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Resumen

La galectina-9 es un miembro de las galectinas de repeticion en tdindem, desempefia diferentes
funciones que varian dependiendo del tipo celular, de su localizacion y de su concentracion, tales
como: regulacion del sistema inmunoldgico, inflamacién, adhesion celular y migracion, cancer y
enfermedades autoinmunes. Existen algunos estudios que reportan que el interferén gamma (INF-
v) es capaz de inducir la expresion del gen LGALS9, en diferentes tipos celulares como las células
endoteliales y los fibroblastos, sin embargo, no se sabe si estos cambios de expresion del gen
LGALS9 son resultado del efecto sobre la actividad del promotor.

En un estudio en el que se realiz6 un analisis in silico para evaluar la interaccion de ciertos factores
de transcripcion con elementos de respuesta de la region promotora de 727 pb del gen LGALS9 se
identificaron sitios de interaccion de factores de transcripcion y entre ellos los factores reguladores
del interferén (IRF) que regulan la transcripcion de los genes de interferon (IFN) y la expresion
génica inducida por IFN. En el presente trabajo se evalu6 el efecto del INF-y sobre el nivel de
expresion del gen LGALS9 en queratinocitos. Los resultados mostraron que el INF-y aumenta los
niveles de expresion del ARNm del gen LGALS9 en la linea celular HaCaT, tanto a la
concentracion de 10 ng/mL como en la de 100 ng/mL; el INF-y también mostrd un aumento de la
actividad del promotor de 727 pb del gen LGALS9 comparado con el vector que no presenta la

region promotora.

Los resultados muestran que el INF-y incremento la expresion del gen LGALS9, este aumento

puede ser resultado de un efecto sobre la actividad del promotor a través la union de factores de

transcripcion inducidos por esta citocina.
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1. Introduccion

1.1. Galectinas

El termino lectina se define actualmente como un grupo de proteinas oligoméricas naturales con
secuencias similares, que son capaces de reconocer, distinguir y unirse reversiblemente a los
carbohidratos libres y unidos, ademas de permitir la identificacion de nuevas glicoproteinas y sus

caracteristicas (Abrantes et al., 2021).

El descubrimiento del receptor de Ashwell-Morell (AMR) también conocido como receptor de la
asialoglicoproteina hepatica, dio parteaguas a que muchos investigadores comenzaran la
identificacion de otros receptores. Este es el primer receptor celular que se identificé y se aislo,
correspondiendo también a la primera lectina que fue detectada en mamiferos (Grewal, 2010).

En el afio 1976 se aisl6 una lectina del musculo del pollo y de extractos del corazén que reconocia
B-galactosidos; actualmente es denominada galectina-1. Al inicio, estas proteinas estaban
denominadas como lectinas de tipo S para denotar su dependencia del sulfhidrilo para unirse a
moléculas de azucar. Para el afio 1994, se sistematiz6 la nomenclatura de las galectinas asignando

un namero a los miembros de esta familia conforme se fueron descubriendo (Varki, 2015).

Las galectinas son lectinas que tienen una caracteristica muy importante, la afinidad por -

galactosidos (Chabot et al., 2002). Se encuentran clasificadas por el nimero y disposicién de su

dominio de reconocimiento a carbohidratos (DRC), este dominio tiene la capacidad de reconocer
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especificamente B1,4-N acetilglucosamina (LacNAc), que estd presente en diferentes

glicoproteinas de la superficie de casi todas las células (Liu & Stowell, 2023).

Actualmente se han identificado 16 galectinas en vertebrados, de las cuales 12 se expresan en

humanos (Kaminker & Timoshenko, 2021; Liu & Stowell, 2023). En la “

Tabla 1” se muestra la clasificacion de las galectinas respecto a su estructura y distribucion

(Morishita et al., 2021).

Tabla 1. Clasificacion de las galectinas respecto a su estructura y su distribucion celular y tisular.

Tipo Subtipo DRC Animal Distribucion
Prototipo 1 Humano, raton, rata, Ubicua, fibroblastos,
vaca, oveja, cerdo neuronas
) Humano, raton, rata, Estomago, intestino
vaca, oveja, cerdo delgado
5 Rata Células rojas de la
sangre
y Humano, raton, rata, Epitelio escamoso
Un dominio DRC vaca, cerdo estratificado
Humano Eosindfilos,
10 -
basofilos
11 Oveja, cabra Estomago, placenta
13 Humano, cerdo Placenta
14 Humano, oveja Eosindfilo, placenta
15 Oveja, cabra Estomago, placenta
16 Humano Placenta
Quimera Contiene una region Humano, raton, rata, Ubicua, macrofago,
3 N-terminal no lectina vaca, oveja, cerdo epitelio
conectada a un DRC
Tandem 4 Humano, raton, rata, Tracto
Dos DRC unidos por vaca, oveja, cerdo gastrointestinal
6 un péptido flexible Ratén Tracto

gastrointestinal
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12

Humano, raton, rata,
vaca, oveja, cerdo

Ubicua

Humano, ratén, rata,
vaca, cerdo

Células inmunes,
pulmon, tracto
gastrointestinal

Humano, ratén, rata,
vaca, oveja, cerdo

Tejido adiposo

Nota: tabla modificada de Nio-Kobayashi, 2017.

1.1.1. Localizacién celular

Las galectinas se localizan en el citoplasma y en condiciones especificas también se pueden

localizar en el ndcleo. No tienen una secuencia sefial, pero se ha propuesto que varias galectinas

son secretadas por las células mediante mecanismos independientes a la via secretora clasica (a

través del complejo Reticulo Endoplasmatico - Golgi), tales como: el uso de vias de translocacion

directa a través de la membrana plasmaética y a través de vesiculas como exosomas o lisosomas.

Por ello, las galectinas pertenecen a un grupo de proteinas que no contienen una secuencia sefial

pero que pueden ser secretadas y funcionar fuera de las células (Hughes, 2001; Yang et al., 2008;

Lv et al., 2023). En la Figura 1 se presenta un ejemplo de la localizacion de una galectina.

1.1.2. Funciones generales de galectinas

Cuando las galectinas se encuentra en el espacio extracelular, pueden unirse a varios

glicoconjugados incluyendo a aquellos que estan ubicados tanto en la superficie celular como en

la matriz extracelular. Las galectinas regulan diversos procesos dentro de la célula, (Yang et al.,

2008) como la intervencion en el corte y empalme del pre-ARNmM, la regulacion de la expresién
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génica y de la muerte/crecimiento celular, asi como en la deteccion de dafios en las vesiculas

intracelulares (Caballero et al., 2020).

Reticulo endoplasmatico

Membrana basal

Figura 1: Localizacién de galectina-9 en una célula epitelial. Se muestra una célula epitelial con polaridad mantenida
por adherencias a la matriz mediadas por integrinas (4) y por adherencias celulares como uniones estrechas (1),
uniones desmosomicas (2) y uniones adherentes (3). La secrecion de galectina citoplasmatica desde los dominios
apicales o basolaterales se produce por vias (flechas negras) que son independientes de la via secretora clasica que
involucra el reticulo endoplasmico y los compartimentos de Golgi (flecha roja). También se muestra la importacion
de galectina al nucleo (flecha amarilla). Nota. Adaptado de “Galectins as modulators of cell adhesién” (p. 669), por
R. Hughes, 2001, Biochimie, 83(7).
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De igual manera, las galectinas tienen algunas funciones inmunosupresoras e inmunorreguladoras
que dependen del tipo celular y del receptor al que se unen (Rio et al., 2022). En diversos estudios
se ha demostrado que las galectinas participan en varios procesos, por ejemplo: en el desarrollo
del cerebro, la homeostasis de las células T, la regulacion del ciclo celular, en la diferenciacion

celular y la respuesta inmune, entre otros (Yuan et al., 2020; Ramos-Martinez et al., 2022).

Los cambios en el nivel de expresion de las galectinas se han asociado con diversas enfermedades,
incluido el cancer (Thijssen et al., 2015). En este contexto, desempefian funciones reguladoras
asociadas con la progresion tumoral y la metastasis, tales como: la proliferacion celular, la evasion
inmune, la agregacion y adhesién celular, la transformacién, la migracion, la invasion y la

supervivencia (Ramos-Martinez et al., 2022).

El presente trabajo se enfoca en el estudio de la galectina-9, de la cual profundizaremos a

continuacion.

1.2. Galectina-9

La galectina-9 se expresa en diferentes tipos celulares, entre ellas, células de 6rganos linfaticos,
monocitos y células endoteliales de diferentes tejidos implicados en el sistema inmunoldgico,
como el bazo, el timo y los linfocitos de sangre periférica, y en tejidos de origen endodérmico
(higado, intestino, estdmago y pulmoén (Heusschen et al., 2013; Holderried et al., 2019) La

galectina-9 al igual que los demas miembros de las galectinas, se secreta por la via no clasica;
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acumulandose en polisomas libres que se encuentran en el citosol y después es liberada fuera de

la célula a través de vesiculas o0 exosomas (Moar & Tandon, 2021).

1.2.1. Estructura de la galectina-9

La galectina-9 es un miembro de las galectinas de repeticion en tandem, con un tamafio de 355
aminodcidos, que cuenta con dos DRC no idénticos enlazados por una cadena polipeptidica de 14
a 56 aminoéacidos de longitud, llamada dominio conector (Shete et al., 2022). La longitud del
dominio conector puede variar entre 14, 26 y 56 aminoacidos (John & Mishra, 2016).

Los DRC forman estructuras 3-sandwich compuesta por hojas B de seis hebras (S1-S6) y cinco
hebras (F1-F5). EI S4-S6 en N-DRC y el S3-S6 en C-DRC forman los sitios de unién a galactésidos
(Figura 2). Existen aminoacidos altamente conservados, por ejemplo: la arginina 65y 87 (R) y el
acido glutamico 85 (E) participan en el reconocimiento de carbohidratos, la histidina 60 (H) y la
asparagina 62 (N) facilitan la alineacion del DRC con el epitopo de glicano. Del mismo modo, el
triptofano 81 (W) forma interacciones con el anillo de galactosa que facilita la formacion de
enlaces H con cuatro grupos hidroxilo (—OH) de residuos de B-galactosido (Nagae et al., 2006;
John & Mishra, 2016; Moar & Tandon, 2021).

La region conectora de galectina-9 es susceptible a la accion de proteasas extracelulares como las
metaloproteinasas de la matriz 9 (MMP-9), y la elastasa, etc., dando lugar a una disociacion de los

DRC y alterando la funcion de la proteina (John & Mishra, 2016).
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Figura 2: Estructura de la galectina-9. (A) Representacion en un modelo de cinta de la estructura completa (355
aminoacidos) de galectina-9, con dos mondémeros (cadena A y cadena B) y en color naranja el péptido de unién entre
ambos monémeros. (B) Se muestran la cadena A formada por laminas 3 1aminas de cinco hebras (F1-F5) y seis hebras
(S1-S6) diferenciadas cada una por colores. (C) Vista de otro &ngulo de la cadena A en donde se observa la estructura
de p-s&ndwich con las hojas B de cinco hebras (F1-F5) y de seis hebras (S1-S6). Elaboracion propia con la herramienta
SWISS-MOL, editada con ChineraX.

1.2.2. Funciones de galectina-9

La galectina-9 funciona como una proteina pleiotropica, ya que, sus diferentes funciones varian
dependiendo del tipo celular, de su localizacién y de su concentracion.
La galectina-9 citoplasmatica participa en varias funciones celulares, por ejemplo: la agregacién

celular y la apoptosis, por otro lado, no existe informacidn extensa sobre las funciones nucleares
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de galectina-9, sin embargo, puede estar participando en el proceso de splicing de ARNm (del
inglés RNA splicing o corte y empalme). Su localizacion nuclear se ha reportado en monaocitos,

células hepaticas, placentarias, endoteliales de colon y melanoma (Moar & Tandon, 2021).

Galectina-9 puede ser secretada al espacio extracelular y reconocer B-galactésidos de varios
receptores de la superficie celular y de la matriz extracelular (MEC) (Corréa et al., 2021). Hasta
la fecha, se han reportado algunos de sus receptores incluyendo, el transportador de glucosa 2
(GLUT-2), la proteina disulfuro isomerasa (PDI), glicoesfingolipido de Forssman (FGL),
inmunoglobulina de células T y dominio de mucina-3 (TIM-3), inmunoglobulina E (IgE) y el
receptor de glucagon (GCGR) (John & Mishra, 2016). Cabe recalcar que, cuando la galectina-9 se
localiza fuera de la célula, participa en la quimioatraccion, la adhesion celular, la migracion, la
endocitosis de receptores, la agrupacion en balsas lipidicas, el reciclaje de lipidos, etc (Moar &

Tandon, 2021).

Se ha propuesto que galectina-9 pueden influir directamente en la inmunidad tanto innata como
adaptativa mediante la union a los receptores mencionados anteriormente, asi pues, cuando
galectina-9 interacttia con TIM-3 induce la apoptosis de linfocitos T citotoxicos (CD8+), y, ademas
estimula la produccién de interleucina (IL) 12 para iniciar respuestas inmunes adaptativas.
Adicionalmente, galectina-9 tiene un efecto sobre las células T activadas que depende de la
concentracion a la que se encuentre. En concentraciones altas, galectina-9 induce la apoptosis de
linfocitos T cooperadores (CD4+) y de linfocitos T citotoxicos (CD8+), pero en concentraciones
bajas, aumenta la produccion de citocinas por parte de las células T activadas. En concentraciones

altas, la galectina-9 bivalente puede oligomerizarse y, por lo tanto, puede agregar mas proteinas
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de sefializacién o inducir la union con mas ligandos, lo cual es importante para la sefializacion

apoptotica (Lv et al., 2023).

También, galectina-9 se ha propuesto como un inhibidor del sistema inmunoldgico ya que
promueve la diferenciacion de las células T reguladoras (Treg) y reduce las células T auxiliares 17
(TH17, linfocito T helper 17) y células T auxiliares 1 (THZ, linfocito T helper 1), lo que resulta
en la supresion de la inmunidad excesiva e inflamacion (Lv et al., 2023). Por otro lado, galectina-
9 induce la apoptosis de timocitos y también la muerte en las células Thl mediante la interaccion

con la molécula de superficie celular especifica de Thl, que es TIM-3 (Yang et al., 2008).

Se ha reportado que la galectina-9 se puede encontrar en suero, y el aumento en la concentracion
se ha visto relacionado en trastornos metabélicos, insuficiencia cardiaca y muchos tipos de cancer,
lo que sugiere que pueden utilizarse como biomarcadores para el prondstico y diagndstico de

varios trastornos fisiolégicos (Moar & Tandon, 2021).

1.2.3. Cambios de expresion de galectina-9 en cancer

Se ha demostrado que la galectina-9 promueve e inhibe la actividad tumoral en tumores malignos.
La expresion de galectina-9 en tumores ademas de estar relacionada con la adhesién o metéstasis
de células tumorales, juega un papel importante en la regulacion de la respuesta inmune mediante
la interaccién con diferentes receptores, las células presentadoras de antigenos o las células

tumorales (Chou et al., 2018; Lv et al., 2023).
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Se ha reportado en varios estudios que, en algunas neoplasias malignas los niveles de galectina-9
en celulas o tejidos tumorales son diferentes en comparacién con los controles normales. Se pudo
observar una alta expresion de galectina-9 en cancer de mama, el carcinoma de cuello uterino
asociado al virus del papiloma humano (VPH), el carcinoma de péancreas, el glioblastoma
multiforme, el linfoma cutaneo de células T62, la leucemia linfocitica crénica (Lv et al., 2023).

Del lado contrario, en céncer gastrico, cancer de colon, carcinoma de eso6fago, melanoma,
carcinoma hepatocelular, cancer de pulmdn, carcinoma de células renales, carcinoma suprarrenal
y células cancerosas de proéstata, se han reportado una disminucion en la expresion de galectina-9

con respecto a tejido normal (Lv et al., 2023) (

Tabla 2).

Galectina-9 presenta una alta expresion en los nevos melanociticos, pero estd regulada
negativamente en las células de melanoma, especialmente en las lesiones metastasicas (Troncoso
et al., 2012). En este estudio se demostré que la expresion de ARNm de galectina-9 en la linea
celular de melanoma humano MM-BP (linea celular pleomorfica pequefia con formacion de
colonias in vitro) era mayor con respecto a la MM-RU (linea celular pleomorfica sin formacion de
colonias); por lo tanto, se sugiere que la galectina-9 desempefia un papel en la formacién de nidos
de células melanociticas. Estos hallazgos sugirieron que la galectina-9 participa en la agregacion

celular (Kageshita et al., 2002).

Tabla 2. Expresion y rol de la galectina-9 en diferentes tipos de cancer.

Tipo de Expresion de

, . Actividad Posible mecanismo Pronostico
cancer galectina-9
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Cancer Regulado a la  Supresor de Inducir la apoptosis de las células Favorable
gastico baja tumor tumorales
Inducir la apoptosis de las células Favorable
, tumorales e inhibir la proliferacion,
Cancer Regulado ala  Supresor de . L p_
. reducir la vigilancia inmune del
colorrectal baja tumor . .
escape del tumor e inducir la
autofagia
, Suprimir la adhesion e invasion de Favorable
Cancer de Reguladoala Supresorde P .
, . celulas tumorales y activar las
pulmon baja tumor ) .
celulas asesinas naturales
Inducir la apoptosis de las células Favorable
tumorales e inhibir la respuesta
Carcinoma  Reguladoala Supresorde inmune antitumoral al inducir la
hepatocelular baja tumor senescencia de las células T en las
células de Kupffer y otras células
presentadoras de antigeno
Carcinomade Reguladoala Supresorde Inducir la apoptosis de las células Favorable
esofago baja tumor tumorales
Reguladoala Supresor de Inducir la apoptosis de las celulas Favorable
Melanoma .
baja tumor tumorales
Cancer de Inhibir la vigilancia inmune a Favorable
mama Regulado al ~ Promotor de través de la via Tim-3-Gal-9 e
alta tumor inducir la agregacién de células
tumorales para reducir la metastasis
Glioma Inmunosupresion tumoral o escape Desfavorable
Reguladoal  Promotor de . L ) .
inmunoldgico a través del sistema
alta tumor P
via Tim-3-Gal-9
Carcinoma de Reprogramacion de macréfagos Desfavorable
) Reguladoal  Promotor de . P g gos y
pancreas ejercicio de efectos
alta tumor .
inmunosupresores
Carcinomade Reguladoal Promotorde Escape inmune del tumor mediante Desfavorable
cuello uterino alta tumor la activacion de la via Tim-3-Gal-9
Linfoma Regulado al ~ Promotor de Reducir la infiltracion de células T Desfavorable
alta tumor CD8+
Leucemia Regulado al ~ Promotor de Escape inmunologico a través de la Desfavorable
alta tumor via Tim-3-Gal-9

Nota. Tomada de “A new emerging target in cancer immunotherapy: Galectin-9 (LGALS9)” (p. 2370), por Y. Lv, 2022, Genes &

Diseases (2023) 10.
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1.2.4. Gen de galectina-9 (LGALS9)

Galectina-9 es codificada por el gen LGALS9 que se ubica en el brazo largo en el locus 11.2
(17911.2) del cromosoma 17; comprende de la region 27631148 a 27649560 pb, con un tamafio
de 18412 pb (Universal Protein [UniProt]; Moar & Tandon, 2021). El marco de lectura del gen
LGALS9 esté constituido por 11 exones, sin embargo, el proceso de splicing alternativo da como
resultado tres variantes que presentan eliminacion de los exones 5, 6, y 10 (y combinaciones) del
transcrito de ARNm de longitud completa (FL) (Figura 3).

Las tres variantes de ARNm son: galectina-9 de longitud completa (gal-9FL o gal-9L), galectina-
9 con una eliminacion del exén 5 (gal-9A5 o gal-9M, ecalectina) y galectina-9 con deleciones de
los exones 5y 6 (Gal-9A5/6 o Gal-9S) (Chabot et al., 2002;Gieseke et al., 2013; Rio-Aige et
al.,2022). Adicionalmente, se ha reportado que existen otras variantes de esta galectina-9 que
carecen del exdn 10, entre las que se incluyen: gal-9A10, gal-9A-5/10 y gal-9A-5/6/10 (Heusschen

etal., 2013).

Estas variantes con delecion del exdn 10 tiene un truncamiento de la DRC C-terminal lo que hace
que parezcan una galectina prototipo, porque, al ser eliminado el ex6n 10 se cambia el marco de
traduccion que hace que se coloque un coddn de paro antes de traducir el segundo dominio de
DRC (John & Mishra, 2016).

Por otro lado, cuando se excluye el exén 5 o el exdn 5y 6, la longitud del péptido de union varia
entre los dos DRC influyendo en la libertad de rotacion de ambos dominios. Entonces, esto
repercute probablemente en diferentes especificidades y/o afinidades por los glicoconjugados

(Heusschen et al., 2013).
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Figura 3: Estructura de las variantes de ARNm del gen LGALS9 que se generan por corte y empalme alternativo. Los
rectangulos representan exones (en blanco se muestra la regién no traducida, en morado la region codificante para los
DRC, en amarillo la regién codificante del péptido de unién; y en verde el desplazamiento de marco en la regién
codificante). Hasta el momento se han identificado 6 variantes de empalme que varian en la exclusién de los exones
5, 6y 10. Como resultado, la longitud del péptido de unién y la DRC C-terminal varian entre las variantes del ARNm.
Gal-9FL: galectina-9 de longitud completa. Nota. Adaptado de “Galectin-9 in tumor biology: A jack of multiple
trades” (p. 179), por R. Heusschen, 2013, Biochimica et Biophysica Acta 1836 (2013) 177-185.
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2. Antecedentes

2.1. Region promotora del gen LGALS9

En un trabajo del grupo de investigacion se identifico, caracterizd y evalud la actividad del
promotor del gen LGALS9. Mediante el programa Eukaryotic Promoter Database (EPD), se
identificaron dos posibles regiones promotoras del gen LGALS9, la primera entre las posiciones
27623260 del gen KSR-1y 27649392 pb del gen LGALS9; la segunda region entre las posiciones

27630224 y 27630824 pb dentro del gen LGALS9 (Aparicio, 2019).

A través del programa Patch 1.0 (Public 1.0 Pattern Search for Transcription Factor Binding Sites)
se identificaron sitios potenciales de union a factores de transcripcion del fragmento de 2089 pb.
Se encontraron ocho cajas TATA en las posiciones -1836, -677, -536, -464, -436, -416, -327 y +6,
que son reconocidas por el factor de transcripcion 11 D (TFIID) y la proteina de union a TATA
(TBP); y en las posiciones -1861, -1372 y -46 se encontraron tres sitios Inr (Iniciador).
Adicionalmente, se hallaron sitios de unién para Spl, Sp2, Sp3 y Sp4, que son una familia de
factores de transcripcion que estan implicados en una amplia variedad de procesos biologicos
esenciales y se han demostrado que son importantes en el crecimiento celular, la diferenciacion, la
apoptosis y la carcinogénesis (Vizcaino et al., 2015). También se hallaron sitios de unién para
AP2, AP1y GATA-1, que actian como activadores de la transcripcion (Aparicio, 2019), ademas

de NF-kB y C-Myb.
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Después se amplific un fragmento de 2089 pb encontrando la posible regién promotora de 600
pb que se localiza en las posiciones 27630224 y 27630824 pb dentro del gen LGALS9 y a su vez
comprende de la posicion +162 a la -426 en el fragmento de 2089 pb y se disefiaron versiones mas
cortas del promotor, posteriormente se evalud la actividad de cuatro fragmentos de la region
promotora (2089 pb, 1479 pb, 727 pb 'y 222 pb), se observé la mayor actividad en el fragmento de

727 pb en comparacion con los fragmentos de 2089, 1479 y 222 pb (Aparicio, 2019).

2.2. Cambios de expresion de galectina-9

El cambio en el nivel de expresidn de galectina-9 modifica procesos celulares como el crecimiento,
la diferenciacion, la adhesion, la comunicacion y la muerte celular (Moar & Tandon, 2021).

Una célula dendritica debe de estar madura para desempefiar una adecuada respuesta inmune. Un
estudio realizado en ensayos in vitro de células dendriticas mostro que al agregar de forma exdgena
a la galectina-9, ésta puede inducir la maduracion de las células dendriticas. Existen otros factores
que contribuyen a la maduracion de las células dendriticas como ciertas citocinas, y a su vez
pueden aumentar la expresion de galectina-9; por consiguiente, una alta expresion de galectina-9

también puede ayudar en la maduracion de células dendriticas (Moar & Tandon, 2021).

El efecto de galectina-9 sobre las células T activadas depende de su concentraciéon. En
concentraciones altas, galectina-9 induce la apoptosis de las células T activadas (CD8+ y CD4+),
pero en concentraciones bajas aumenta la produccion de citocinas por parte de las células T
activadas. Uno de los ligandos responsables de inducir la apoptosis en las células T activadas por

galectina-9 es TIM-3 (John & Mishra, 2016).
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Mediante un analisis bioinformatico de enriquecimiento de conjuntos de genes (GSEA) y del
recurso de estimacion inmune del tumor (TIMER) se evalud la expresion de los genes LGALS en
muestras de cancer cervical y tejidos normales se identificaron cambios en los niveles de ARNm
de los genes de las galectinas LGALS1, LGALS2, LGALS4, LGALS7 y LGALS9. Especificamente,
se obtuvo un aumento significativo en la expresion de LGALS9 tanto en carcinoma de células
escamosas (CCE), como en adenocarcinoma (AC), mostrando que las pacientes con CCE y mayor
expresion de LGALS9 mostraron una supervivencia significativamente mejor, esto no se observé
en las pacientes con AC. Ademas, se hizo un analisis de enriquecimiento para identificar las vias
relacionadas con la alta expresion de LGALS9. Los resultados mostraron que la galectina-9 en
tumores de cancer cervical esta asociada con las vias de respuesta inmune, como el complemento
y la respuesta al interfer6n alfa; y también la expresion de LGALS9 se asoci6 positivamente con la
infiltracidn de células inmunitarias, presentando de mayor a menor abundancia: neutréfilos, células

T CDA4+, células B, células T CD8+ y células dendriticas (Mendieta-Carmona et al., 2023).

Ademas de la expresion alterada en tejidos en diferentes tipos de cancer, también existen reportes
de que la concentracion sérica de galectina-9 puede estd aumentada en diferentes tipos de cancer,
incluyendo adenocarcinoma ductal pancreético, leucemia linfocitica crénica y linfoma de células
T cutaneas. La concentracién de galectina-9 sérica en pacientes con lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo y alto grado y cancer cervical fue evaluada para determinar si se relacionaba
con las caracteristicas clinico patoldgicas, se encontré que la concentracion de galectina-9 fue
significativamente mas alta en el grupo de cancer cervical que en los grupos de lesiones
intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL), lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado

(HSIL) y control (negativos para lesiones intraepiteliales o0 malignidad). Ademas, se correlaciond
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la concentracion sérica de esta proteina con el nivel de expresion en tejido tumoral para determinar
si los niveles séricos podrian ser secretados por el tumor, sin embargo, no se encontro correlacion
por lo que se propone que la galectina-9 sérica no esta siendo secretada por las células tumorales,

sin embargo, esto debe de ser demostrado (Reyes-Vallejo et al., 2022).

2.3. Regulacion de la expresion de galectina-9

Poco se sabe sobre los mecanismos de regulacion de la expresion de galectina-9, pero es claro que
los cambios de expresion modifican multiples funciones celulares, por lo que algunos estudios se
han enfocado en evaluar aquellos factores que pueden estar participando en los cambios de

expresion de esta galectina.

En cuanto al efecto de diversas moléculas que pueden modificar la expresion del gen LGALS9
existen algunos reportes: se ha reportado en células del estroma endometrial (ESCs) que la
transcripcion del gen LGALS9 es activada por la proteina 2 expresada en derivados del corazén y
de la cresta neural (HAND?2) y disminuida por la proteina forkhead box O1 (FOXO1), ambos

factores de transcripcion (Murata et al., 2021).

Adicionalmente, se ha demostrado que, el interferon gamma puede regular la expresion de ciertos
genes a traves de su efecto sobre la trimetilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3)
adyacente a sus promotores. Se evalud si el interferon gamma puede regular la actividad de
H3K27me3 y del potenciador del homdlogo 2 de zeste (EZH2) en dos lineas celulares de

carcinoma hepatocelular (HepG2 y Hep3B), encontrando un aumento en los niveles de proteina 'y
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ARNmM de EZH2 y H3K27me3 en ambas lineas celulares estimuladas por interferon gamma, asi

mismo, hubo un incremento en la expresion de galectina-9 (Chen et al., 2018).

De igual manera, se evaluo la expresion de galectina-9 en células HepG2 y Hep3B tratadas con 10
ng/ml de IFN-y, el nivel de ARNm y de proteina se reguld positivamente de manera dependiente
de la concentracion y del tiempo. De igual manera, al realizar un anélisis de inmunofluorescencia
de células HepG2 y Hep3B se not6 una intensidad significativamente mayor de fluorescencia de
galectina-9 en células tratadas con interferén gamma respecto a las células de control. En conjunto,
estos resultados indicaron que la expresion de galectina-9 inducida por interferon gamma se
correlacionaba positivamente con la expresion de EZH2 en células de carcinoma hepatocelular
(Chen et al., 2018).

Interferdn gamma puede inducir la expresion de galectina-9 en varios tipos celulares, como las
células endoteliales (a través de la histona desacetilasa 3 (HDAC3) / la fosfoinositol 3-quinasa
(PI3K) / factor de transcripcion regulador interferén 3 (IRF3)) y los fibroblastos (a través de la

proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), PI3K y JAK/STAT) (John & Mishra, 2016).

Se ha demostrado que, en celulas endoteliales, el interferon gamma es capaz de inducir la expresion
de la galectina-9, desempefiando un papel en la respuesta inflamatoria ya que regula las
interacciones entre la pared vascular y los eosinofilos. Se ha demostrado que, en las células
endoteliales, la regulacion de la expresion de galectina-9 por interferon gamma ocurre por la
activacion de la histona deacetilasa 3 (HDAC3) a través de la interaccion con la fosfoinositol 3-
quinasa (PI3K) y el factor de respuesta de IFN (IRF) 3. El interferon gamma induce la fosforilacion

de IRF3 Ser-386 de manera dependiente de PI3K y HDACS3, y esta fosforilacién de Ser-386 es
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necesaria para la expresion de galectina-9 mediada por IRF3 ya que se transloca al nucleo e induce

la expresion de galectina-9 (Alam et al., 2011).

Por otro lado, al analizar la expresion de diferentes galectinas en las células estromales
mesenquimales multipotentes (MSC) con células T, ante diferentes estimulos inflamatorios, se
reportd un aumento en la transcripcion del ARNm de galectina-9 en las MSC cuando se estimul6
con interferon gammay a la vez que se co-cultivo con células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) activadas. Se concluye que la galectina-9 es inducida por varios estimulos
proinflamatorios y liberada por las MSC, y puede contribuir a las funciones inmunomoduladoras

inducibles de las MSC (Gieseke et al., 2013).

Estudios han reportado que el interferbn gamma estimula la expresion de galectina-9 en
fibroblastos-1 fetales humanos. Considerando que la galectina-9 es un quimioatrayente, se
estudiaron, tanto en fibroblastos dérmicos como en queratinocitos epidérmicos, los cambios de
expresion de genes involucrados en el proceso de quimioatraccion, cuando se incubaban con
diferentes citocinas. En los fibroblastos se encontré que los niveles de expresion de ARNm de
galectina-9 se incrementaron por efecto del interferon gamma y del factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) siendo menor el efecto en presencia de este ultimo. Sin embargo, en los queratinocitos
epidérmicos, los niveles de ARNm de galectina-9 no aumentaron por el estimulo del interferdn

gamma (Igawa et al., 2006).

La expresion de galectina-9 en biopsias de piel humana fue analizada tanto en muestras de

controles como en muestras de pacientes con dermatitis atdpica, los resultados mostraron un

30



aumento de la expresion de galectina-9 en las muestras con dermatitis atopica. Los analisis del

transcriptoma de igual manera mostraron altos niveles de ARNm del gen de galectina-9 en pieles

con lesiones de dermatitis atopica en comparacion con pieles sin lesiones de dermatitis atopica y

pieles de control (sanas). Adicionalmente, este estudio mostrd6 que en las células HaCaT

estimuladas con interleucina-17A (IL-17A) aumentaron los niveles de ARNm del gen LGALS9.

Un patron similar de expresion de LGALS9 se detectdé en los queratinocitos primarios bajo

estimulacion con IL-17A (Corréa et al., 2021).

2.4. Interferon Gamma (IFN- vy)

El interferon gama (IFN- y) pertenece a la familia de interferones. Estos son proteinas secretadas

por las células como respuesta ante diferentes tipos de estimulos teniendo asi una actividad en la

modulacion de la respuesta inmune. Los IFN se clasifican en 3 grupos de acuerdo con secuencias,

estructuras y funcion (Pestka, 2000) (Tabla 3).

Tabla 3: Clasificacion de los interferones de acuerdo con su secuencia, estructura y funcion.

Tipo Subtipos Receptor

Funcion

Referencia

| IFN-a, IFN-B, IFNAR1
IFN-¢, IFN-x, IFNAR?2

Modulacion en las respuestas
inmunes innatas y adaptativas,

(Stanifer et al.,
2019)

IFN-® algunas funciones (Zamora-Salas
antiproliferativas y la mas etal., 2023)
destacada, la actividad
antiviral.

1 IFN-y IFNGR1 Vigilancia inmune del cancer (Castro et al.,

IFNGR2

mediante la estimulacion de la
inmunidad antitumoral y la
eliminacion del tumor.

2018)
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I IFN-AL1 (IL-29), IFNLRI1/IL28Ra Interaccion huésped-patdgeno, (Castro et al.,
IFN-A2 (IL- ILI1ORB/ILIOR2 y su expresion se activa a 2018)

28A), través de los receptores del
IFN-A3 (- sistema inmunitario.

28B),

IFN-A4

El interferdn gamma es el tnico miembro de los interferones tipo 11 (IFN-11) (Zhang et al., 2021),
que forma homodimeros constituidos por dos subunidades polipeptidicas de 17 kDa unidas de
manera no covalente (Castro et al., 2018). Es producido por células del sistema inmunoldgico,
principalmente por las células asesinas naturales (NK), células T asesinas naturales (NKT), células
T CD4+ y CD8+, los linfocitos B y las células presentadoras de antigenos como lo son: los
macrofagos, los monocitos y células dendriticas (Burke & Young., 2019, Zhang et al., 2021). Esta
citocina da lugar a una serie de respuestas en los macréfagos, las células T CD4+ y en las células
cancerosas, que son inducidas por cascadas de sefializaciones activadas por el IFN- y. El IFN-y
puede ser secretado por estimulo de una variedad de citocinas (IL-1, IL-2, IL-12, IL-15, I1L-18, IL-

21, 1L-23, IL-27, IFN-a/B y TNF-a), en varios tipos de células inmunitarias (Zhang et al., 2021).

2.4.1. Funciones del IFN- vy

Una de las primeras funciones descritas del INF-y es actuar como un potente activador de las
funciones de células como los monocitos y macréfagos (Kelker et al., 1984). Sin embargo,
actualmente se le atribuyen otras funciones importantes como su participacién en las respuestas
inmunes innata y adaptativa contra las bacterias, cancer, virus y procesos inflamatorios patoldgicos

(Mertowska et al., 2023), asi como en la apoptosis y el ciclo celular (Castro et al., 2018).
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A diferencia de otros interferones, el IFN-y destaca por su amplia capacidad para estimular y
modular el sistema inmunoldgico. EIl IFN-y desencadena respuestas inmunitarias que dan como
resultado la fagocitosis, el aumento en la expresion de los receptores del complejo de
histocompatibilidad mayor (MHC) 1 y Il en las células presentadoras de antigenos (Fenimore &

Young, 2016; Ng et al., 2023).

El IFN-y ejerce efectos autocrinos sobre las principales células productoras del mismo IFN-y, pero
también puede actuar sobre otras células del sistema inmune. EI IFN-y activa a los macréfagos al
estimular la liberacion de oxido nitrico (NO), al aumentar la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ERO) y aumentar la actividad fagocitica (Ng et al., 2023), de igual manera actla
reprogramando los macrdfagos al fenotipo proinflamatorio M1, ya que, conlleva a que los
macrofagos aumenten su capacidad de respuesta a moléculas inflamatorias (Jorgovanovic et al.,

2020).

El IFN-y interactua con las células dendriticas estimulando la maduracion, la regulacion positiva
de MHC Iy MHC Il a través del aumento de la expresion del Factor Regulador del Interferén 1
(IRF1), pero a su vez, la disminucién la supervivencia de las células dendriticas depende del IFN-
yv. En las células T, el IFN-y estimula el crecimiento (Fenimore & Young, 2016) y la diferenciacion
hacia el subconjunto Th1, del mismo modo, activa su produccidn en las células Th1, mediante un
circuito de retroalimentacion positiva e inhibe la diferenciacion de Th2 (linfocito T helper 2) y
Th17. El IFN-y es indispensable para la maduracion de células T virgenes a células T efectoras

CD8+. Del modo contrario, IFN-y inhibe las células T reguladoras inmunosupresoras
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(Jorgovanovic et al., 2020). Durante una infeccion viral, IFN-y impulsa la respuesta Th1l (Ng et

al., 2023).

Adicionalmente del rol del IFN-y sobre la activacion, maduracion y crecimiento de las células
inmunes también tiene efectos sobre otros tipos de células como las células endoteliales y los
fibroblastos, por ello es importante en la respuesta inflamatoria y en las respuestas inmunes

mediadas por células (Fenimore & Young, 2016).

En otro contexto, el IFN-y juega un papel importante en la inmunidad tanto pro-tumoral como anti-
tumoral (Jorgovanovic et al., 2020). Una de las funciones anti-tumorales que tiene el IFN-y es
inducir la muerte celular apoptotica de varios tipos de células cancerosas. Ademas, induce la
muerte celular regulada “necroptosis” que es similar a una necrosis mediante la activacion de la
serina-treonina quinasa proteina inactivadora de ribosomas 1 (RIP1) también, la inhibicion de la
angiogénesis tumoral y proliferacion a través de la inhibicion del ciclo celular activando los

supresores tumorales p21 y p27 (Zaidi, 2019).

IFN-y regula uno de los mecanismos mas importantes en el control inmunoldgico, que es la
expresion de ligando de la muerte programada 1(PD-L1) y 2 (PD-L2) en la superficie de las células
tumorales y en las células estromales. Los ligandos PD-L1/2 inducidos por IFN-y se unen a su
receptor 1 de muerte programada (PD-1), haciendo que se supriman las actividades efectoras
inmunes de las células T y las células NK, que pueden promover la progresion del cancer (Zaidi,
2019). Otra de las funciones importantes del IFN-y es la induccion de genes antivirales regulados

por el elemento de respuesta estimulado por IFN (ISRE) presente en la region promotora, mediante
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la activacion del factor 3 del gen estimulado por IFN (ISGF3), que se asocia convencionalmente

con la respuesta de IFN tipo | (Zaidi, 2019).

Algunos estudios proponen que este papel pro-tumoral y anti-tumoral que tiene el IFN-y en el
cancer es por la induccién de genes tanto en la via canonica como en la no canonica, ya que se
activan proteinas efectoras con diferentes blancos dependiendo de cada caso. De igual manera, un
mismo gen que pertenece a la via canonica del IFN-y, puede ejercer funciones duales en torno a

sus niveles de expresion (Zamora-Salas et al., 2023).

2.4.2. Viade sefalizacion del IFN-y

IFN-vy tiene un receptor heterotetramérico conformado por dos receptores 1 de interferdn gamma
(IFNGR1) y otros dos receptores 2 de interferon gamma (IFNGR2). IFNGR1 reconoce y se une a
IFN-y, mientras que IFNGR2 es responsable de la transduccion de sefiales. Ambas subunidades de

IFNGR se expresan de manera ubicua en todas las células de mamiferos (Zhang et al., 2021).

IFN-y participa en la via activadora de la transcripcion Janus Quinasa-Transductor de Sefales y
Activador de la Transcripcion (JAK-STAT), que inicia cuando IFN-y se une a su receptor
transmembranal a través de sus dominios intracelulares que se encuentran asociados con las Janus
cinasas (JAK) 1y 2, entonces, JAK1/2 se activan por transfosforilacion y a su vez fosforilan a las
subunidades del receptor, y esta activacion genera un par de sitios de acoplamiento en los
receptores para el transductor de sefiales y activador de la transcripcion 1 (STAT), al mismo

tiempo, las enzimas JAK1/2 se fosforilan activando asi a STAT1, lo que permite su
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homodimerizacion (conocido como complejo GAF) y su consecuente translocacion al nicleo para
unirse a los elementos de ADN del sitio de activacion de IFN-y (GAS, en la secuencia consenso:
TTCN (2-4) GAA) en la region promotora de genes especificos clasificados como genes

estimulados por interferon (ISGs).

La cascada de sefializacién finaliza cuando la subunidad IFNGR1 en complejo con el IFN-y se
internaliza, entonces IFN-y es degradado, por otro lado, se almacena la subunidad IFNGR1 hasta
su posterior reciclaje hacia la membrana celular (Michalska et al., 2018) (Zamora-Salas et al.,
2023) (Figura 4). Tanto los IFN tipo 11 como los tipos | se unen a sus receptores correspondientes
y se desencadena una serie de pasos para finalmente translocarse al ndcleo e iniciar una expresién
alta de los genes con GAS y/o ISG que contienen ISRE (Platanias, 2005) (Figura 5). Debido a que
el complejo GAF no se une a STATZ2, pero si a todos los demas STAT es méas potente en

comparacion con la via activada por GAF dependiente de IFN tipo | (Michalska et al., 2018).
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Figura 4. Representacion esquematica de la via de sefializacion candnica del IFN-y. Empieza con la unién de IFN-y
con su receptor formado por IFNGR1 e IFNGR2 asociado a las cinasas JAK1 y JAK2 en sus dominios intracelulares.
Después de esta union, en el citoplasma, ocurre una transfosforilacion de JAK1/2 que hace que se active y entonces,
por una fosforilacion de los dominios internos del receptor por las proteinas JAK ocurre el reclutamiento de STAT1
que luego sera fosforilado y asi estar activado. STAT1 fosforilado se homodimeriza y se transloca al nicleo para
iniciar la transcripcion de los genes con secuencias GAS en sus regiones promotoras. Nota. Adaptado de “Interferon-

gamma: vias de sefializacion y sus implicaciones en el cncer ” (p. 4), por S. Zamora, 2023, Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol.
(26).
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Figura 5. Via de sefializacion de los IFN tipo | y tipo Il. Los tipos de interferones de tipo | se unen a un receptor
heterodimérico compuesto por dos cadenas, IFNAR1 e IFNAR2, que sefialan a través del reclutamiento de las quinasas
activadas TYK2 y JAK1, la activacion de estas JAKs provoca la fosforilacion de tirosina de STAT1 y STAT2, y
posteriormente la union de IRF9 formando el complejo trimérico llamado ISGF3 (IFN stimulated gene factor 3),
después se transloca al ndcleo y se une a elementos de respuesta estimulados por IFN (ISRE) en los promotores de
ISGs. La activacion de receptor de IFN tipo | también puede ser por la activacion de homodimeros de STAT1 que se
unen y activan motivos de secuencia GAS como usualmente lo hacen los interferones de tipo Il. Nota. Adaptado de
“Interferon-gamma: vias de sefializacién y sus implicaciones en el cancer” (p. 2), por S. Zamora, 2023,
Rev.Esp.Cienc.Quim.Biol. (26).

Por otro lado, la mayoria de los efectos celulares ejercidos por el IFN-y son a través de su via
canonica (JAK-STAT), sin embrago, también pueden ocurrir por la activacion de vias de
sefalizacion no candnicas protagonizadas por la proteina tirosina quinasa 2 (Pyk2) (Alspach et al.,
2019), STATS3, STATS, factor nuclear-kB (NF-kB), proteina activadora 1 (AP-1), molécula de
adhesién intercelular (I-CAM), PI3K, MAPK, proteina 1 homologa de muesca de locus

neurogénico (Notchl), quinasas reguladas por el extracelular 1/2 (ERK1/2). Las vias no canonicas
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del IFN-y son caracteristicas del tipo celular y en el cancer se asocian con la promocion y la

supervivencia del tumor (Zamora-Salas et al., 2023).

Se ha demostrado que IFN-y puede activar genes regulados por GAS mediante la activacion de
STATS3 por la via no canonica independiente de STAT1, esto sugieren que IFN-y puede inducir
sefializacion no candnica de una manera especifica del tipo de célula y dependiente del contexto

(Zaidi, 2019).

La estimulacion por IFN-y es importante porque induce la activacion de los ISGs que tiene como
consecuencia la modificacion de distintas respuestas celulares, como la proliferacion celular, la

apoptosis, la respuesta inmune y la migracién (Zamora-Salas et al., 2023).

2.4.3. Factores reguladores del interferén (IRF)

Los factores reguladores del interferon (IRF) son una familia de nueve (IRF1-9) proteinas
homologas que regulan la transcripcién de los interferones (IFN) y la expresion génica inducida
por IFN (Antonczyk et al., 2019; Michalska et al., 2018). Estas proteinas modulan la via de
sefializacion del receptor de tipo Tool (TLR) y la via de sefializacion de IFN que participan en el

sistema inmunitario innato (Antonczyk et al., 2019).

Todos los IRF en la parte N-terminal contienen un dominio de union al ADN (DBD) conservado

con una estructura hélice-bucle-hélice de tipo a y un motivo que contiene cinco residuos de

triptéfano; y un dominio de asociacion IRF. EI DBD reconoce un elemento de secuencia consenso
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en el ADN consenso (A/GNGAAANNGAAACT), y en especifico se une a un motivo GAAA
(elemento IRF: IRE) presente en los promotores de los genes de los IFN-o e IFN-f, asi como en
los ISG (nlcleo ISRE). La parte C-terminal de todos los IRF, a excepcién de IRF-1 e IRF-2 (Paun
& Pitha, 2007) contienen el dominio de asociacion IRF (IAD), con el cual puede auto asociarse,
unirse a los miembros de la familia IRF o interactuar con otros factores de transcripcion (Michalska

et al., 2018; Negishi et al., 2018;Antonczyk et al., 2019).

El elemento regulador de interferon (IRE, NAANNGAAA) es una version mas corta de la ISRE,
no reconocida por ISGF3 y el elemento de respuesta a estimulos de interferon (ISRE,
A/GNGAAANNGAAACT) estan presentes en las regiones reguladoras de los genes de interferon

tipo 1 y los ISGs (Michalska et al., 2018;Antonczyk et al., 2019).

Una de las funciones de los IRF es formar complejos (con STAT) y colaborar con otros factores
de transcripcion de coaccién como el NF-kB y PU.1, ademas, varios estudios han descubierto que
los IRF pueden desempefiar un papel fundamental en la patogénesis de algunas enfermedades
como la inflamacion aguda o cronica en las enfermedades autoinmunes y el cancer (Antonczyk et

al., 2019).

2.4.4. Regulacion transcripcional de ISG

La estimulacion con cualquier tipo de IFN induce a la transcripcion de IRF1, IRF5, IRF7, IRF8 e

incluso STATL, STAT2 e IRF9. Como los IRF se unen a un motivo GAAA especifico (elemento
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IRF; IRE), los IRF pueden unirse a dominios regulatorios positivos (PRD-I) que contienen dichos

IRE, asi como ISRE (Antonczyk et al., 2019).

IRF1 es un factor de transcripcion con una funcién anti-tumoral, una de las funciones en las que
participa es en la transcripcion de otro grupo de genes con una secuencia consenso ISRE. IRF1
facilita el reclutamiento de la ARN polimerasa Il hacia los promotores de los ISGs y la unién a
regiones potenciadoras o enhancers para impulsar la formaciédn tridimensional de asas en el DNA
facilitando el acceso de las enzimas hacia las regiones promotoras de los 1ISGs; también, cuando
existe una induccion del IFN-y se hace una interaccion entre STAT1 e IRF1 en la transcripcion de
ISGs (Zamora-Salas et al., 2023). IRF1 e IRF9 son inducidos por una infeccién viral y también
por los IFN tipo | y Il, ambos IRF regulan la transcripcion de ISGs a través de la activacion de la

via de sefializacion JAK-STAT (Michalska et al., 2018).

Al igual que IRF1, STATL es un factor de transcripcion que regula la expresion de varios genes,
incluyendo el mismo IRF1. Cuando hay una sobreexpresion de la IRF1 ejerce una induccion de
sefales apoptoticas en respuesta al IFN-y, de modo contrario, si se inhibe por IRF2 que se une
competitivamente a las secuencias ISRE de sus promotores blanco, el IFN-y activa sefiales
proliferativas (Zamora-Salas et al., 2023). La fosforilacion de STAT1 después de ser estimulado
con IFN-y muestra un aumento rapido que disminuye dependiendo con el tiempo.

Actualmente, existen varios genes objetivo de STAT1 que contienen la secuencia GAS, como la

proteina de unién a guanilato (GBP), Supresor de la Sefializacién de Citoquinas 1 (SOCS1), IRF1

e IRF8 (Michalska et al., 2018).
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Los genes STAT1, STAT2, IRF9 e IRF1 tienen una regulacién por retroalimentacion positiva ya
que los complejos (GAF / ISGF3 / STAT2-IRF9) se unen a secuencias reguladoras que contienen
ISRE y GAS combinadas. Al mismo tiempo, estos complejos ayudan al aumento de la expresion

de otros ISRE y/o ISG que contienen GAS (Michalska et al., 2018).

Cuando se sintetizan en el citoplasma las proteinas STAT1, STAT2 e IRF9 pueden conducir a la
creacion de nuevos factores de transcripcion en una forma no fosforilada (U-ISGF3, U-STAT1y
U-STAT2/IRF9). Cuando la cantidad de fosfoproteinas disminuye, estos complejos no
fosforilados como el ISGF3 no fosforilado, el dimero STAT1 no fosforilado o el complejo
STAT2/IRF9 pueden apoyar o asumir el papel de los complejos fosforilados en el mantenimiento
de la expresion de los ISG.

Ambos grupos de proteinas controlan la expresion prolongada de muchos ISG fundamentales para
generar una potente respuesta antiviral y defensa del huésped (Antonczyk et al., 2019; Michalska

et al., 2018) (Figura 6).
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Figura 6: Cooperacion de componentes ISGF3 y GAF fosforilados y no fosforilados de IRF1 en la regulacién de la

=Ll

transcripcion basal e inducida por IFN. La via clasica de sefializacion de los IFN tipo | y Il se basa en complejos de
proteinas STAT fosforiladas que dan una respuesta temprana de que los receptores se dimerizan y permiten la
transfosforilacion de quinasas unidas a los receptores (JAK1 y TYK2 para IFN-1 0 JAK1 y JAK2 para IFN-1I) y el
reclutamiento de proteinas STAT. Posteriormente, se fosforilan las STATS, que pueden ahora dimerizarse y crear
complejos (ISGF3, STAT2/IRF9, STAT 1Y 2/IRF9 y GAF) luego translocarse al ntcleo y comenzar una de 1SGs
que contienen GAS y/o ISRE. Esto conduce a la acumulacion rapida de proteinas STAT1, STAT2, IRF9 e IRF1 recién
sintetizadas en el citoplasma, que pueden crear nuevos factores de transcripcion en forma no fosforilada (U-ISGF3,
U-STAT1y U-STAT2/IRF9) y, mientras el nivel de proteinas fosforiladas disminuye, estos factores de transcripcién
apoyan o asumen el papel de complejos fosforilados en el mantenimiento de la expresion de 1SGs. Ademas, los
factores de transcripcion no estimulados se involucran en el mantenimiento de la expresion basal de ciertos ISGs en
células no estimuladas (independiente de IFN). IRF1 puede ocupar genes que contienen ISRE y co-ligarse con otros
factores para modular la respuesta inducida por IFN, asi como la expresion basal de 1SG. Como se muestra en el
grafico, IRF1 puede autorregularse uniéndose a secuencias GAS en el ndcleo y ejercer una funcién en el
mantenimiento de la expresion basal de ciertos ISGs en células no estimuladas por algin tipo de IFN. Nota. Adaptado
de “a positive Feedback amplifier Circuit that regulates interferon (ifn)-stimulated Gene expression and Controls

type i and type ii ifn responses” (p. 13), por: A. Michalska, 2018, Frontiers in Immunology. (9).

43



IRF8 también es inducido por IFN-y. E1 IRF8 contribuye directamente a la induccion de numerosos
genes en celulas tratadas con IFN-y. Ademas, numerosos genes estan regulados por complejos
multiproteicos que contienen IRF8 inducido por IFN-y y otros factores de transcripcion,
especialmente PU.1, STAT1y, en algunos casos, IRF1 (Negishi et al., 2018).

En un estudio realizado en el grupo de investigacion en el que se hizo el modelado in silico de la
interaccion entre los factores de transcripcién IRF y NF-kB con sus elementos de respuesta
localizados en la region promotora del gen LGALS9 (de -565 a +162 pb) se propuso que el sitio
ISRE localizado en la posicién de -42 a -33 pb, en la region promotora de 727 pb del gen LGALS9
puede estar relacionada con el aumento de la expresion del gen LGALS9 inducida por interferones,
y que los factores de transcripcion IRF1/3/5/7/8/9, y notablemente IRF9 e IRF3, podrian estar

involucrados en el aumento de expresion al promover la transcripcion del gen (Vega, 2021).
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3. Justificacion

Galectina-9 ejerce un papel importante en funciones como la adhesion celular, la
inmunomodulacion, la muerte celular, la comunicacion celular, la diferenciacion celular, y en el
proceso de inflamacion. En diversas patologias como el céncer y algunas enfermedades
autoinmunes se ha reportado un cambio en su nivel de expresion. Existen estudios que muestras
que la expresion de galectina-9 puede verse afectada por distintas citocinas, entre ellas los IFN. En
este estudio es de interés evaluar el efecto del IFN-y sobre el nivel de expresion de galectina-9 en
queratinocitos y si este efecto puede ser por cambios en la actividad el promotor del gen LGALS9,
ya que se ha identificado sitios de union a los factores de transcripcion IRF que pueden estar
activando vias de sefializacion relacionadas directamente con el IFN-y ejerciendo a su vez
funciones en las respuestas inmunes innatas y adaptativas o0 como mediador antitumoral y

protumoral.

4. Planteamiento del problema

¢El interferén-y puede modificar la expresion del gen LGALS9 a través de cambios en la actividad

de su promotor?
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5. Hipotesis

HO: El INF-y regula positivamente la expresion del gen LGALS9 a traves de cambios en la

actividad de su promotor

HA: El INF-y no modifica la expresion del gen LGALS9 ni la actividad de su promotor

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del INF-y sobre el nivel de expresion del gen LGALS9 en queratinocitos.

6.2. Objetivo especifico

1. Evaluar el efecto del INF-y sobre los niveles del ARNm del gen LGALS9 en queratinocitos

2. Evaluar el efecto del INF-y en la actividad del promotor del gen LGALS9 en queratinocitos
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7. Materiales y métodos

7.1. Niveles de expresion de ARN mensajero

7.1.1. Cultivo celular

Para evaluar la expresion de galectina-9, se cultivaron células de queratinocitos de piel humana
adulta (linea HaCaT) en un medio de crecimiento Dulbecco Eagle modificado (DMEM) (Caisson)
con 5% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Biowest) y antibiotico/antimicético al 1% (Biowest). Se
incubaron a 37°C, 5% CO: y atmosfera himeda, hasta alcanzar el 80% de confluencia en las
botellas p25. Transcurrido el tiempo, las células se despegaron de la botella de cultivo adicionando
0.5 ml de tripsina e incubando por 5 minutos, posteriormente se resuspendieron en 1 mL de DMEM
con 5% de SFB.

Después, las células se contaron en una cdmara de Neubauer tifiendo con azul tripan y se realizaron
los calculos usando la formula de concentracion celular, una vez obteniendo el nimero de C/mL
se sembraron 8 pozos con 80,000 células cada uno en una placa de 24 pozos.

La formula empleada para el calculo del nimero de células es la siguiente:

#células Y de células en los 4 cuadrantes

L 2 X Dilucion x 10 000

7.1.2. Induccion con IFN-y

Después de las 24 horas, cuatro de los ochos pozos fueron incubados con INF-y (Recombinant

Human IFN-y, Gibco) a dos concentraciones diferentes [10 ng/mL] y [100 ng/mL] por 6 horas y
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los otros cuatro pozos se tomaron como condicion control incubandose con PBS (buffer fosfato

salino) la placa se incubé a 37 °C, 5% CO2 en atmosfera hiumeda.

7.1.3. Extraccion de ARN total

Después de 6 horas de incubacion, el ARN total se extrajo utilizando el mini kit RNeasy Protect
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del proveedor. La concentracion y pureza del ARN fueron
analizadas usando el nanofotometro PEARL (IMPLEN) en relacion con los valores de las
absorbancias A260/280 nm (un valor entre 2.0 - 2.2 se considera indicativo de un ARN de pureza
optima) y A260/280 nm (con valor > 1.7 se considera aceptable).

Después se hizo una electroforesis en un gel de agarosa al 1% para verificar la integridad de ARN

observando las bandas brillantes y sin degradacion de los ARN ribosomales (ARNr) 28s y 18s.

7.1.4. Sintesis de ADNc

Luego de verificar laintegridad del ARN total, se hizo la sintesis de ADN complementario (ADNCc)
utilizando el kit Revert Aid H Minus First Strand cDNA (Thermo Fisher Scientific). La reaccion
se hizo en un volumen de 20 uL utilizando 20 ng de ARN, 1 uL de primers oligo (dT), 4 uL de
buffer de reaccion 2X, 1 ulL de inhibidor de RNasa RiboLock, 2 uL de mezcla de dNTP, 1 uL de
la enzima Transcriptasa Reversa y agua libre de nucleasas hasta alcanzar el volumen final.
Posteriormente, se realizd la sintesis de ADNc en el termociclador utilizando el protocolo

siguiente: 42 °C durante 60 minutos, y despues a 70 °C durante 5 minutos.
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7.1.5. PCR Tiempo Real (RT-PCR)

Para determinar el efecto del INF-y sobre los niveles de ARNm del gen LGALS9 se realizo la
técnica de PCR en tiempo real. Para ello el volumen final reaccion fue de 10 uL, utilizando 5 pL
de SYBR Green/Rox (Thermo Fisher Scientific, Inc.), 1 pL de cebador sentido, 1 uL de cebador
antisentido y 1 pL de ADNc [20 ng]. Las reacciones se llevaron a cabo por duplicados
amplificando el gen LGALS9 y como control el gen endégeno HPRT. La secuencia de oligos de
ambos genes se muestra en la (Tabla 4). Se uso el equipo de PCR en tiempo real Step One (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Inc.), con las siguientes condiciones de temperatura: 95 °C
durante 10 minutos seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 10 segundos, 61 °C durante 30 segundos

y 70 °C durante 30 segundos.

Posteriormente se hizo la cuantificacion relativa para determinar el nivel de expresion del gen
LGALS9 por el método 2 Delta Delta Ct (cycle threshold) (2A-A Ct). EI método 2-24 t se basa en

el analisis comparativo de los Cts de las muestras y de los Cts de un control enddgeno (HPRT).

Para determinar el nivel de expresion todos los experimentos se realizaron por triplicado en tres

diferentes experimentos.

Tabla 4. Secuencia de los oligos utilizados para (RT-PCR), se muestran las temperaturas de

alineamiento y el tamafio del producto amplificado.

Nombre del oligo Secuencia (5 2 3)) m Producto
LGALS9 | Sentido CTG TGC AGC TGT CCT ACATCA 57.0°C
177 pb
Antisentido | GGA TGA CTG TCT GGG TAATGG 54.9°C
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HPRT Sentido CCT GGC GTC GTG ATT AGT GAT GAT 58.8°C
130 pb

Antisentido | GCA AGA CGT TCAGTCCTG TC 59.7°C

7.2. Evaluacion de la actividad del promotor mediante ensayos de luciferasa

Para medir la actividad de promotor del gen LGALS9 se sembraron 80,000 células HaCaT en placas
de 24 pozos en un medio de DMEM con 5% de SFB y antibiético/antimicotico al 1%. Se incubaron

a 37 °C, 5% CO, y atmoésfera himeda, por 24 horas a una confluencia del 80%.

7.2.1. Transfeccion

Después de 24 horas, se retiro el DMEM, se realizaron 2 lavados con 500 uL de buffer PBS. Las
células fueron transfectadas mediante lipofeccién utilizando Lipofectamina 3000 (Invitrogen,
Thermo Fisher), 600 ng del plasmido pGL4Gal9-727 que contiene clonado el fragmento del
promotor del gen LGALS9 de 727 pb, en el vector pGL4.12 que tiene el gen reportero de luciferasa

luc2CP de Photinus pyralis (
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Figura 7A). Como control de la transfeccion se utilizd el vector pGL4.72; este vector contiene el

gen hRIucCP de Renilla reniformis (
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Figura 7B), se cotransfectd con 20 ng de dicho plasmido.
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Figura 7: Plasmidos usados en las transfecciones para los ensayos de luciferasa. A) Se muestra el plasmido pGL4.12
en que fue clonado el promotor de 727 pb y que contiene el marco de lectura de la luciferasa de la luciérnaga Photinus
pyralis. B) Se muestra el plasmido usado como control de transfeccién pGL4.72 que contiene el marco de lectura de
la luciferasa de Renilla reniformisla.

Después, ambos plasmidos fueron diluidos en medio de cultivo DMEM sin suero fetal bovino
(SFB) ni antibiotico/antimicético. A esta mezcla se le afiadieron 1 pL de p3000 y 0.5 pL de
lipofectamina, y se incub6 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después del tiempo de

incubacidn se agregaron 450 uL de medio de cultivo DMEM sin SFB y antibidtico/antimicético;
y 50 pL gota a gota de la mezcla de los complejos y se incubd durante 24 horas a 37°C con 5%

CO..

B Synthetic poly(A) signal/
Y transcriptional pause site

(for background reduction)

Amp'
Sfil 9
Acc65l 15
Kpnl 19
EcolCRI | 24
ori pGL4.72[hRlucCP] Sacl 26
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Xhol 34
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Después de 24 h de incubacion se retird el medio, y se agregaron 500 uL de medio de cultivo

DMEM al 5% de SFB y antibidtico/antimicoético al 1%; y se afiadio IFN-y [100 ng/mL] a cuatro
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pozos Yy los otros cuatro pozos restantes fueron la condicién control con PBS [100 ng/mL]. La

placa se incubo durante 6 horas a 37°C, 5% CO, y atmosfera humeda.

7.2.2. Ensayo de luciferasa

Para evaluar la actividad del promotor a través de ensayos de luciferasa se utilizo el kit Dual
Luciferase Assay System (Promega).

Transcurridas las 6 horas de incubacion con IFN-y, se retird el medio de DMEM Yy se lavaron las
células con PBS; se afiadi6 a cada pozo 100 uL del buffer de lisis PLB 1x y se incubé durante 1
hora 45 minutos en la temperatura ambiente, en agitacion.

El lisado se recupero y se centrifugd durante 30 segundos a velocidad maxima para bajar los restos
celulares, se tomaron 20 pL del sobrenadante del lisado y se agregaron 70 pL del reactivo LARII
para medir la actividad de la luciferasa de luciérnaga que al actuar sobre el sustrato generd una
sefial luminiscente que corresponde a la actividad del promotor del gen LGALS9, una vez
cuantificada la luminiscencia, se agregaron70 uL del reactivo Stop & Glow 1x, el cual ademaés de
tener un reactivo para inactivar la actividad de la luciferasa de luciérnaga contiene el sustrato de
la luciferasa de Renilla, se mezclo por pipeteo y se midio la actividad de luciferasa. La emision
de luz se cuantificé en un luminémetro Glomax 20/20 (Promega). La actividad del promotor de
LGALS9 en cada lisado se normalizo con respecto a la actividad de luciferasa de Renilla. Los
resultados se presentaron en numero de veces la actividad del promotor en presencia del IFN-y con

respecto a la condicién control.
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Todos los ensayos de actividad de promotor se realizaron por triplicado en tres experimentos

independientes.

7.3. Andlisis estadisticos

Para determinar si el interferon gamma genera cambios en los niveles de expresion de ARNm y
del promotor del gen LGALS9 en linea HaCaT y determinar si existe diferencia significativa entre
la actividad de promotor (727 pb) entre la condicién control y la condicién experimental, asi como
las diferencias del ARNm, se realizé una prueba t de student. Se considerd un valor de p<0.05
como significativo. Las pruebas estadisticas y los graficos fueron obtenidos con el programa Prism

v.10.2.1 de GraphPad.

8. Resultados

8.1. Efecto de INF-y sobre los niveles de ARNm de gen LGALS9 en queratinocitos

El efecto de INF-y sobre los niveles de expresion del ARNm del gen LGALS9 fue evaluado en la
linea celular HaCaT. Los resultados mostraron que los niveles de expresién del ARNm del gen
LGALS9 en lalinea celular HaCaT estimuladas con diferentes concentraciones de INF-y (10 ng/mL

y 100 ng/mL) aumentaron significativamente en ambas concentraciones (Figura 8
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Figura 9). En la concentracion de 10 ng/mL se puede observar que el aumento fue de 1.5 veces
respecto a la condicién control. Por otro lado, para la concentracion 100 ng/mL el aumento fue de

2.5 veces mas.

Cambio de expresién del gen LGALS9
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Figura 8: Gréfica que muestra el cambio de nivel de expresion del gen LGALS9. Niveles de expresion de LGALS9 en
la linea celular HaCaT estimulados con INF-y [10 ng/mL] evaluados por PCR tiempo real utilizando como gen
endégeno HPRT. El ARN se aisld 6 h después de la estimulacion. Para determinar si las diferencias eran
estadisticamente significativas se realiz6 un andlisis de t de student *p<0.05.
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Figura 9: Grafica que muestra el cambio de nivel de expresion del gen LGALS9. Niveles de expresion de LGALS9 en
la linea celular HaCaT estimulados con INF-y [100 ng/mL] evaluados por PCR tiempo real utilizando como gen
endogeno HPRT. ElI ARN se aislo 6 h después de la estimulacion. Para determinar si las diferencias eran
estadisticamente significativas se realizé un andlisis de t de student *p<0.05.

8.2. Actividad de promotor

Para evaluar el efecto del INF-y sobre la actividad transcripcional del promotor de 727 pb del gen
LGALS9, se co-transfectaron células HaCaT con el plasmido pGL4Gal9-727, que contiene clonado
el fragmento del promotor del gen LGALS9 de 727 pb en el vector pGL4.12. Como control para la
eficiencia de la transfeccion, se utilizé el plasmido pGL4.72, que contiene el gen hRIucCP de

Renilla reniformis.

Los resultados mostraron que la actividad del promotor de 727 pb del gen LGALS9 aument6 3.8

ante el estimulo del INF-y [100 ng/mL] (Figura 10).
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Figura 10: Grafica que muestra la actividad del promotor de 727 pb del gen LGALS9. La actividad del promotor del
gen LGALS9 fue evaluada mediante el ensayo de lucifersa después de 6 horas de estimulacion con IFN- y [100 ng/mL]
una vez que las células fueron transfectadas con los plasmidos correspondientes. Los ensayos se normalizaron con la
actividad de luciferasa de Renilla. Para determinar si las diferencias eran estadisticamente significativas se realizé un
analisis de t de student **p<0.01

Se realiz6 una busqueda de los sitios de respuesta al factor de transcripcién IRF1 presentes en la
secuencia del promotor de 727 pb del gen LGALS9 empleando el programa EPD. Dentro de la
region promotora de 727 pb del gen LGALS9 de (-565 a +162 pb), se encontraron dos secuencias

a las que se unen IRF1.
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Figura 11: Representacion grafica de los sitios encontrados con EPD. Los rectangulos de color rojo representan los 3
sitios de respuesta a IRF1 encontrados en region promotora de 727 pb del gen LGALS9. La flecha representa el inicio
de la transcripcidn del gen LGALS9.
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9. Discusion

Una de las dos funciones importantes del ADN es ser el molde para la traduccion de la informacién
genética en las proteinas, las cuales son la unidad funcional de la célula. Esta funcion se puede
definir como la expresién génica.

Para el inicio de la transcripcion se necesitan de un conjunto de proteinas denominadas factores de
transcripcion, asi pues, la maquinaria transcripcional se une a la region promotora del gen, que es
una region especifica del ADN que esta inmediatamente rio arriba del gen en direccion 5" y que
también incluye el sitio de inicio de la transcripcion. Posterior a que los factores de transcripcion
se unen pueden interactuar con la maquinaria transcripcional basal para modificar la transcripcién
génica (lgarashi, 2017). El estudio de la regulacion de expresion genética es de gran relevancia
porque permite conocer que factores modifican la expresion de un gen. La expresion de genes de
una célula especifica define el fenotipo de esta, pero también durante las diferentes fases del ciclo
celular los patrones de expresion génica se modifican. Ciertas alteraciones en la expresion de genes

estan ligadas con el desarrollo de enfermedades (Alberts et al., 2002).

En nuestro estudio se evalud el efecto del INF-y sobre la expresion del gen LGALS9 en
queratinocitos de piel y si el efecto se observa sobre la actividad del promotor. El gen LGALS9
codifica para la galectina-9, esta proteina pertenece a la familia de galectinas, las cuales han
adquirido gran relevancia en el estudio del cancer porque los cambios en su expresion se han
asociado con diversas funciones ligadas a la transformacion maligna, tales como: proliferacion,

angiogénesis, invasion, entre otras (Chou et al., 2018,)
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Los resultados muestran que el INF-y incrementa los niveles de ARNm del gen LGALS9 en las
células de la linea HaCaT. Esto concuerda con los resultados de estudios previos en donde se ha
visto que la expresion de galectina-9 es estimulada por el IFN-y en células endoteliales,
fibroblastos dérmicos, astrocitos (Igawa et al., 2006), MSC (Gieseke et al., 2013), células de
carcinoma hepatocelular (Chen et al., 2018) y células del sistema inmune (Alam et al., 2011; John
& Mishra, 2016).

Es evidente que el IFN-y puede inducir un cambio en la expresion del gen LGALS9 en una variedad
de células. Al evaluar dos concentraciones diferentes (10 ng/nL y 100 ng/mL), se observé un
cambio en la expresion del ARNm del gen LGALS9 dependiente de la concentracion de 1FN-y.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Chen y colaboradores (2018), quienes
evaluaron el efecto del IFN-y sobre la expresion de galectina-9 en células HepG2 y Hep3B a
diferentes concentraciones (0.1, 1, 10 y 100 ng/mL) y en tiempos progresivos (0, 12, 24 y 36
horas). Encontraron que los niveles de ARNm y de proteina se regularon positivamente de manera
dependiente de la concentracion y del tiempo después 6 horas con tratamiento con IFN-y humano
recombinante, ya que el aumento de la dosis resultd en una duplicacion de los niveles de ARNm

de galectina-9 conforme aumentaba la concentracion.

Se ha reportado que el IFN-y induce la expresion de galectina-9 en células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVECs) a nivel de ARN mensajero en tiempos tempranos. Las células
HUVEC fueron tratadas con 10 ng/mL de IFN-y durante 4, 8 y 16 horas, seguido de un analisis de
RT-PCR cuantitativo para medir el ARNm de galectina-9. La expresion de galectina-9 aumentd

significativamente a partir de las 8 horas (Alam et al., 2011).
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Contrario a los resultados obtenidos, Igawa y colaboradores (2006) reportaron que el IFN-y
estimuld la expresion de ARNm de galectina-9 en fibroblastos dérmicos, por el contrario, inhibid
débil pero significativamente la expresion de ARNm de galectina-9 en queratinocitos con las

concentraciones de 10 ng/mL y 100 ng/mL después de 24 hora de incubacion con IFN-y.

Estos efectos opuestos del IFN-y sobre la expresion de galectina-9 en queratinocitos podrian estar
relacionados con la accion de las proteinas CIS (inhibidores de sefializacion inducida por
citoquinas) o las SOCS (supresoras de sefializacion de citoquinas). Estas proteinas interacttian con
JAK o0 con los receptores de citoquinas, inhibiendo los procesos de sefializacion celular.
Especificamente, IFN-y y STATI inducen la expresion de SOCS1, un potente inhibidor que regula
negativamente la sefializacion de IFN-y. Por lo tanto, la inhibicién mediada por SOCS1 podria
explicar el efecto supresor de IFN-y galectina-9 por en ciertas vias de sefializacion. De manera
similar, SOCS1 y SOCS3 también inhiben otras rutas como Ras/ERK y PI3K, que afectan la
proliferacion celular, la supervivenciay la diferenciacién (Hu & Ivashkiv, 2009; Yoshimura et al.,

2012).

Los cambios del nivel de expresion del ARNm del gen LGALS9 pueden deberse a la unién directa
de factores de transcripcion a la regién promotora del gen. Se ha reportado que los factores de
transcripcion RUNX1 y RUNX2, regulan de manera positiva la expresion de galectina-3 en células
tumorales de pituitaria humana, a través de su unién directa a diferentes secuencias de ADN en la

region promotora de LGALS3 (Wang & Guo, 2016).
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En especifico, los resultados obtenidos de la actividad del promotor del fragmento de 727 pb del
gen de LGALS9 mostraron un aumento en presencia del IFN-y. El factor regulador de interferon 1
(IRF1), es un factor de transcripcién que regula la transcripcién de otro grupo de genes que
contienen la secuencia consenso ISRE o IRE, entre los cuales se encuentran los ISGs. IRF1 es
inducido tanto por interferon gamma (IFN-y) como por la activacion de STATI, ya que se ha
demostrado que STAT1 se une a regiones promotoras especificas de varios ISGs, incluidos IRF1,
IRF9, STAT1 e ISG15. Esta regulacion transcripcional ocurre a través de la homo o
heterodimerizacion de IRF1 y su union a secuencias IRE o ISRE (Michalska et al., 2018; Tecalco-
Cruz et al., 2021; Zamora-Salas et al., 2023). La estimulacion con IFN-y provoca una interaccion

entre STAT1 e IRF1 (Zamora-Salas et al., 2023).

Mediante el modelado de los complejos IRF-ADN, se encontraron energias de afinidad
altas, asi como puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas en cada una de las secuencias
nucleo TTTC (GAAA) de las dos que conforman la secuencia ISRE. Estos resultados se
corroboraron con la obtencion de altas energias de afinidad en los acoplamientos entre los DBD
de IRF vy el sitio IRE canonico (secuencia GAAA), asi como con los sitios IRE alternativos
(secuencias GAGA, GACA). Se propuso que los factores de transcripcion IRF1/3/5/7/8/9 estan

involucrados en el aumento de la expresion al promover la transcripcion del gen (Vega, 2021).

También se ha reportado que el IFN-y estimula las vias de sefializacion STAT no candnicas debido
a la formacion de complejos de factor regulador de interferon STAT1 (IRF-9). Se encontrd que en
células Vero después de ser incubadas con IFN-y, los complejos STAT1-IRF 9 se unen a elementos

de respuesta estimuladas por interferén (ISRE) de regiones promotoras. Estos resultados sugieren
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que la actividad transcripcional inducida por IFN-y también puede ser resultado de la asociacion
de STAT1 con otras proteinas, aparte de la fosforilacion STAT1 observada en la via canonica

JAK-STAT (Ng et al., 2023).

Cabe mencionar que, en otros estudios se ha propuesto que IFN-y puede generar una respuesta de
STAT?2 a pesar de que se ha informado que GAF no interactia con STAT2 (Michalska et al.,
2018), ya que, en células epiteliales pulmonares humanas, el complejo ISGF3II que contiene
STAT1 fosforilado, STAT2 no fosforilado e IRF-9 se unid a las secuencias ISRE en la fase tardia
de la respuesta al IFN-y. Dado que la actividad del complejo ISGF3II esté influenciada por la
concentracion de IFN-y y parece estar asociada solo con ciertos genes y etapas de la respuesta al
IFN-y, se necesita mas evidencia para describir el papel exacto de STAT2 en las vias de

sefializacion inducidas por IFN-y (Ng et al., 2023).

Por otro lado, algunas de las vias no candnicas activadas por IFN-y son las vias MAPK y PI3K
que regulan la expresién de genes involucrados en la iniciacion, propagacion y resolucion de
respuestas inmunes e inflamatorias (Park et al.,, 2011). Se ha demostrado que las vias de
sefalizacion JAK/STAT, PI3K, JNK 'y p38 juegan un papel crucial en la expresion de galectina-9
inducida por IFN-y en las fracciones citosolica y de membrana (Imaizumi et al., 2002), sugiriendo
que el mecanismo de la expresion de galectina-9 estd mediado por la activacién de las vias de
sefalizacion JAK/STAT, PI3K, JNK y p38 (Kobayashi et al., 2010; Park et al., 2011). Por lo tanto,
cabe la posibilidad de que la regulacion de la expresion del gen LGALS9 sea consecuencia de la
activacion de una via de sefializacion de INF-y de manera indirecta. El efecto puede ser a través
de una via candnica o a través de una via no candnica activadas por IFN-y. Esta activacion

contribuiria a entender mejor el equilibrio entre la iniciacion de la respuesta inmunitaria y la
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resolucion de la inflamacion. EI conocer los mecanismos de regulacién permitird mejorar el
tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias, autoinmunes y cancer, donde la modulacion

de la respuesta inmunitaria es crucial.

Cabe mencionar que, ya se ha reportado que el INF-y induce la expresion de galectina-3 en una
linea celular monocitica U937, que no expresa cantidades detectables de galectina-3 en estado de

reposo (Nishi et al., 2007).
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10. Conclusion

En conclusion, el IFN-y regula la expresién génica de galectina-9 de forma positiva en
queratinocitos de piel, la regulacion del gen LGALS9, que posiblemente sea resultado la union de
factores de transcripcion a elementos de respuesta como IRF1 presentes en el promotor de dicho
gen. De esta manera, la galectina-9 puede contrarrestar los efectos proinflamatorios del IFN-y en
situaciones determinadas. Ademas, ayuda a proteger a las células epiteliales y endoteliales del
dafio inflamatorio, contribuyendo a mantener la integridad del tejido y reduciendo la inflamacion

local.
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