2 7 7.0 +/- 0.2 -74.9 +/- 5.2 -544.0 +/- 41.4 16.1 +/- 1.7 1308.0 +/- 111.5 2472.9 +/- 94.1 -1.3 

IRF7-7 -6.0 +/- 36.1 1 4 1.4 +/- 0.9 -47.2 +/- 6.3 -661.3 +/- 102.5 24.1 +/- 3.3 1493.8 +/- 147.7 2104.6 +/- 218.7 0.0 

IRF7-8 -63.1 +/- 16.6 4 8 1.4 +/- 1.0 -65.0 +/- 2.8 -850.5 +/- 44.9 27.9 +/- 3.7 1441.7 +/- 86.8 2899.7 +/- 47.1 -2.3 

IRF7-9 -42.0 +/- 10.8 10 6 12.6 +/- 0.1 -64.5 +/- 5.6 -667.3 +/- 46.6 24.8 +/- 4.7 1311.2 +/- 189.6 2487.8 +/- 66.7 -2.2 

IRF7-10 -4.2 +/- 8.4 9 4 18.3 +/- 0.2 -67.3 +/- 5.9 -553.6 +/- 19.6 22.7 +/- 2.5 1511.6 +/- 49.7 2509.1 +/- 126.3 -1.5 
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Tabla C5.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de dímeros de IRF8–ISRE. 

Mejor 

conformación 

(Número de 

modelo de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z 

score 

IRF8-1 -30.6 +/- 13.6 8 4 13.4 +/- 0.1 -29.4 +/- 10.3 -779.5 +/- 29.8 32.3 +/- 2.8 1224.2 +/- 100.6 2206.1 +/- 132.4 -1.2 

IRF8-2 -32.4 +/- 9.3 5 4 8.8 +/- 0.6 -40.2 +/- 11.2 -755.5 +/- 50.2 33.9 +/- 3.6 1249.9 +/- 74.7 1985.6 +/- 112.2 -1.0 

IRF8-3 -20.5 +/- 23.2 4 4 16.1 +/- 0.1 -49.1 +/- 12.9 -627.6 +/- 32.7 26.0 +/- 2.9 1281.5 +/- 134.4 2127.8 +/- 343.3 -1.2 

IRF8-4 -21.7 +/- 12.9 8 4 13.3 +/- 0.0 -70.8 +/- 2.0 -580.2 +/- 61.5 24.5 +/- 2.0 1405.8 +/- 20.2 2507.3 +/- 107.8 -1.3 

IRF8-5 -38.6 +/- 22.7 1 5 13.8 +/- 0.1 -44.6 +/- 11.9 -633.8 +/- 28.9 15.6 +/- 7.7 1171.6 +/- 121.9 2123.4 +/- 145.7 -1.3 

IRF8-6 -32.9 +/- 8.3 5 13 19.6 +/- 0.2 -72.7 +/- 8.8 -466.1 +/- 24.4 18.0 +/- 2.2 1149.7 +/- 30.1 2347.7 +/- 181.4 -1.3 

IRF8-7 -3.9 +/- 11.1 6 5 13.9 +/- 0.3 -52.7 +/- 6.6 -490.2 +/- 54.2 20.0 +/- 1.7 1268.7 +/- 81.7 2154.9 +/- 35.2 -1.5 

IRF8-8 7.5 +/- 1.1 2 6 4.4 +/- 0.2 -86.8 +/- 7.9 -241.4 +/- 49.3 16.0 +/- 1.5 1265.9 +/- 79.5 2624.1 +/- 59.4 -1.3 

IRF8-9 -9.4 +/- 10.5 3 13 13.5 +/- 0.1 -95.2 +/- 8.0 -166.8 +/- 33.7 15.8 +/- 4.0 1033.4 +/- 51.5 2664.0 +/- 130.7 -2.1 

IRF8-10 -86.8 +/- 6.3 7 7 13.5 +/- 0.2 -71.6 +/- 10.6 -808.1 +/- 81.6 32.4 +/- 4.8 1140.2 +/- 73.5 2840.9 +/- 192.7 -2.0 
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Tabla C6.  Valores obtenidos de los acoplamientos entre los diez mejores modelos obtenidos en ROSIE de dímeros de IRF9–ISRE. 

Mejor 

conformación 

(Número de 

modelo de 

ROSIE) 

HADDOCK 

Score 

Cluster Cluster 

size 

RMSD from 

the overall 

lowest-energy 

structure 

Van der 

Waals 

energy 

Electrostatic 

energy 

Desolvation 

energy 

Restraints 

violation 

energy 

Buried 

surface area 

Z 

score 

IRF9-1 -40.8 +/- 10.3 5 5 9.5 +/- 0.3 -54.6 +/- 2.5 -562.0 +/- 39.4 22.8 +/- 3.4 1034.7 +/- 134.8 2288.4 +/- 108.5 -1.5 

IRF9-2 -21.0 +/- 8.3 3 8 7.1 +/- 0.2 -89.1 +/- 6.8 -216.5 +/- 33.1 18.3 +/- 4.0 932.0 +/- 121.0 2538.5 +/- 87.3 -1.8 

IRF9-3 -58.9 +/- 11.5 2 4 11.9 +/- 0.3 -53.3 +/- 8.8 -806.3 +/- 49.9 35.2 +/- 2.9 1203.8 +/- 62.2 2291.8 +/- 142.6 -1.0 

IRF9-4 -6.9 +/- 7.1 4 10 14.4 +/- 0.0 -74.0 +/- 2.3 -341.4 +/- 40.4 21.9 +/- 2.7 1135.2 +/- 86.9 2422.9 +/- 62.9 -2.2 

IRF9-5 -54.9 +/- 15.9 2 5 1.2 +/- 0.7 -84.9 +/- 13.7 -623.5 +/- 46.9 31.3 +/- 2.2 1233.5 +/- 107.9 2605.2 +/- 140.4 -1.6 

IRF9-6 -67.6 +/- 12.2 9 4 13.3 +/- 0.1 -56.2 +/- 4.4 -689.0 +/- 61.8 18.3 +/- 1.2 1080.8 +/- 25.9 2503.0 +/- 177.4 -2.1 

IRF9-7 -21.6 +/- 8.5 1 7 6.6 +/- 0.3 -46.9 +/- 5.2 -563.1 +/- 77.7 5.8 +/- 4.0 1320.7 +/- 22.0 2139.0 +/- 91.7 -1.6 

IRF9-8 -9.6 +/- 6.4 1 19 20.1 +/- 0.1 -80.5 +/- 3.3 -234.4 +/- 39.0 15.1 +/- 0.6 1026.6 +/- 110.5 2283.8 +/- 72.5 -1.4 

IRF9-9 15.6 +/- 13.6 5 5 14.2 +/- 0.9 -64.5 +/- 8.5 -279.4 +/- 28.9 18.1 +/- 4.1 1178.7 +/- 86.9 2190.6 +/- 116.5 -1.5 

IRF9-10 -112.8 +/- 21.8 4 13 0.8 +/- 0.6 -90.0 +/- 4.1 -847.2 +/- 85.3 21.4 +/- 3.1 1252.7 +/- 51.7 2669.8 +/- 60.1 -2.3 

 



 

158 

Anéxo I: constancias 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

COLEGIO MEXICANO 
DE INGENIEROS BIOQUÍMICOS, A.C. 

Biochemical Engineering Mexican Association 

CERTIFICATE OF 
PARTICIPATION 

It is certified, that: 

María José Vega del Real, Jesús Aparicio Flores, Verónica Vallejo 
Ruiz, Lorena Milflores Flores 

Authors of the work: 

Análisis in silico de la familia de factores reguladores del 
interferón (IRFs) y sus correspondientes interacciones 

proteína-ADN en el contexto del promotor 
del gen LGALS9 

Keyword: MBT380VEG20210430 

Participated in the poster session of the Virtual Congress 
In the área: Molecular Biotechnology, Bioinformatics and Nanotechnologies 

June 30, July 01 and 02, 2021 
CDMX, México 

  
Raúl Chávez Alvircio, M. en R.I. Deifilia Ahuatzi Chacón, PhD 

President Chair Scientific Committee 


