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1. Resumen

ISG15 es una proteina parecida a la ubiquitina de 15 kDa que se asocia covalentemente a
sus proteinas blanco por un proceso conocido como ISGilacion, el cual ocurre de manera
parecida a la ubiquitinacion. En los Ultimos afios, las investigaciones sobre la ISGilacion de
proteinas se han incrementado, demostrando la multifuncionalidad de esta proteina, asi
como su desregulacion y relevancia funcional en padecimientos como el cancer. De manera
interesante, han surgido estudios que sugieren que ISG15 podria ser un factor con
implicaciones cruciales en los mecanismos de neuroproteccion y neurodegeneracion. En
este trabajo se puntualiza el escenario actual de las investigaciones sobre las implicaciones
observables de la proteina 1ISG15 y del sistema de ISGilacion de proteinas en patologias
del SNC tales como la ataxia-telangiectasia, la isquemia, la depresion y su posible conexién
con algunas enfermedades neurodegenerativas como son el Parkinson, el Alzheimer, y la
esclerosis lateral amiotréfica. El sistema de 1ISGilacion aumenta durante estas patologias lo
que provoca la alteracion de distintos procesos como la autofagia, la degradacion de
proteinas, la mitofagia y hasta el desarrollo estructural de las neuronas. La importancia de
esta proteina fue comprobada con técnicas de RNA interferente, en donde se aminoraban

las alteraciones de los procesos mencionados.

En conclusién, el incremento en los niveles de la ISGilacién de proteinas parece tener un
efecto neuroprotector cuando existe dafio agudo cerebral, como en el caso de la isquemia;
mientras que tiende a disminuir la neuroproteccién cuando los niveles de la ISGilacion de
proteinas incrementan en enfermedades crénicas, como en el caso de las enfermedades

neurodegenerativas.



2. Lista de Abreviaturas

4EHP: proteina homologa 4E

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARG: Arginina

A-T: Ataxia telangiectasia

ATM: gen ataxia telangiectasia mutado
ATP: Adenosin trifosfato

CCCP: carbonilcianuro-m-
clorofenilhidrazona

CXCL9: ligando de quimiocina 9

EA: Enfermedad de Alzheimer

EFP: Proteina dedo responsiva al
estrdgeno

EIF4E : Factor de iniciacion de traslacion
eucariotico 4E

ELA: Esclerosis lateral amiotréfica

EP: Enfermedad de Parkinson

GATAL: Proteina de union a GATA 1
GLY: Glicina

HERCS5: Enzima Dominio HECT y RLD
gue contiene la proteina ligasa de
ubiquitina E3

HHARI: Homdéloga humano de
Drosophila ariadne

IF: Inmunofluorescencia

IFN: Interferén

IFNAG: Interferén o6

IFNARL1: Receptor de interferén 1
IL1-B: Interleucina 1-p

IL-6: Interleucina 6

ISG15-/-: Expresion silenciada de ISG15
ISG15: gen estimulado por interferon 15
JNK: c-JUN-N terminal cinasa

KLF9: factor similar a Kruppel 9

KO: Knockout

LC3: Microtubule-associated Protein 1
Light Chain 3),

LEU: Leucina

LFA-1: antigeno asociado
funcionalmente a linfocitos 1

LPS: Lipopolisacéridos

MCAO: Oclusién de arteria media
cerebral

MDD: Trastorno depresivo mayor
MEKK1: MAPK/ERK cinasa cinasa 1
MIA: Activacion inmune materna
miRNA: micro RNA

MKK4: proteina cinasa cinasa 4 activada
por mitbgenos

MRTF-A: Factores de transcripcion
relacionados con la miocardina A

NAD: nicotinamida adenina dinucleotido
NEDD4: Célula precursora neural
expresada regulada negativamente en el
desarrollo 4

NEDDS: Célula precursora neural
expresada regulada negativamente en el
desarrollo 8

NK: células natural killer

O,: Oxigeno molecular

p53: proteina tumoral p53

PARKIN: proteina de ubiquitina E3 ligasa
parkin RBR

PE: Fosfoatidiletanolamina

PINK1: Proteina cinasa putativa inducida
1

Poly I:C: polinosonico: acido policitidilico
RA: Acido transretinoico

RACL1: sustrato 1 de toxina botulinica C3
relacionada con Ras

Rap2A: proteina relacionada a RAS
RNA: Acido Ribonucleico

RNAseq: RNA sequencing

ROS: especies reactivas de oxigeno
siRNA: Pequefio RNA interferente

SNC: Sistema nervioso central

SRF: Factor de respuesta sérico
SUMO: Pequeino modificador similar a la
ubiquitina

SUMO2/3: Mezcla de SUMO 2 y SUMO3
TBI: lesién cerebral traumatica

TNF-o: Factor de necrosis tumoral o
TNFRSF11B: Receptor 11B de la familia
del factor de necrosis tumoral

UBCHS8: enzima H8 conjugadora de
ubiquitina

UBE1L-/-: Expresion silenciada de
UBE1L

UbE1L: Proteina similar a la enzima E1
activadora de ubiquitina

UBM: Moléculas similares a la ubiquitina
UPS: Sistema ubiquitina-proteosoma
USP18: Peptidasa especifica de
ubiquitina 18

WB: Western blotting

TBI: lesion cerebral traumatic






3. Introduccion
El sistema nervioso central (SNC) esta conformado por 7 partes principales: médula

espinal, bulbo raquideo, tronco encefalico, cerebelo, mesencéfalo, diencéfalo y
cerebro. La comunicacién del SNC implica conexiones distintas entre estas partes
y se ha identificado en general que cada una de ellas tiene funciones especificas
(Kandel et al., 2013). La médula espinal recibe y procesa informacion sensorial del
cuerpo y controla el movimiento de las extremidades y el tronco debido a las
motoneuronas que residen en esta estructura. El bulbo raquideo controla varias
funciones autdnomas como la digestién, respiracion y latidos del corazon. El tronco
encefalico conecta la informacién de movimiento desde los hemisferios del cerebro
al cerebelo; el cerebelo modula la fuerza y rango de movimiento y esta involucrado
en el aprendizaje de las habilidades motoras. Mientras que el mesencéfalo, controla
varias funciones motoras y sensoriales, incluyendo el movimiento de los ojos y la
coordinacién de reflejos auditivos y visuales. El diencéfalo procesa la mayoria de la
informacion que llega a la corteza cerebral del resto del SNC y también regula

funciones autbnomas, endocrinas y viscerales (Kandel et al., 2013).

El cerebro tiene de 2 hemisferios, cada uno consiste en una capa externa estriada
conocida como corteza cerebral y tres estructuras debajo: el hipocampo, la
amigdala y los ganglios basales. La corteza cerebral es responsable de la ejecucion
y planeacién de las acciones de la vida diaria. Los ganglios basales participan en
regular la accion motora, el hipocampo esta relacionado con la memoria y la
amigdala coordina las respuestas autbnomas y endocrinas durante los estados

emocionales (Kandel et al., 2013).

Estas partes del SNC estan compuestas por diferentes tipos de células, de las
cudles las mas importantes son las neuronas y las células gliales. Las neuronas son
las encargadas de coordinar todos los mecanismos cognitivos, autbnomos y
funcionales del ser humano; son células excitables, es decir, tienen la capacidad de
comunicarse con alta precision y velocidad con otras células distantes. Su estructura
es una de las razones por la que se les permite desarrollar esta comunicacion ya

gue las neuronas tienen dendritas que reciben sefiales de un axdn. A este proceso



de comunicacién neuronal se le conoce como sinapsis y se compone de las
terminales del axén presinaptico y el sitio de union postsinaptico (Kandel et al.,
2013). Dependiendo del tipo de contacto que realicen las neuronas, las sinapsis se
dividen en 2 grupos: eléctricas y quimicas. En las sinapsis eléctricas, la terminal
presinaptica y la célula postsinaptica estan en una posicibn muy cercana en
regiones conocidas como uniones comunicantes, el potencial de accién que se
genera en la neurona presinaptica entra directamente a las células postsinpticas a
través de puentes especiales conocidos como conexinas o canales de union
comunicante que fisicamente conectan los citoplasmas de ambas células (Kandel
et al., 2013). Las sinapsis quimicas estan separadas por una hendidura y no se
comunican a través de puentes como las eléctricas, en este caso el potencial de
accion en la célula presinéptica provoca la liberacion de transmisores quimicos que
se difunden a través de la hendidura sindptica y se unen a moléculas receptoras en
la membrana postsinaptica, esto regula el abrir y cerrar de canales ionicos de la
célula postsinaptica, modificando su potencial de membrana lo que puede excitar o
inhibir a la célula postsinaptica. (Kandel et al., 2013).

Por otra parte, las células gliales se dividen en: astroglia, oligodendroglia y
microglia (Allen & Lyons, 2018). La astroglia (o astrocitos), tiene una morfologia
similar a una estrella con varias ramificaciones que terminan en miles de finos
procesos que interactlan con las sinapsis, vasos sanguineos y otras células. Son
responsables de la formacién, eliminacién y funcién de las sinapsis; recubren la
vasculatura del SNC, contribuyen al soporte metabdlico y su funcion homeostatica,
también tienen una interaccion reciproca con las neuronas regulando su funcion
(Allen & Lyons, 2018). La oligodendroglia (u oligodendrocitos), producen capas de
lipidos ricas en mielina que envuelven a los axones, que a su vez regulan la
velocidad de conduccién de los potenciales de accion. Facilitan la conduccion iénica
gue es necesaria para el funcionamiento normal del potencial de acciéon de las
neuronas (Allen & Lyons, 2018). La microglia, se refiere a las células inmunoldgicas
del cerebro, su implicacion ademas de vigilar la respuesta inmunoldgica es
interactuar con distintas células del SNC para regular procesos como la eliminacién
de sinapsis defectuosas, fagocitar el exceso de neuronas que estan en proceso



apoptotico e interactuar con otros tipos de células del SNC para regular diferentes

funciones, por ejemplo, la migracion tangencial (Allen & Lyons, 2018).

Cuando las células del SNC tienen mecanismos moleculares afectados se pueden
desarrollar neuropatologias. Las neuropatologias son enfermedades del SNC y
periférico; que son causadas muchas veces por bacterias, virus, hongos, parasitos
o0 incluso por eventos autoinmunes (National Institute of Neurological Disorders and
Stroke, 2020; World Health Organization, 2016). Algunos ejemplos de estas

patologias son:

e Enfermedades neurogenéticas (Huntington)

e Trastornos de desarrollo (Paralisis cerebral)

e Enfermedades neurodegenerativas (Alzheimer y Parkinson, entre otras)
e Enfermedades metabdlicas (Gaucher)

e Enfermedades cerebrovasculares (Ataque isquémico transitorio)

e Traumas

e Trastornos convulsivos

e Tumores cerebrales

Las neuropatologias implican alteraciones de diversas vias de sefializacion en las
diferentes redes neuronales que son en parte mediadas por modificaciones
postraduccionales de proteinas, las cuales son un elemento clave en la
comunicaciéon celular (Zamudio et al., 2012). La ubiquitinacion es una de las
modificaciones postraduccionales mas estudiadas por su presencia en distintos

tipos celulares y su relacion directa con el equilibrio celular (Rubinsztein, 2007).

La ubiquitinacién se caracterizé como una marca para la subsecuente degradacion
de las proteinas por el proteosoma 26s, descrito por el grupo del Dr. Ciechanover
(Hershko et al., 2000). Sin embargo, se ha demostrado que tiene un amplio rango
de funciones, por ejemplo, en vias de sefalizacion, en la apoptosis, la autofagia, el
ciclo celular, la regulacion transcripcional y la reparacion del &cido
desoxirribonucleico (ADN) ( (Zamudio et al., 2012). La ubiquitinacion de proteinas
es una reaccion dependiente de adenosin trifosfato (ATP), a través del motivo LEU-

ARG-GLY-GLY, lo que genera un enlace isopeptidico entre la ubiquitina y un residuo



de lisina de las proteinas blanco (Zamudio et al., 2012). La ubiquitinacidon puede
ocurrir como monoubiquitinacidon, donde una molécula de ubiquitina se une
covalentemente mediante un enlace isopeptidico a una proteina objetivo;
multimonoubiquitinacion, sucede cuando una molécula de ubiquitina se une a un
substrato, en varios sitios de éste; y poliubiquitinacién, cuando se forman cadenas
de ubiquitina al enlazarse varias entre ellas (Zamudio et al., 2012). Para que este
proceso se lleve a cabo son necesarias 3 enzimas, que son conocidas como enzima
de activacion E1, enzima de conjugacion E2 y enzima de ligacion E3. Existe un gran
namero de enzimas E3 ligasas de ubiquitina, responsables de la especificidad del
substrato a ubiquinitarse (Zamudio et al.,, 2012). En general, las proteinas
ubiquitinadas son degradadas en el proteosoma, a este proceso se le domina
degradacion de proteinas via el sistema ubiquitina-proteosoma (UPS por sus siglas
en inglés Ubiquitin/proteosome system). Es importante mencionar que se ha
descrito que este proceso de degradacion, via el UPS, se afecta en varias

neuropatologias (Lehman, 2009).

Existen otras proteinas similares a la ubiquitina (UBMs por sus siglas en inglés
Ubiquitin Like Modifiers), que también son responsables de cambios
postraduccionales. Al igual que la ubiquitinacion, la conjugacion de las UBMs afecta
las propiedades de los substratos al modificar su superficie topoldgica, actividad
enzimatica, localizacion subcelular y su interaccion con proteinas (Herrmann et al.,
2007). Se conocen diversas UBMs, las cuales se presentan en la Tabla 1, dentro de
las cuales ISG15 (por su nombre en inglés Interferon Stimulated Gene 15) es una

de las UBMs reportadas en algunas neuropatologias.



Tabla 1. Algunas proteinas similares a la ubiquitina (UBMS) y sus funciones.
Modificado de: (Cajee et al., 2012; Cappadocia & Lima, 2018)

UBMs en Funciones asociadas
humano
ISG15 Actividad antiviral 'y antiinflamatoria. Propiedades

antagonistas a la ubiquitina.
Transporte nuclear, replicacion y reparacion DNA, mitosis,

SUMO neuroproteccion y transduccién de sefales.

NEDDS8 Control del ciclo celular y embriogénesis. Involucrado en la
formacién de agregosomas.

ATG8 Incrementa la expresion del receptor kappa opioide en la
superficie de la célula, transporte intracelular de receptores
GABA (A), formacién de autofagosomas.

ATG12 Formacién de vacuola autofagica. Regulacion negativa de
la produccién de interferdn tipo |I.

FAT10 Degradacion de proteinas. Inestabilidad cromosomica en

cancer.

A pesar de que ISG15 es una UBM, solo se limita la expresion del gen de ISG15 a
organismos vertebrados a diferencia de la ubiquitina que se expresa en todos los
organismos eucariontes (Zhang & Zhang, 2011). Esta proteina se encuentra en la
naturaleza de dos maneras, como proteina libre, conocida también como ISG15
libre y conjugada a otras proteinas, es decir modificando postraduccionalmente a

otras proteinas, modificacion que se conoce como ISGilacion.

La proteina ISG15 es un importante factor en la respuesta inmune, y su expresion
es inducida en infecciones virales y bacterianas (Zhang & Zhang, 2011). Ademas,
en diferentes tipos de cancer se ha observado que ISG15 presenta funciones
ambiguas, debido a que en células de cancer de mama puede actuar como un
agente pro-tumor, mientras que en células de cancer cervical, sanguineo y de

ovarios actia como anti-tumor (Tecalco-Cruz, 2020).



Del mismo modo que en un contexto de cancer, ISG15 parece tener funciones
contrarias en el SNC, ya que parece tener diferentes implicaciones en la
neuroproteccion. Por ejemplo, en la isquemia ISG15, incrementa sus niveles, y de
esta manera incrementa la proteccién neuronal (Rossi et al., 2015); mientras que en
una condicion de ataxia-telangiectasia (enfermedad neurodegenerativa) ISG15
disminuye la proteccion cerebral (Desai et al., 2013; Juncker et al., 2021; Wood et
al., 2011). Por lo que esta proteina parece ser un elemento clave en el desarrollo y

progresion de algunas neuropatologias.

3.1 Planteamiento del Tema

La ISG15 es una proteina parecida a la ubiquitina que se asocia covalentemente a
sus proteinas blanco por un proceso conocido como ISGilacion, el cual es catalizado
por tres diferentes enzimas (enzima E1 de activacion, E2 de conjugacion y E3 de
ligacion a proteinas blanco) (Zhang & Zhang, 2011). En los ultimos afios, el nUmero
de investigaciones sobre la ISGilacion de proteinas se ha incrementado,
demostrando la multifuncionalidad de esta modificacion postraduccional, asi como
su relevancia funcional y desregulacion en diferentes padecimientos, como el
cancer. Por otra parte, estudios recientes sugieren que ISG15 podria ser un factor
con implicaciones cruciales en los mecanismos de neuroproteccion y
neurodegeneracion. Este trabajo monografico pretende puntualizar el escenario
actual sobre los mecanismos moleculares de accién y de regulacion de la proteina
ISG15 y del sistema de ISGilacién de proteinas en el cerebro. Ademas, se ha
descrito la relevancia de esta modificacion en patologias del SNC, como la ataxia-
telangiectasia, la isquemia, la depresion y la esclerosis lateral amiotrofica. Este
trabajo de investigacion permitirA conocer lo que hasta ahora se ha encontrado
sobre ISG15/ISGilacion en el SNC, lo que contribuira a la generacion de
perspectivas para el desarrollo de nuevos proyectos que busquen entender la
importancia de ISG15 y la ISGilacion de proteinas en diferentes contextos

fisiopatoldgicos del cerebro.
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3.2 Objetivo general
Discutir los mecanismos moleculares de la proteina I1ISG15 y el sistema de
ISGilacién dentro del SNC y sus implicaciones funcionales en algunas

neuropatologias.

3.3 Objetivos particulares

1. Investigar las caracteristicas bioquimicas de ISG15 y el sistema de
ISGilacién.

2. Describir los mecanismos moleculares de la proteina ISG15 y del sistema de
ISGilacion.

3. Revisary analizar las posibles relaciones funcionales entre ISG15/ISGilacion
y algunas neuropatologias reportadas en la literatura.

4. Discutir la importancia de I1SG15/ISGilacion en la neuroproteccién y
neurodegeneracion, y su proyeccion dentro del estudio de algunas

neuropatologias.

3.4 Estrategia de investigacion

Con apoyo de bibliografia actualizada, obtenida a partir de PubMed se investigaron
las implicaciones de ISG15 y la ISGilacion en la neuroproteccion para proponer
nuevas areas de estudio para el posible desarrollo de nuevos blancos

farmacoldgicos y/o terapias a enfermedades neuroldgicas.
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4. Capitulo 1

4.1 Generalidades de ISG15 y el sistema de ISGilacidon

El gen estimulado por interferon 15 (ISG15) es una proteina de 156 residuos de
aminoéacidos y un peso molecular de 15 kDa, organizada en dos dominios similares
a la ubiquitina conocidos como dominio amino y dominio carboxilo (Figura 1)
(Tecalco-Cruz, 2020).

Dominio amino Dominio carboxilo

N

LEU-ARG-LEU-ARG-GLY-GLY

uB

uB

Motivo de conjugacion

Figura 1. Dominios de la proteina gen estimulado por interferon 15 (ISG15).
ISG15 tiene dos dominios similares a la ubiquitina, en su dominio carboxilo terminal,
se encuentra el motivo de conjugaciéon que le permite unirse covalentemente con
otras proteinas.

La ISG15 no conjugada a proteinas blanco es conocida como ISG15 libre, y puede
localizarse en el compartimento intracelular y extracelular. En el compartimento
intracelular, ISG15 puede regular las interacciones entre proteinas, el
desacoplamiento de complejos proteicos, la actividad de interruptores moleculares
y procesos de autofagia (Jeon et al., 2009; Okumura et al., 2007; Spinnenhirn et al.,
2017; Villarroya-Beltri et al., 2016). Esto indica que ISG15 libre podria tener
versatilidad de interacciones con otras proteinas lo que le daria la capacidad de

intervenir de distintas maneras dentro de la célula.
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De manera extracelular, se ha encontrado que los linfocitos y monocitos secretan
ISG15 para estimular la produccién de interferon y e IL-10 en las células natural
killer (NK) y CD3+T a través del receptor antigeno 1 asociado a la funcién de los
linfocitos (LFA-1 por sus siglas en inglés Lymphocyte Function-Associated Antigen
1). Lo anterior sugiere que ISG15 libre tiene propiedades semejantes a las citocinas
(Tecalco-Cruz, 2020). Las citocinas son proteinas importantes en la sefalizacion
celular ya que funcionan como agentes inmunomoduladores. Dentro de este grupo
de proteinas se encuentran las quimiocinas, interleucinas, linfoquinas, factores de

necrosis tumoral e interferones (Zabetakis et al., 2019).

Ademas de su posible funcién como citocina, se ha descrito que 1ISG15 puede ser
un marcador de tumores critico, ya que es un factor secretado en el microambiente
tumoral (Tecalco-Cruz, 2020). En estudios de adenocarcinoma ductal pancreatico,
la ISG15 es secretado por macrofagos asociados a tumores, provocando el
aumento del fenotipo de las células cancerigenas (Tecalco-Cruz, 2020). Igualmente,
en células de melanoma, ISG15 libre es identificado normalmente en el medio
extracelular al igual que en carcinoma de células escamosas del es6fago, donde su
nivel aumenta en el plasma de los pacientes (Kim et al., 2016; Radoshevich et al.,
2015). En cancer de mama, ISG15 libre estimula la infiltracién de células NK,
provocando una disminucion en el crecimiento de la tumoracién (Durfee et al.,
2010). Estos ejemplos permiten visualizar la complejidad que tiene ISG15 libre, ya

que dependiendo del tipo de cancer tiene implicaciones diferentes.

4.2 ISGilacion de proteinas

Aungue la ISG15 se encuentra de manera libre, también podemos encontrarla
asociada covalentemente a proteinas blanco, mediante una modificacion
postraduccional conocida como ISGilacion. Al igual que la ubiquitina, ISG15 tiene
en su dominio carboxilo terminal un motivo con la secuencia LEU-ARG-LEU-ARG-
GLY-GLY, que le permite interactuar covalentemente con los residuos de lisina de
sus proteinas blanco (Narasimhan et al., 2005), como se observa en la Figura 1.

Esta unidn es posible a través de un sistema de 3 enzimas que sucede de una
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manera similar a la UB de proteinas (Malakhov et al., 2003). La enzima E1 es la
encargada de la activacion, la enzima E2 hace la conjugacion de ISG15 para que la
enzima E3 ligue a ISG15 con otras proteinas. La activacion es un proceso
dependiente de energia, lo que significa que requiere ATP; E1 utiliza el ATP para
catalizar la formacion de un enlace tioéster entre ISG15 y esta enzima a través de
un residuo de glicina de ISG15. Después, se transfiere ISG15 a la enzima E2 por
medio de una transesterificacion y finalmente E3 cataliza la uniéon covalente con las
proteinas objetivo formando un enlace isopeptidico (Malakhov et al., 2003). Hasta
el momento se conocen pocas enzimas involucradas durante el proceso de
ISGilacion, en comparacion con la ubiquitina. Por ejemplo, para la E1 se conoce
solo la enzima proteina similar a la enzima E1 activadora de ubiquitina (UBELL por
sus siglas en inglés Ubiquitin-activating enzyme E1-like protein), para la E2 se ha
documentado a la enzima H8 conjugadora de ubiquitina (UBCHS8 por sus siglas en
inglés Ubiquitin-Conjugating enzyme H8) y para la E3 se conocen 3 enzimas: la
enzima Dominio HECT y RLD que contiene la proteina ligasa de ubiquitina E3 5
(HERCS por sus siglas en inglés HECT And RLD Domain Containing E3 Ubiquitin
Protein Ligase 5) , la enzima homoéloga humana de drosophila Ariadne (HHARI por
sus siglas en inglés Human Homolog of drosophila Ariadne) y la enzima proteina
dedo sensible al estrogeno (EFP por sus siglas en inglés Estrogen-responsive
Finger Protein) (Tecalco-Cruz, 2020). Dentro de éstas, se ha demostrado que EFP
es la Unica enzima E3 ligasa tanto para la ISG15 como por la ubiquitina (Zhang &
Zhang, 2011). En la Figura 2. se muestran la secuencia y los enlaces que se forman

durante el proceso de ISGilacion.

La ISGilacion de proteinas es una modificacion reversible. La enzima peptidasa
especifica de ubiquitina 18 (USP18 por sus siglas en inglés Ubiquitin-Specific
Petpidase 18) es responsable de la separaciéon de ISG15 de las proteinas blanco
(deslSGilacién) (Zhang & Zhang, 2011).
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Figura 2. Mecanismo de ISGilacién y desISGilacién. Tomado y modificado de
(Zhang & Zhang, 2011). Proteina similar a la enzima E1 activadora de ubiquitina
(UbELL) cataliza la adenilacion y luego forma un enlace tioéster con el dominio C-
terminal de 1ISG15. La ISG15 activada se transfiere a la enzima de conjugacion de
ISG15, enzima H8 conjugadora de ubiquitina (UbCHB8). ISG15 y UbCH8 se unen
también mediante un enlace tioéster. Con la ayuda de la enzima de ligacion de
ISG15, E3, el dominio C-terminal de ISG15 se conjuga al grupo amino de la lisina
del substrato. La proteasa especifica de ubiquitina 18 (USP18) retira a ISG15 del
substrato.

4.3 Expresion de ISG15

La expresion de 1ISG15 es inducida por varias vias de sefializacion, pero la mas
reconocida es la de las citocinas, especificamente, los interferones (IFN). Los
interferones se dividen en 3 grupos: tipo |, tipo Il y tipo Ill. De estos, los interferones
tipo I (IFN o, B) tienen una relacion directa en la produccion de ISG15 en diferentes

tipos celulares (Tecalco-Cruz, 2020), mientras que los interferones tipo Il (IFN v),
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parecen inducir la expresion de ISG15 en dependencia al tipo de célula (Tecalco-
Cruz & Mejia-Barreto, 2017). Cabe destacar que los IFN a y B, no sélo son
promotores de la expresion de ISG15, sino también de la ISGilacion al aumentar la
expresion de los genes que codifican a las enzimas involucradas en el sistema de
ISGilacion, ya que estos genes tienen promotores con receptores sensibles a estas
moléculas (Bogunovic et al., 2012; Dastur et al., 2006; Okumura et al., 2007; Wong
et al., 2006; Zhao et al., 2004; Zhou et al., 2017; Zou & Zhang, 2006).

A pesar de que los interferones fueron de las primeras proteinas que se identificaron
que provocan el aumento en la expresion de ISG15, hay otros agentes que inducen
su expresion como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a en inglés Tumor Necrosis
Factor a), lipopolisacéaridos (LPS), interleucinal-B (IL1-B), el factor de transcripcion
relacionado con la miocardina A (MRTF-A- (en inglés Myocardin-Related
Transcription Factor-A) y Factor de respuesta sérico (SRF en inglés Serum
Response Factor), y el acido transretinoico en contextos celulares especificos
(Ashley et al., 2010; Chairatvit et al., 2012; Guo et al., 2010; Hermann et al., 2016;
Lertsooksawat et al., 2019; Malakhova et al., 2002). Sin embargo, también se han
descrito vias moleculares que inhiben su expresién, como es el caso de los
androgenos en células de prostata y el factor similar a Kruppel 9 (KLF9 por sus

siglas en inglés Kruppel-Like Factor 9) en cancer colorrectal (Tecalco-Cruz, 2020).

La ISG15 también incrementa su expresion con el estimulo de la luz UV y la hipoxia
(Park et al., 2014), lo que sugiere un papel para esta proteina durante el dafio
genético. Ademas durante dafio en el ADN, el gen de la proteina tumoral p53 (p53),
necesario durante el ciclo celular, la reparacion celular o la apoptosis (Mendoza-
Rodriguez & Cerbon, 2001), induce la expresion de ISG15 (Park et al., 2016).

Otro de los escenarios en los que ISG15 aumenta su expresion se da durante
infecciones virales, como el ébola y en infecciones bacterianas, como es el caso de
la infeccion con Listeria monocitogenes, esto se ha observado en diferentes
organismos como ratones y humanos (Kim et al., 2016; Radoshevich et al., 2015).
Lo que en conjunto sugiere que ISG15 se expresa como respuesta inmune a

infecciones.
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Por otra parte, también se ha informado que la expresion de ISG15 es regulada por
microRNAs, pequefias moléculas de acido ribonucleico (RNA en inglés Ribonucleic
Acid) no codificante que regulan la expresién de una gran cantidad de genes en
procesos celulares complejos (Bartel, 2004). Los miRNAs: miR-138, miR-370 y miR-
2909, se han relacionado con la expresion de ISG15 en células cancerigenas, se
ha encontrado que los primeros dos disminuyen sus niveles mientras que los
altimos, la aumentan de manera indirecta al inhibir la expresion de otra proteina que
regula la expresion de ISG15 (Ayub & Kaul, 2017; Tecalco-Cruz, 2020; Zhang et al.,
2017). Lo que podria significar que ISG15 esta involucrada en varios procesos

complejos que son modulados por estos miRNAs.

En la Tabla 2 se presenta los escenarios patolégicos en donde se ha encontrado
que ISG15 aumenta su expresion y en cuéles se ve disminuida, en donde resalta

gue el enfoque de estudio de esta proteina ha sido el cancer.

Tabla 2. Expresién de la proteina gen estimulado por interferén 15 (ISG15) en
humanos.

EFEEEOn 0 Contexto celular SIEIEEL A Referencia
ISG15 involucradas
Activada Varios IFN o,f Tecalco-Cruz
2020.
Activada Cancer de mama IFN vy Tecalco Cruz &
Mejia-Barreto,
2017
Inhibida Carcinoma TNF-a Chairatvit et al.,
escamoso y 2012
pulmonar
Activada Fibroblastos IL1-B Ashley et al.,
uterinos humanos, 2010
explantes
deciduales murinos
Activada Cancer de mama MRTF-A / SRF Hermann et al.,
2016
Activada Células con | RA Guo et al., 2010
Leucemia
Inhibida Cancer colorrectal | KLF9 Tecalco-Cruz,
2020
Activada Dafio en ADN Park et al.,
2014,2016
Activada Infecciones virales | No aplica Kim et al., 2016
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EREUESON B Contexto celular SIS S Referencia
ISG15 involucradas
Activada Infecciones No aplica Radoshevich et
bacterianas al., 2015
Inhibida Células de cancer | Andrégenos Tecalco-Cruz,
de prostata 2020

4.4 Implicaciones bioldgicas de la ISGilacion
La modificacion postraduccional ISGilacién, afecta las propiedades de las proteinas
a las que se conjuga ISG15. A continuacion vamos a puntualizar cuales son las

implicaciones que se han identificado en ciertos blancos de ISGilacion.

Se ha sugerido que la ISGilacion de proteinas recién sintetizadas es relevante para
la respuesta inmune contra los patdgenos (Durfee et al.,, 2010). Por ejemplo,
proteinas que estan conjugadas a la puromicina, proteina que induce la terminacion
prematura de la traduccion, son blanco de ISG15 para ser modificadas, via
ISGilacion y permitir la traduccidn, lo que previene la formacion de particulas virales
(Spinnenhirn et al., 2017).

En cuanto a interacciones entre proteinas, se ha propuesto que la ISGilacion modula
los complejos multiproteicos, como en el caso de Filamin B, proteina que conecta
los filamentos de actina a la membrana celular, permite la sefializacién de la cinassa
c-Jun N-terminal (JNK en inglés June N-terminal Kinase), cinasa que esta asociada
a la induccién de la apoptosis. La ISGilacion de Filamin B interrumpe su interaccion
con las proteinas sustrato 1 de toxina botulinica C3 relacionada con Ras (RACL1 en
inglés Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), MAPK/ERK cinasa cinasa 1
(MEKK1 MAPK/ERK Kinase Kinase 1) y proteina cinasa cinasa 4 activada por
mitégenos (MKK4 Mitogen-activated protein Kinase Kinase 4), inhibiendo la
sefalizacion de JNK lo que previene la apoptosis por esta via (Jeon et al., 2009).
Ademas, la ISGilacion de la proteina homéloga de EIF4E (4EHP), a través de la
enzima de ligacion de I1ISG15, HHARI, promueve la union de esta proteina a la
estructura 5°cap del mRNA. La estructura 5 cap es importante para el mRNA ya que
bloquea su degradacion y asiste al ribosoma para iniciar la traduccion. 4EHP

compite con el factor de iniciacion de traslacion eucarotico 4E (EIF4E ),
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promoviendo asi la inhibicion de la traduccion de los mRNA a los que se une 4EHP
(Okumura et al., 2007). Esta capacidad puede estar asociada a la propiedad que
tiene 1SG15 durante infecciones virales para detener la replicacion de los virus
(Okumura et al., 2007).

También se ha descrito que la ISGilacion modifica la degradacion via lisosomal. La
ISGilacion aumenta la degradacién de los cuerpos proteicos multivesiculares
(Villarroya-Beltri et al., 2016) o la inhibe como el ejemplo del oncogén Kirsten-Ras
en células de cancer de mama, en este caso la proteina que codifica el gen es
ISGilada lo que va a impedir su degradacién via lisosomal (Burks et al., 2014).
También parece tener importantes efectos para inhibir la secrecion exosomal
(Villarroya-Beltri et al., 2016) y regular la funciéon y degradacion de la mitocondria,
como es el caso de los macréfagos, cuando no tienen el gen ISG15 presentan una
disminucién mitofagica (Baldanta et al., 2017). Con respecto a la autofagia, se ha
encontrado un aumento de esta misma cuando ISG15 se conjuga con proteinas
esenciales para este proceso, como lo son p62 y HDACS6, este proceso sucede de
manera dependiente a la sefalizacion de los interferones en condiciones de estrés
(Nakashima et al., 2015). Sin embargo, hay otros estudios que demuestran lo
contrario, esto es que la ISG15 disminuye este mecanismo, como se da el caso en
las células de cancer de es6fago. Ademas, se ha encontrado que ISG15 compite
con la ubiquitina en los mismos substratos de LYS de BECNL1, proteina primordial
para la iniciacién de la autofagia, deteniendo el proceso autofagico (Falvey et al.,
2017; Xu et al.,, 2015). No se tiene aun definido qué es lo que provoca estas
diferencias en los distintos escenarios. En forma de recapitulacion, en la Figura 3

se describen las implicaciones que se han observado para ISG15/ISGilacion.
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Figura 3. Ejemplos de las implicaciones bioldgicas de la ISGilacion y la
proteina estimulada por interferon 15 (ISG15) libre. La ISGilaciéon de proteinas
se propuesto como un mecanismo antagoénico a la ubiquitinacion, sin embargo,
también puede inducir la degradacion de proteinas mal plegadas, modular procesos
de autofagia y mitofagia, inhibir la traduccion del acido ribonucleico mensajero
(mMRNA) mediante la modulacién de la competencia de factores de traduccion
proteina homologa de EIF4E (4EHP) y factor de iniciacion de traslacion eucariético
4e (EIF4E). Modificar las interacciones proteina-proteina de algunos componentes
del citoesqueleto como la filamina B. La proteina ISG15 libre puede localizarse en
el espacio extracelular e intracelular. ISG15 libre intracelular interactia con proteasa
especifica de ubiquitina (USP18) para evitar su degradacion, pero también puede
promover la degradacién via autofagia de algunas proteinas. De manera
extracelular, ISG15 actita como una citocina que estimula la produccion de
interferén y (IFN-y) en las células natural killer (NK), promoviendo la filtracion de NK
al tumor. En contraste, ISG15 libre extracelular también parece estimular la
migracion de células de carcinoma oral, e incrementar el fenotipo de células madre
de cancer en el adenocarcinoma ductal pancreatico. Todas las acciones asociadas
a ISG15 libre y la ISGilacién parecen depender del contexto celular.
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Las implicaciones de ISG15 en diferentes funciones celulares, revela la importancia
que tiene esta proteina en diferentes procesos. Al recorrer los distintos escenarios
en donde se expresa ISG15 y las implicaciones comentadas anteriormente durante
distintas patologias, se abre la posibilidad de indagar en otro tipo de patologias
como las enfermedades neurolégicas. Dentro de este tipo de enfermedades existe
una relacién directa con la disfuncion en la mitofagia, la autofagia e inflamacion
(Martinez-Vicente, 2017; Ruz et al., 2020). Debido a la posible implicacién de la
ISGilacidbn en estos procesos, en este trabajo abordamos los estudios y

observaciones que se han descrito acerca de esta proteinay su relacion con el SNC.
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5. Capitulo 2

5.11SG15 Yy el sistema de ISGilacién y su posible implicacién en
algunas enfermedades del cerebro.

Las enfermedades neurolégicas en 2016 fueron la causa principal de afios de vida
ajustados por discapacidad (DALYS por sus siglas en inglés Disability-Adjusted Life
Years) y la segunda causa de muerte al ser responsables del 16.5 % del total global
(Feigin et al., 2019). A continuacion, se describen algunas enfermedades
neuroldgicas tales como: la ataxia-telangiectasia, isquemia, depresion y esclerosis
lateral amiotréfica que se han relacionado con mecanismos moleculares asociados
a ISG15 y la ISGilacion de proteinas y la implicacion que se ha observado cuando

ISG15 esta presente durante estas enfermedades neurologicas (Figura 4).

Enfermedad Localizacién en el Implicacién de la
SNC 1ISG15
Mesencéfalo ¥" Dafio en el sistema UPS
Ataxia-Telangiectasia m— % Cerebelo ¥ Deterioro de la Autofagia y
Corteza Cerebral Mitofagia
—
. . R . ¥ Neuroproteccién neuronas y
Isquemia —_— Area ipsilateral de la !
corteza astrocitos
ISG15 en —
——-::
el SNC . S
Depresién Corteza prefrontal Malformacion de espinas
dendriticas
—
Médula espinal
Enfermedades lumbar ¥" Biomarcador para su
neurodegenerativas Linfocitos diagnéstico
. Liquido
Esclerosis lateral
h"“'—{ L cefalorraquideo

amiotrdfica)

Figura 4. Informacion general de la relacion de la proteina gen estimulado por
interferén 15 (ISG15) en enfermedades neuroldgicas. Las 4 enfermedades
neuroldgicas que se han relacionado con ISG15: Ataxia telangiectasia, depresion,
isquemia y esclerosis lateral amiotrofica. En la localizacion en el sistema nervioso
central (SNC) se representa el lugar en donde los niveles de ISG15 aumentaron y
también se encuentran las implicaciones que se le atribuyen a este incremento.
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5.2 Isquemia

La isquemia es la deficiencia de sangre en un tejido causado por la constriccion u
obstruccion de los vasos sanguineos y resulta en una falta de oxigeno en el tejido
(Kandel et al., 2013). El cerebro es particularmente vulnerable a la isquemia debido
a su alta demanda de oxigeno y sus bajas reservas de energia. Normalmente esta
deficiencia de oxigeno provoca un dafio en las funciones neurolégicas, cuando es
lo suficientemente severo y prolongado resulta en un infarto (W. Yang et al., 2016).
Durante la isquemia se genera una cascada de sefializaciones que siguen bajo
estudio. Uno de los modelos que se utilizan para extrapolar lo que sucede durante
la isquemia es comparar los estados de hibernacion o letargo de algunos animales,
como las ardillas, para poder identificar qué procesos se activan durante este
estado. En el letargo, la temperatura del cuerpo disminuye y existe un bajo flujo
sanguineo al cerebro, condicién similar a lo que sucede durante la isquemia, sin
embargo, no existe muerte neuronal como en la isquemia (W. Yang et al., 2016). En
ardillas hibernando se encontr6 un incremento considerable de la modificacion
postraduccional SUMOQilacion, que es parecida a la ubiquitinacion e ISGilacion (Lee
et al., 2007). La SUMOilacion es la uniéon de una proteina conocida como pequefa
modificadora similar a la ubiquitina (SUMO por sus siglas en inglés Small Ubiquitin
Like Modifier), proteina con estructura similar a la ubiquitina, a otras proteinas de
manera covalente (W. Yang et al., 2016). No sélo se identificd esta proteina durante
el letargo, sino que también al aplicar temperaturas hipotérmicas a ardillas, se
produjo una acumulacién de conjugados proteicos de SUMO2 y SUMO3 en sus
cerebros (Wang et al., 2012a; Yang et al., 2009) lo que indica que no es necesario
llegar a un estado de letargo para que se exprese esta proteina en el cerebro. Lo
anterior sugiere que las células in vivo tienen la capacidad de activar rapidamente
el mecanismo por la que los SUMOSs se expresan y asi aumentar la neuroprotecciéon

durante estados hipotérmicos (Wang et al., 2012a).

También se ha identificado la SUMOilacion de proteinas en células de
neuroblastoma humano SHSY5Y. SHSY5Y es una sublinea celular clonada de la
linea parental SK-N-SH que derivd de una biopsia de tumor 6seo metastasico

(Kovalevich & Langford, 2013), la cual es utilizada para estudio de las funciones
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neuronales in vitro. Cuando existe una privacion de oxigeno/glucosa en condiciones
de hipotermia, se produce un incremento general de la SUMOilacién (W. Yang et
al., 2016), lo que significa que en células humanas también se encuentra
desarrollada esta respuesta a la falta de oxigeno.

Se han hecho pruebas con ratones induciendo una isquemia cerebral transitoria
focalizada aplicando una oclusion de la arteria media cerebral (MCAO por sus siglas
en inglés Middle Cerebral Artery Occlusion), se encontré6 un aumento de
conjugacion de proteinas con las SUMO2 y SUMO3 en las neuronas que se
encuentran en el borde del tejido que suministra la arteria media cerebral (Cimarosti
et al., 2012; Datwyler et al., 2011). La respuesta de SUMOilacion se ha propuesto
COmo un mecanismo protector en las neuronas, no soélo por la elevada SUMOilacion
en condiciones isquémicas, sino porque también, al inducir una MCAO, se inhibe la
expresion de SUMO2 y SUMO3 a través de RNA interferente y se incremento la
muerte celular (Cimarosti et al., 2012; Datwyler et al., 2011; Lee et al., 2009; Lee et
al., 2007; Lee et al.,, 2011). En ratones transgénicos de Ubc9, enzima de
conjugacion de las SUMOs, se observé un aumento de la SUMOilacién de proteinas
y presentaron menor dafio neuronal en el cerebro después de la MCAO (Lee et al.,
2011), lo que suma a la propuesta de la SUMOilacion como un mecanismo

protector.

Los estudios mencionados anteriormente aumentaron la atencion en diferentes
proteinas similares a la ubiquitina, como es la proteina ISG15. La SUMOilacién e
ISGilacion son activadas como respuesta a los interferones durante la presencia de
patogenos virales, ademas SUMO3 activa la 1ISGilacion dependiente de interferon
en esta misma condicion (El-Asmi, et al., 2020). El estudio de la ISG15 en este
contexto no es tan amplio como en el caso de las SUMOs, sin embargo, se han
encontrado altos niveles de ISGilacion en ratones con una una MCAQ, igual que la
SUMOilacién, por lo que la evaluacion de sus implicaciones durante la isquemia ya
se ha iniciado (Nakka et al., 2011). El grupo de investigacion de Nakka (2011) utilizo
ratones a los que se les realizd una MCAO, sus resultados registraron un aumento
de ISGilacion en el area de la corteza del cerebro donde se aplico la oclusiéon
(ipsilateral). Contrario a esto, no se detecté un aumento de ISGilacién en el area
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contralateral (Nakka et al., 2011). Es importante mencionar que no se encontraron
cambios significativos en los niveles de ISG15 libre entre el area ipsilateral y
contralateral. Esto indica que la ISGilacion sélo aumenta en las areas donde hay
dafio y los niveles que aumentan de sintesis de esta proteina terminan uniéndose
covalentemente con otras, por eso aumenta la ISGilacion pero no aumenta el nivel
de ISG15 libre.

En ese mismo estudio los autores determinaron por inmunohistoquimica, que la
localizacion de 1ISG15 es la misma que NeuN y GFAP, que son marcadores de
neuronas y astrocitos respectivamente, lo que sugiere que la ISGilacion se puede

llevar a cabo en ambos tipos de células (Nakka et al., 2011).

Por otra parte, en un estudio in vivo, , se encontré que cuando se induce una MCAO
hay un infarto exacerbado en ratones knockout (KO) para ISG15 e ISGilacién en
comparacion a los ratones wild type (Nakka et al., 2011). Esto sugiere que en las
neuronas es necesaria la produccion de 1ISG15 para protegerse durante un episodio
isquémico y al no contar con ISG15, se obtiene un dafo celular elevado. Para
evaluar de manera funcional las implicaciones de la falta de ISG15 e ISGilacion, se
aplicaron pruebas neurolégicas a los ratones como la prueba de remover el
adhesivo, el rotarod y la viga de equilibrio. La prueba de remover el adhesivo evalta
las deficiencias sensoriales y motoras al cuantificar el tiempo en que el ratén tarda
en remover adhesivos (1cmxlcm) colocados en cada una de sus patas. El rotarod
es una prueba donde se evalla la coordinacién y el aprendizaje motor. La prueba
consiste en colocar al raton en un rodillo para que el animal se sujete en este, el
rodillo se mueve a una cierta velocidad y se mide el tiempo que se mantiene el raton
en el rodillo. La viga de equilibrio evalta la coordinaciéon motora fina midiendo la
capacidad de los ratones en sostenerse y desplazarse en esta viga (Nakka et al.,
2011).

Para cuantificar y comparar el dafio neuroldgico presente en los ratones, se utilizd
una escala modificada de severidad neuroldgica, con una puntuacion del 0 al 4. En
donde 0 es sin dafo neuroldgico aparente y 4 es dafio neurolégico grave. Las

evaluaciones en los ratones dieron como resultado: déficit neurolégico muy severo
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(3.12 £ 0.53) para ratones ISG15-/- (ratones que no expresan el gen de ISG15) no
se pudieron realizar las pruebas debido al grave dafio neurologico en ratones
UBE1L-/- (ratones que no expresan el gen UBELL) , enzima de activacion del
sistema de ISGilacién necesaria para la iniciacion de este sistema (Nakka et al.,
2011). Por su parte, el grupo de los ratones wild type obtuvo una calificacion de
déficit neurologico leve (1.67 £ 0.36), por lo que los resultados de los ratones
transgénicos fueron muy inferiores en comparacion con los ratones wild type. Esto
indica que la ISGilaciébn de proteinas podria ser un mecanismo enddgeno
neuroprotector (Nakka et al., 2011) similar a la SUMOilacion y que ademas tiene

una enorme importancia en la realizacion de diversas tareas.

5.3 Depresién

Otra de las enfermedades neuroldgicas que se ha empezado a relacionar con ISG15
es la depresién. Algunos estudios han propuesto que hay una relacion entre este
trastorno y la neuroinflamacion, al encontrar en zonas periféricas al cerebro (plasma
y liquido cefalorraquideo) niveles elevados de citocinas y quimiocinas en sujetos
con trastornos depresivos (Barnes et al., 2017; Kohler et al., 2018; Mechawar &
Savitz, 2016; Wohleb et al., 2016). El trastorno depresivo mayor (MDD, por sus
siglas en inglés) es un trastorno de comportamiento que puede llegar a afectar a la
persona de manera psicologica, biolégica, genética y social (Chirita et al., 2015).

A nivel molecular algunos estudios han identificado en pacientes con MDD algunos
genes que regulan las respuestas inflamatorias, los cuales se expresan en una
manera variable en diferentes zonas del cerebro. Por ejemplo, en la corteza
prefrontal dorsolateral, se encontr6 el aumento de la expresion de genes que
codifican para proteinas con caracter inflamatorio como el gen del receptor de la
familia del factor de necrosis tumoral 11B (TNFRSF11B por sus siglas en inglés
Tumor Necrosis Factor Family Receptor 11B), interferon a6 (IFNAG6), receptor de
interferon « 1 (IFNAR1) y Proteina de union a GATA 1 (GATAL), siendo esta ultima
un factor de transcripcién represor que se une al promotor de la interleucina-6 (IL-

6), una citocina inflamatoria (Hyo et al., 2007; Kang et al., 2012). Mientras que en la
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parte ventrolateral de la corteza prefrontal disminuyen los niveles de citocinas tales
como interferén y y TNF-a, elementos esenciales en las respuestas inflamatorias
(Clark et al., 2016). Ademas, en esta region en particular se encontrd un decremento
del nivel de metabolitos de la ruta de quinurenina. La quinurenina es el punto de
partida para la sintesis de la nicotinamida adenina dinucleétido (NAD), molécula
esencial para la fosforilacion oxidativa y produccion de ATP durante el metabolismo
en mamiferos. La disminucion en la produccion de NAD lidera a la activacion del
sistema inmune y a la potencial acumulaciéon de compuestos neurotéxicos ya que
es necesario para regular las reacciones redox que suceden en la mitocondria
(Davis & Liu, 2015). Por lo que se observan diferentes perfiles de expresion de
genes dependiendo la zona en la que se esté evaluando el cerebro con MDD pero

ambas respuestas tienen relacion con la inflamacion.

Pandey et al (2012,2014) encontraron que los cambios que se observan en el
cerebro con MDD no sélo dependen de las zonas evaluadas, sino que también de
los genes que se activan, por ejemplo, en la corteza prefrontal de adolescentes
victimas de suicidio. La expresion de proteinas y mRNA de citocinas interleucinas
IL-15, IL-6 y TNF-a se incrementé significativamente en comparacion con otros
sujetos control. Asi mismo, los niveles de mRNA y proteinas de los receptores tipo
Toll (TLR3 Y TLR4) esenciales para la produccion de cinasas que incrementan la
expresion de citocinas, quimiocinas e interferones, también aumentaron. Los
resultados anteriores sugieren una activacion de la respuesta inmune por dafio
neuronal en los casos estudiados de victimas de suicidio (Pandey et al., 2012,
2014). Esto puede implicar que a medida que se desarrolla el MDD las células

sufren cambios en la expresion de genes.

Para poder desarrollar un entendimiento mas acertado y encontrar los mecanismos
implicados en la expresion de los diversos genes, Mahajan (2018) utilizdé una
secuenciacion de RNA, RNAseq (por sus siglas en inglés RNA Sequencing) del giro
dentado del hipocampo en pacientes con MDD. Esta region es vital para la
neurogénesis y la conectividad funcional con el sistema limbico (Mahajan et al.,
2018). A este sistema se le atribuye el relacionar la informacion que recibe el cerebro

con las emociones, consolidar la memoria, formar motivaciones de comportamiento,



27

ademas de regular las funciones autdbnomas y endocrinas (Stephani, 2014). De los
600,000 transcritos que se obtuvieron de los diferentes pacientes (23 con MDD y 23
sujetos control) sélo 30 fueron lo suficientemente diferenciales en el MDD. Se
encontraron genes con funciones de citocinas como el CCL2/MCP1. Poder
encontrar mecanismos que expliquen la expresion de citocinas es esencial para la
elaboracion de nuevos tratamientos, ya que los existentes que se centran en la
inhibicién de los sistemas de captura de serotinina o norepinefrina logran una total

remision en los pacientes menor al 50% (Mahajan et al., 2018).

También encontraron genes que reducen su expresion que codifican a proteinas
involucradas en funciones inflamatorias como es el caso de IFl44L, IFI6,
NR4A1/Nur-77, asi como ISG15 (Mahajan et al., 2018). Identificar la funcion
conjunta de estos genes es complejo, ya que cada uno tiene distintos mecanismos
gue puedan al final sobreponerse o no, por lo que el apoyo de una herramienta de
analisis funcional de genes fue necesario. Especificamente se utilizé la herramienta
Ingenuity Pathway Analysis
(https:/lwww.giagenbioinformatics.com/products/ingenuity-pathway-analysis). Esta
herramienta permite el analisis de la expresidon de genes e identifica cuales son los
procesos bioldgicos, redes moleculares, vias de sefializacion y metabdlicas que se
activan o desactivan. Los autores utilizaron esta herramienta para reducir el sesgo
provocado por la informacién recopilada anteriormente y verificar cuéles son las
moléculas y mecanismos que se modifican durante la depresion(Mahajan et al.,
2018). Con esta herramienta se identific6 un aumento en las rutas de sefializaciéon
relacionadas con la inflamacion y expresion de interferones. Se observd un
incremento en la sefalizacion para la expresion de citocinas y de la ruta de las
cinasas ERK/MAPK; estas cinasas son primordiales para procesos celulares
basicos como lo son la proliferacion celular y diferenciacion celular, cuando este
mecanismo esta activado de manera aberrante se ha encontrado que puede causar
inflamacion, cancer, trastornos del desarrollo y neuroldgicos (Guo et al., 2020). Se

confirmo asi la relevancia que tiene la neuroinflamacion durante el MDD.

ISG15 esta relacionado con la respuesta inflamatoria y se identific6 dentro de los
genes que se modifican durante el MDD, sin embargo, uno de los limitantes de este
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estudio es que no se reconocieron las células que estan siendo afectadas, ya que
se utilizé el tejido completo del giro dentado del hipocampo. Identificar como es que
esta afectando la expresion de 1SG15 al desarrollo en el giro dentado del
hipocampo, podria ser indispensable ya que permitiria proponer nuevas técnicas
terapéuticas para las personas que sufren esta enfermedad debido a las

caracteristicas que parece tener ISG15 en procesos intracelulares.

Ademas de la inflamacion, también el dafio a dendritas se ha considerado una de
las caracteristicas de la depresioén ya que muchos de los pacientes diagnosticados
con MDD presentan una pérdida de dendritas (Kaufmann & Moser, 2000; Kulkarni
& Firestein, 2012; Ott et al., 2012). Un estudio en ratas, utilizando un modelo de
depresion inducida por la activacion inmune materna (MIA por sus siglas en inglés
Maternal Immune Activation), encontré una correlacion del desarrollo dendritico de
las neuronas en el cerebro con la expresion de ISG15 (Hu et al.,, 2019). Para
entender el modelo utilizado con la MIA, es necesario considerar que diversos
estudios epidemiol6gicos indican que infecciones bacterianas o virales maternas
durante el embarazo incrementan el riesgo de desarrollar varios trastornos
psiquiatricos en la descendencia como la depresion, la esquizofrenia y el autismo
(Atladéttir et al., 2010; Brown, 2012) por lo que la MIA ha sido sugerida como una
conexion critica entre la infeccién prenatal y el déficit del comportamiento postnatal.
La MIA induce una numerosa cantidad de citocinas pro y anti inflamatorias, como
es el caso de IL-18, IL-6, la quimiocina con motivo C-X-C de ligando 9 (CXCL9 por
sus siglas en inglés Chemokine C-X-C motif ligand 9), TNF-a e IL-10, que pueden
vincularse a la contribucion de las anormalidades inducidas por esta activacion

inmune en la descendencia (Gilmore et al., 2004).

Para identificar los efectos de cémo la MIA afecta a las ratas se les inyectd
polinosinico:  acido policitidilico (poly 1:C), un inmunoestimulante que
estructuralmente es parecido al RNA con doble cadena y tiene como caracteristica
el mimetizar la respuesta generada por la MIA en ratas gestantes (Meyer & Feldon,
2012). Los resultados obtenidos mostraron que las crias de las ratas infectadas con
poly (I:C) tienen un decrecimiento en la longitud y densidad de las espinas

dendriticas en la corteza prefrontal (Hu et al., 2019). Las espinas dendriticas son



29

unidades integrativas del SNC, son protuberancias neuronales que reciben sefiales
de una sinapsis; contienen receptores para nheurotransmisores, organelos y
sistemas de sefializacion esencial para la funcidn sinaptica y plasticidad neuronal
(Kandel et al., 2013); se relacionan con cambios en la eficacia sinaptica, el
aprendizaje y la memoria entre otros procesos cognitivos (Hu et al., 2019). Por lo
tanto, la modificacion en el nimero y organizacion de las espinas dendriticas
durante este estudio confirma la relacion que tienen las dendritas con el
comportamiento depresivo de las ratas, como se observdé en las pruebas

psicoldgicas de las ratas descendientes de aquellas madres a las que se les inyecto
poly (I:C).

El cambio que sufrieron las dendritas plantea un escenario en el cual su regulacion
esta siendo mermada en alguna parte de su desarrollo, lo que ocasiona un
comportamiento depresivo en las ratas. Uno de los genes relacionados es el gen de
la proteina relacionada con RAS Rap-2a (Rap2A) que interfiere negativamente con
el crecimiento y arborizacion de las neuritas, que son proyecciones de las neuronas
(Kawabe et al., 2010). De los mecanismos conocidos para contrarrestar el efecto
negativo del Rap2A sobre las dendritas es la ubiquitinacion de la proteina que
codifica mediante la E3 ligasa conocida como célula precursora neural expresada
proteina regulada negativamente en el desarrollo 4 (NEDD4 en inglés Neural
precursor cell Expressed Deveolpmentally Down-regulated protein 4) (Drinjakovic
et al., 2010; Kawabe et al., 2010) y en un escenario de decaimiento de dendritas, la
ISGilacion podria ser una antagonista a esta ubiquitinacion. En las ratas
descendientes de las madres con poly (I:C) los niveles de ISG15 aumentaron en
varios drganos como el cerebro, pulmones, rifién, higado, bazo y corazén (Hu et al.,
2019). Sin embargo, en el cerebro los niveles fueron significativamente altos,
especificamente en la corteza y tronco encefalico, mientras que en el hipocampo no
se observo gran cantidad de ISG15 (Hu et al., 2019). Dentro de la corteza y tronco
encefalico, las células que presentaron los niveles elevados de ISG15 e ISGilacion
fueron las neuronas, especificamente en el cuerpo de la neurona y las dendritas (Hu
et al., 2019). Lo que significa que 1ISG15 podria estar involucrada directamente en

esta deficiencia en el desarrollo neuronal.
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Las ratas gestantes infectadas con poly (I:C) también presentaron un incremento
significativo de ISG15 en el suero de la matriz después de 28-32 semanas de
gestacion en comparacion con las ratas control (Hu et al., 2019). De igual manera,
las ratas recién nacidas de madres tratadas con poly (I:C) tuvieron un incremento
de proteina ISG15 y su correspondiente mMRNA 24 horas después del nacimiento,
en contraste con las crias de las madres control. Después de 1 mes, se analizaron
los cerebros de estas ratas para observar el desarrollo que tuvo el cerebro utilizando
analisis de Golgi. Este analisis se utiliza para estudiar la morfologia de las neuronas
mediante tincion y esta basada en una reaccion que forma agregados metalicos en
las neuronas (Sivaguru et al., 2019). Se encontrd una reduccion de la longitud basal
de las dendritas basales y apicales y de la densidad de las espinas dendriticas en
las ratas descendientes de las madres con poly (I:C). Durante las pruebas
psicolégicas hechas para evaluar el comportamiento de las ratas, como la
preferencia a la sacarosa, nado forzado y la prueba de campo abierto, obtuvieron
promedios inferiores a las ratas control, por lo que se confirmé que el poly (I:C) a
través de un incremento en los niveles de ISG15, provoca comportamientos

postnatales similares a la depresion en ratas (Hu et al., 2019).

Con estos datos como referencia, se compararon los cambios que sufrian las ratas
cuando se sobre expresaba o disminuia la expresion de 1ISG15, buscando qué
implicaciones podria tener en el desarrollo del cerebro (Hu et al., 2019). Una
importante reduccion en el nimero de ramificaciones secundarias en las dendritas
y menor longitud fueron los efectos encontrados cuando se sobre expresé la ISG15.
También estas ratas mostraron un comportamiento depresivo en las pruebas
psicoldgicas, lo que sugiere que los altos niveles de esta proteina mimetizan las
caracteristicas que induce la MIA en los descendientes. Cuando se silencio 1ISG15
en las ratas inyectados con poly(l:C) se observo la aminoracion de los efectos de
decrecimiento en las dendritas y los resultados de las pruebas neuroldgicas fueron
mas cercanos a los del grupo control después de un mes de nacimiento. La
morfologia de las dendritas es primordial en la neuroplasticidad del cerebro, ya que
son parte indispensable en la comunicacion entre neuronas (Hu et al., 2019). ISG15
parece alterar la neuroplasticidad al afectar la estructura de las dendritas y conducir
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a problemas como la depresion asociada a la MIA. Dentro de las neuronas no se
encontré gran modificacion en los axones a comparacion de las observaciones ya

mencionadas en las dendritas (Hu et al., 2019).

El desarrollo de las neuritas esta relacionado directamente con la ubiquitinacion y
su correspondiente enzima de ligacion E3, NEDD4 (Kawabe et al., 2010). Al medir
la cantidad de NEDD4, se encontré una reduccién de sus niveles de mRNA y
proteina en las células de las ratas con sobre expresion de ISG15. Esto sugiere que
existe una relacion entre los niveles de ISG15 y la disminucion de la expresion de
NEDDA4. Al utilizar la técnica de coimmunoprecipitacion, se detectd la interaccion
entre NEDD4 con ISG15, lo que podria conducir a la disminucién de interacciéon de
NEDD4 con Rap2A, inhibiendo su ubiquitinacién. Lo anterior explica porque las
dendritas tienen un menor crecimiento en las ratas a los que se les sobre expresé
ISG15 ya que inhibe la interaccion de la ubiquitina con Rap2A al competir con la
ubiquitina por la enzima de ligacion NEDD4, como se observa en la Figura 5, lo que
permite que Rap2A active diferentes cascadas de sefializacion, inhibiendo asi el
desarrollo dendritico. Al infectar a las células a las que se les sobre expreso ISG15
con NEDD4 para aumentar los niveles de esta enzima, se observé una recuperacion
en la formacion de las dendritas, por lo que se puede combatir la competencia que
tiene ISG15 con la ubiquitina (Hu et al., 2019).

ISG15 esté presente durante el MDD, principalmente parece inducir la inflamacion
gue se observa durante este trastorno. Sin embargo, no sélo se encuentra implicado
en esta funciébn inmune, sino que se puede observar que sus niveles estan
afectando el desarrollo en el cerebro de ratas. Se vuelve una proteina de interes,
debido a estas dos caracteristicas que son marcas del MDD. Por lo que el
entendimiento de los mecanismos por los que ISG15 se esta liberando e

interactuando con otras proteinas pudiesen vincular a ISG15 como un blanco
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terapéutico o como herramienta para la identificacion de otros blancos que estén

involucrados en los procesos que se desarrollan durante el MDD.

Poly (I:C)
A

Anormalidad
dendritica

Comportamientos
depresivos

Figura 5. Mecanismo de accion de la enzima célula precursora neural
expresada (NEDD4) sobre las proteina asociada a RAS (RAP2A). Modificado de
(Hu et al., 2019). Durante la activacién inmune materna (MIA), las citocinas elevadas
en la matriz estimulan la expresion de ISG15 en el cerebro fetal, que a su vez
interrumpe la asociacion de NEDD4 y Rap2A que conduce a la ubiquitinacién de
Rap2A. La elevacion de Rap2A por el blogueo de su ubiquitinacion impide el
desarrollo de dendritas e induce comportamientos depresivos en las crias.

5.4 Ataxia-Telangiectasia

La Ataxia Telangiectasia (A-T) es una rara enfermedad hereditaria que afecta
principalmente al sistema nervioso y al sistema inmunolégico, guarda algunas
caracteristicas similares con otras enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, el Parkinson y la Esclerosis lateral amiotrofica, como la acumulacion de
proteinas y defectos en procesos mitocondriales (Juncker et al., 2021). Las causas

de esta enfermedad se atribuyen a mutaciones del gen Ataxia telangiectasia mutado
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(ATM). El gen ATM codifica a una proteina cinasa conocida por activarse cuando
hay dafio en el ADN, fosforila proteinas clave para el control del ciclo celular y la
reparacion del ADN (Matsuoka et al., 2007).

Los sintomas de esta enfermedad son venas faciales pronunciadas, infecciones
sinopulmonares recurrentes y movimientos descoordinados provocados por la
disfuncion neuronal progresiva. Ademas, los pacientes con A-T tienen un mayor
riesgo de contraer cancer y tienen una sensibilidad aumentada a la radiacion (Desai
et al., 2013), una caracteristica atribuida a la desactivacion del gen ATM (Lavin et
al., 2004).

Un estudio encontré en las células con A-T una acumulacién de proteinas
ubiquitinadas (Desai et al., 2013). Esto es de interés, ya que al haber tantas
proteinas ubiquitinadas, se asocia con una disparidad en el proceso de degradacion
proteica por el sistema UPS, el mayor mecanismo proteolitico celular que se conoce
para la degradacion de proteinas de vida corta 0 anormales en células mamiferas
(Ciechanover, 2005). Otra via importante para la degradacion de proteinas
ubiquitinadas es la autofagia; consiste en una degradaciébn de componentes
citoplasmaticos como son proteinas viejas, complejos macromoleculares y
organelos defectuosos (Klionsky & Emr, 2000) a través de los lisosomas. Este
proceso se lleva a cabo formando una vacuola autofagica que envuelve el material
a degradar y lo transporta hacia la periferia del nicleo, donde se concentran los
lisosomas, para que las hidrolasas rompan los enlaces peptidicos de las proteinas
al interior de la vacuola y la célula pueda utilizar los aminoacidos obtenidos de esta
hidrolisis (Klionsky & Emr, 2000). La autofagia es un paso esencial para distintos
procesos como lo son: respuesta a la inaniciobn e hipoxia, gluconeogénesis,
produccion de energia, sintesis de nuevas proteinas y movilizacion de nutrientes

durante el desarrollo (Mizushima, 2007).

Estos dos mecanismos de degradacibn se complementan cuando existen
condiciones donde el proteosoma es disfuncional, lo que resulta en que la autofagia
degrada los agregados proteicos que contienen ubiquitina (Pandey et al., 2007;

Rubinsztein, 2007). Con base en lo anterior, Shyamal Desai y su equipo (2013)
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encontraron relacién entre el aumento de la autofagia en las células de A-T y el
mecanismo de ISGilacion de proteinas. Como sujeto de estudio utilizaron células de
fibroblastos llamados FT169A (A-T), que son derivados de pacientes con A-T con el
gen ATM depletado, y FT169A (ATM+) en donde el gen ATM fue reconstituido en
las células FT169A (A-T) al hacer una transfeccion del cDNA ATM. Para identificar
el estado en qué se encontraba la autofagia, utilizaron la proteina de cadena ligera
asociada a microtubulos 3 (LC3 en inglés microtubule-associated protein light chain
3), que es una de las proteinas esenciales para la formacion de las membranas en
las vacuolas autofagicas, como se puede observar en la Figura 6. Debido a esta
caracteristica, se reconoce como un marcador para detectar la induccion de la
autofagia en células (Kabeya et al., 2000; Klionsky et al., 2008; Tanida et al., 2004).
Mediante ensayos de inmunofluorescencia se evalué la presencia de la proteina
LC3 en las células de A-T y ATM+; se observo que las células A-T presentaban un
mayor nivel de LC3, asi como un aumento de autofagosomas y autofagolisosomas
comparado con las células ATM+, sugiriendo un incremento del proceso de
autofagia en las células A-T. Ademas, se deplet6 la expresion de ISG15 en las
células A-T, lo que condujo a una reduccion en la produccion de autofagosomas,

lisosomas y autofagolisosomas (Desai et al., 2013).
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Figura 6. Mecanismo de autofagia y proteinas esenciales para su iniciacion.
Modificado de (Li et al., 2020). Una parte del citoplasma, incluidos los organulos,
esta encerrada por un fagéforo o membrana de aislamiento para formar un
autofagosoma. La proteina de cadena ligera asociada a microtibulos 3 (LC3) se
une con el fosfatidiletanolamina (PE por sus siglas en inglés
Phosphatidylethanolamine) durante el proceso de elongacién, formando el complejo
LC3-1l. Posteriormente, la membrana externa del autofagosoma se fusiona con el
endosoma y luego con el lisosoma, y el material interno se degrada. En la levadura,
los autofagosomas se generan a partir de la estructura pre-autofagosomal (PAS),
gue aun no se ha identificado en células de mamiferos. Se indica la nomenclatura
para diversas estructuras autofagicas.

En el equipo de Wood en el 2011 encontraron que cuando se inhibe a ISG15, se
restaura la degradacion de proteinas en las células A-T (Wood et al.,, 2011).
Monitorearon el grado de degradacion de las proteinas poliubiquitinadas en las
lineas celulares FT169A (A-T) y FT169A (ATM+) con el tratamiento del inhibidor de
sintesis de proteinas, la ciclohexamida. Encontraron que después de 6 horas de la
aplicacion de la ciclohexamida, las células ATM+ presentaron una degradacion
evidente de las proteinas poliubiquitinadas, mientras que las células A-T no
mostraron un cambio en la cantidad de proteinas poliubiquitinadas en el analisis

Western Blot (WB), indicando una deficiencia en la degradacion via el UPS, y
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sugiriendo que en las células A-T los sistemas de degradacién de proteinas

marcadas por cadenas de ubiquitina son defectuosos.

Una de las caracteristicas de la ubiquitina y sus 7 residuos de lisina, en las
posiciones (6, 11, 27, 29, 33, 48 y 63), es que permiten formar cadenas de ubiquitina
gue inicien en cualquiera de estas posiciones (Ikeda & Dikic, 2008). El sistema UPS
tiene como blanco aquellas proteinas que forman sus cadenas de ubiquitina a traves
de la LYS 48 (lkeda & Dikic, 2008) mientras que la ubiquitinacién de LYS 63 se
relaciona con el proceso autofagico (lkeda & Dikic, 2008). Las proteinas
poliubiquitinadas con base en la LYS 48 de la ubiquitina se degradaron en las
células ATM, pero no en las A-T, sin una degradacion significativa en aquellas
proteinas marcadas por cadenas formadas a través de la LYS 63 de la ubiquitina,
lo que permite inferir que la ruta por la que se estan degradando las proteinas es la
UPS y no por la via autofagica en células ATM. En contraste, en las células A-T, el
UPS es el mecanismo deficiente que permite la acumulacion de proteinas (Wood et
al., 2011). La abundancia de ISG15 y la ISGilacion es méas elevada en las células
A-T comparada con las células ATM+. La implicacion que tiene el nivel de ISG15 en
las células A-T se estudié con pequefio RNA interferentes (siRNAs) de ISG15 y
UbcH8, para disminuir la expresion de ISG15 y de la enzima de conjugacion E2 de
la ISGilacion. Las células A-T con siRNA ISG15 y UbcH8 mostraron un mayor nivel
de proteinas poliubiquitinadas y una mayor degradacion que en las células control.
Por lo tanto, la disminucién de la expresién de ISG15 y la reduccion de los niveles
de ISGilacion contribuyen a la restauracion de la via de degradacion UPS en las
células A-T. (Wood et al., 2011)

Ademas, en muestras del cerebro de ratones KO ATM, se registrdo un aumento de
ISG15 libre y conjugado en el cerebelo y la corteza cerebral, en comparacion con
ratones silvestres (Wood et al., 2011). La localizacién general de ISG15 y sus
conjugados fue en los astrocitos de los ratones KO ATM. Con respecto a seres
humanos, se identificé en el mesencéfalo de 4 personas con A-T post-mortem una
mayor presencia de la proteina ISG15 comparado con otras muestras de personas
sin A-T. (Wood et al., 2011). ISG15 se encontré en la misma localizacion que
proteinas poliubiquitinadas sobre su LYS 63, por lo que, en seres humanos, ISG15
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podria tener mas implicaciones aun desconocidas provocadas por la formacion de
una estructura compleja con la ubiquitina y los substratos de la ubiquitina. En otras
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson y el Huntigton
se ha encontrado la unién covalente de la ubiquitina a través de LYS 63 (Paine et
al.,, 2009), son importantes todos estos resultados ya que podria estar
comportandose de una manera similar la ISG15 en otras enfermedades

neurodegenerativas.

Otro de los mecanismos deficientes durante las enfermedades neurodegenerativas
y en la A-T es la mitofagia (Martinez-Vicente, 2017) y se ha encontrado una nueva
funcién de ISG15 y la ISGilacion durante este proceso (Juncker et al., 2021). La
mitofagia es un tipo de autofagia que se refiere a la degradacion de la mitocondria
y se ha demostrado que se lleva en conjunto con el mecanismo de ubiquitinacion
(Chan et al., 2011b; Chan & Chan, 2011a; Dupuis, 2014; Durcan & Fon, 2015;
Glauser et al., 2011; Nguyen et al., 2016). La mitocondria es el organelo primordial
para la generaciéon de energia en la célula. Utiliza la energia de la reduccion
molecular del Oz a agua para crear ATP, que es la molécula energética por
excelencia. Sin embargo, la reduccién del oxigeno molecular no es un mecanismo
perfecto, por lo que se pueden generar subproductos como el peroxido de
hidrégeno, radicales hidroxilo o aniones superdxido (O2-). Estos subproductos se
conocen como especies reactivas de oxigeno (ROS) (Sabharwal & Schumacker,
2014). Bajos niveles de ROS significan estabilidad en las funciones fisiologicas
(Sena & Chandel, 2012). Sin embargo, si hay un incremento en los niveles de estos
subproductos, existe un dafio oxidativo en las proteinas celulares y el ADN,
perjudicando las funciones celulares lo que resulta en apoptosis (Baldanta et al.,
2017; Gao et al., 2008).

En las células con A-T, se ha encontrado una acumulacién de mitocondria en la
zona perinuclear, que es el lugar donde se encuentran los lisosomas y ahi se
deberia estar degradando la mitocondria (Valentin-Vega et al., 2012), por lo que al
incrementarse la cantidad de mitocondrias en esta zona se entiende que existe una

deficiencia mitofagica. En las células A-T con ISG15 depletado se observd una
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reduccion en la cantidad de mitocondria acumulada, sugiriendo una restauracion del

proceso mitofagico.

La mitocondria necesita posicionarse en la periferia del nucleo para empezar el
proceso mitofagico y una de las modificaciones involucradas es la SUMOilacién de
proteinas membranales de la mitocondria como son las mitofusinas (Mfns) 1y 2
(Juncker et al., 2021). La mitocondria es conducida al area perinuclear, en donde
se necesitan ubiquitinar las mitofusinas para dar paso a la formacion de un complejo
entre LC3-Ubiquitina-Sumo2 que desarrolla estructuras compactas similares a
agresomas (Juncker et al., 2021). El tratamiento con el agente quimico
carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) activa la mitofagia de las células
FT169A (A-T) con un incremento en los niveles de ISGilacion y en los niveles de las
Mfns, ubiquitina y SUMO2/3 (Juncker et al., 2021). En contraste con las células A-
T, las células A-T con la expresion de ISG15 silenciada, tuvieron una disminucion
en los niveles de las Mfns, ubiqutina y SUMOs. El incremento de ISG15 impide la
degradacion de la mitocondria, provocando el aumento de las especies reactivas de
oxigeno en la célula. Cuando ISG15 no esta presente se observa la reduccion de la
mitocondria acumulada en la zona perinuclear (Juncker et al., 2021). ISG15 se
asocia al complejo LC3-ubiquitina-Sumo2, bloqueando su actividad e inhibiendo la

mitofagia (Juncker et al., 2021).

En resumen, en la A-T existe una acumulacién de proteinas en el cerebro, que
parece ser promovida por la alta expresion de ISG15 y la ISGilacién de proteinas,
esta Ultima actuando de manera antagoénica al sistema UPS. Sin embargo, bajo la
condicion de A-T, se detecta una autofagia activa relacionada a 1ISG15/ISGilacion.
También durante esta enfermedad, ISG15 inhibe la mitofagia.



39

6. Capitulo 3

6.1 Enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento

Las enfermedades neurodegenerativas son enfermedades que dafan la integridad
de las neuronas y producen una degeneracion progresiva de las mismas. La
predisposicion caracteristica a sus efectos es la edad, siendo las personas mayores
de 60 afios las mas expuestas a padecerlas. Dentro de esta categoria se encuentran
la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP) y la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) (Feigin et al., 2019). En la Figura 7 se observa el
incremento de la incidencia, prevalencia y muertes de estas enfermedades, siendo
para el 2019 un total de 2 millones de defunciones por esta causa, un 3.45% del
total global (Institute for Health Metrics and Evaluation, 2021a). La prevalencia nos
indica el total de personas que sufren la enfermedad mientras que la incidencia son
los nuevos casos que se presentan. De los 50 millones de personas padeciendo
demencia, el 70% esta constituido por la EA, que se estima tiene un costo social del
1.1% del PIB mundial (World Health Organization, 2020). En México durante el
2019, estas enfermedades representaron aproximadamente el 8% de las causas de
muerte en personas mayores de 70 afios (Institute for Health Metrics and Evaluation,
2021b). La EA, es el responsable del 60%-70% del total de demencias, lo que la
convierte en la enfermedad neurodegenerativa mas abundante en el mundo (World
Health Organization, 2020). En segundo lugar, se encuentra la EP con una
poblacién estimada en el 2016 de 6.1 millones de afectados (Dorsey et al., 2018).
Enseguida esta la ELA que es la enfermedad neuro-motora mas comun en la edad
adulta (Sanchez-Torres et al., 2020).
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Figura 7. Niomero de muertes, incidencia y prevalencia de enfermedad de
Alzheimer, enfermedad de Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica en el
mundo. Modificado de (Institute for Health Metrics and Evaluation, 2021a). Se
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presenta el numero de personas afectadas por las enfermedades
neurodegenerativas mas comunes en el mundo.

Tomando en cuenta que no existe cura o tratamiento que evite el progreso de las
enfermedades neurodegenerativas, es indispensable la investigacion y desarrollo

de nuevas técnicas para afrontarlas y disminuir la carga que implican a la sociedad.

De todas las enfermedades neurodegenerativas, la ELA, se ha relacionado

molecularmente con ISG15, como se describe a continuacion.

6.2 1SG15 como un posible biomarcador para la esclerosis lateral
amiotrofica

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa esporadica y genética, que afecta a
las motoneuronas que se encuentran principalmente en la médula espinal, lo que
provoca una pérdida en el control de los musculos y de los movimientos voluntarios
(Schwartzenburg et al., 2019). Sin embargo, el 90% de los casos recaen en la clase
esporadica, presentdndose en promedio a la edad de los 55 afios (Schwartzenburg
et al., 2019). Actualmente, se han encontrado altos niveles de ISG15 en esta
enfermedad en muestras de la médula espinal de pacientes con ELA
(Schwartzenburg et al., 2019; Wang et al., 2012b).

Un importante grupo de estudio para entender la ELA son los veteranos militares ya
gue se tiene registro que el 60% de ellos tienen mayor riesgo de desarrollar esta
enfermedad (Weisskopf et al., 2005), ademas, los veteranos que sufrieron una
lesion cerebral traumatica (TBI) durante su vida, tienen un aumento en el riesgo de
padecer esta neuropatologia (Weisskopf et al., 2005), sin embargo, no existe aln

una explicacion a este fenbmeno.

El equipo de Schwartzenburg (2019) evalud los niveles de ISG15 y la ISGilacion en
la médula espinal lumbar de veteranos que presentaron un historial de TBI/ELA y
ELA. Al medir la cantidad de ISG15 presente en estas células, mediante WB,
encontraron una mayor cantidad de esta proteina conjugada en los individuos con
TBI/ELA que en los controles. De manera similar, se encontré un incremento de la

ISGilacion de aquellos con ELA en relacion con los individuos control
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(Schwartzenburg et al., 2019). Estos datos sugieren que la ISG15 conecta al TBl y
la ELA, pero hasta el momento solo se encuentra la distincion que en veteranos con
TBI/ELA resulta comun encontrar perfiles de ISGilacion elevados (Schwartzenburg
et al., 2019).

También, se encontroé en los linfocitos de pacientes con ELA provocada por la
mutacion del gen C9orf72, un incremento en la ISGilacidn de proteinas. Las
mutaciones en este gen son la causa genética mas comun conocida para la ELA;
Sin embargo, los mecanismos por los que actia ISG15 no son conocidos
(Schwartzenburg et al., 2019).

La propuesta de este grupo es que ISG15 podria servir como un biomarcador de la
ELA porque se pueden observar niveles elevados de proteinas ISGiladas de manera
recurrente en los pacientes. Ademas, se ha observado que la acumulacion de ISG15
estd acompafiada por un aumento de la ubiquitinacién de proteinas en el liquido
cefalorraquideo aproximadamente 4 veces mayor en los individuos con TBI/ELA en
comparaciéon con aquellos que no tenian historial de TBI (Schwartzenburg et al.,
2019). Lo que podria significar que ISG15 esta interfiriendo también en la ELA con
el proceso de degradacion de proteinas. ISG15 podria ser un posible biomarcador
para la ELA, siempre y cuando estén en consideracion los fenotipos fisicos e
historial médico de los pacientes, para el correcto diagnéstico de la enfermedad ya
que ISG15 también es expresado durante el cancer y algunas células infectadas por

patdgenos (Schwartzenburg et al., 2019).

6.3 Mitocondria y mitofagia en enfermedades neurodegenerativas

Con base en los datos revisados de ISG15 y su asociacion con la A-T y ELA, es
posible sugerir una interesante relacion con otras enfermedades
neurodegenerativas. A pesar de que cada una de estas enfermedades tienen
implicaciones clinicas distintas, guardan ciertas caracteristicas en comun, como la
pérdida de proteostasis, aglomerados de proteinas en areas especificas del SNC,
dafio mitocondrial y desregulacion en el mecanismo de degradacion de proteinas,

cémo podemos observar en la Tabla 3.



Tabla 3. Caracteristicas de algunas enfermedades neurodegenerativas. Modificado de (Ruz et al., 2020).
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Como se puede observar en estas enfermedades se han descrito defectos en el
sistema UPS, en la autofagia y en la mitofagia (Bogunovic et al., 2012; Dupuis, 2014;
Huang & Figueiredo-Pereira, 2010; Johri & Beal, 2012; Lin & Beal, 2006; Ross &
Poirier, 2004). La ubiquitina tiene relaciébn con estos dos procesos, porque es un
marcaje para la posterior degradacién por el proteosoma y se ha propuesto que es
un paso esencial para la iniciacion de la mitofagia (Chan et al., 2011b; Chan & Chan,
2011a; Ross et al., 2015; Rub et al., 2017; Whitworth & Pallanck, 2009). Se vuelve
intrigante buscar si ISG15 tiene alguna relacion con estas fallas en los sistemas
donde la ubiquitina parece no estar funcionando correctamente en las
enfermedades neurodegenerativas, mas aun después de los nuevos

descubrimientos de la implicacion de la ISG15 durante la A-T (Juncker et al., 2021).

Durante la mitofagia participan la proteina cinasa putativa inducida 1 (PINK1) y una
enzima ligasa E3 de la ubiquitina, conocida como proteina de ubiquitina E3 ligasa
parkin RBR (PARKIN) (Durcan & Fon, 2015; Jin & Youle, 2012; Tanaka, 2010).
Cuando la mitocondria esta en buen estado, PINK1 se mantiene en niveles bajos y
se degrada por el proteosoma (Greene et al., 2012; Jin et al., 2010). Cuando hay un
dafo en la mitocondria, PINK1 es reclutado a la membrana externa de la
mitocondria, fosforila a la ubiquitina provocando que la E3 ligasa PARKIN se active
(Kazlauskaite et al., 2015). PARKIN ubiquitina a diferentes proteinas mitocondriales;
promoviendo la formacién de cadenas fosfopoliubiquitinadas (Kane et al., 2014;
Okatsu et al., 2015; Shiba-Fukushima et al., 2014), lo que activa los factores
autofagicos y la degradacion por el mecanismo de autofagia (Lazarou et al., 2015),

como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Comparacion de mitocondria dafiada y sana. Modificado de (Eiyama &
Okamoto, 2015). Proteina cinasa putativa inducida 1 (PINK1) se degrada de manera
rapida cuando la mitocondria se encuentra sana. Cuando hay dafio mitocondrial, la
proteina se acumula en la membrana fosforilandose, provocando la fosforilacion de
la ubiquitina. Esta promueve la activacion de la enzima de ubiquitina E3 ligasa parkin
RBR (PARKIN), formando asi cadenas de ubiquitina fosforilada que son esenciales
para la iniciacion de la mitofagia.

La importancia de estos mecanismos y las proteinas involucradas es tan fuerte que
mutaciones en los genes PINK1 y Parkin se han encontrado como protagonistas en
los casos de la EP hereditario; (Deas et al., 2011; Ryan et al., 2015) en donde existe
acumulacion en las especies reactivas de oxigeno, ya que las mitocondrias
depolarizadas no se estan degradando de manera correcta (Barodia et al., 2017).
En la enfermedad neurodegenerativa de Huntington, hay defectos en el mecanismo
de autofagia, ocasionando una acumulacién de mitocondrias dafiadas en el
citoplasma (Martinez-Vicente et al.,, 2010). La acumulacion de mitocondrias
disfuncionales también se ha detectado en las neuronas de pacientes con la EA
(Desai et al., 2018). Por otra parte, en pacientes con ELA, el dafio mitocondrial se
nota en rupturas de las crestas, dilucion de la matriz e incremento en el nimero y

masa de mitocondrial (Natale et al., 2015; Ruffoli et al., 2015). El proceso mitofagico,
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al igual que el autofagico, es modulado por mecanismos vinculados al sistema de
ubiquitinacién por lo que la ISG15 podria participar en su regulacion a la alta o a la
baja (Desai et al., 2018). Aunque a fecha no se ha estudiado la relacion de ISG15
con muchas de estas enfermedades neurodegenerativas, las funciones centrales
de la degradacion via autofagia y UPS, sugieren que la ISGilacion de proteinas
podria ser también un mecanismo molecular implicado. Cobra interés este proceso
con la proteina de estudio ya que se ha identificado que PARKIN es una proteina
blanco de ISGilacibn. Se ha demostrado que PARKIN es modificada
postraduccionalmente por ISG15, conduciendo a una mayor actividad de esta
enzima E3-ubiquitina ligasa (Desai et al., 2018), lo que promoveria aun mas el
mecanismo mitofagico, sin embargo, mas estudios son requeridos para realmente
comprender sus implicaciones durante la neurodegeneracion pero sin duda se abre
la puerta a la investigacion de la relacion que puede existir entre la ubiquitina e

ISG15 durante la neurodegeneracion.
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7. Capitulo 4

7.1 Discusion: Implicaciones de ISG15/ISGilacion en el cerebro

Aungue ISG15/ISGilacién han sido mayoritariamente estudiados en infecciones y
en cancer, los estudios revisados sugieren su participacidbn en mecanismos
moleculares de neuroproteccion y neurodegeneracion. El enlace mas marcado que
se puede visualizar en estos mecanismos es la relacion al parecer antagonista que

presenta la ISG15 con la ubiquitina.

En las neuropatologias en donde existe la acumulacion de proteinas, como el caso
de EA, A-T, ELA y EP encontramos una caracteristica fundamental, la degradacion
de proteinas mediada por la ubiquitina esta desregulada (Ruz et al., 2020). Por
ejemplo, los cerebros de pacientes con ELA y A-T, presentan una deficiencia
marcada en la degradacion de proteinas, sin embargo, esta acumulacién parece
estar acompafiada de una elevacidon en los niveles de ISGilacion, que suceda en
ambas enfermedades revela la relacion que pudiera existir entre las ISGilacién y la
ubiquitina durante la neurodegeneracion al no permitir los procesos de degradacion.
Se afiade a esto la observacion de que al silenciar la expresion de ISG15 en las
células A-T se restauran las vias de degradacion via el UPS (Desai et al., 2013;
Schwartzenburg et al., 2019). En las mismas células A-T, se encuentra que ISG15
bloquea también un mecanismo fundamental para la célula, la eliminacion de
mitocondria, promoviendo la acumulaciébn de mitocondria dafiada que es una
caracteristica que se ha observado en otras enfermedades neurodegenerativas
(Johri & Beal, 2012), por lo que es posible que esta proteina esté afectandolas de

manera semejante.

El comportamiento antagonico de la ISGilacion por la ubiquitinacion también se
observa en la depresion, provocando un impacto directo en el desarrollo cerebral de
las ratas, induciendo asi los comportamientos depresivos (Hu et al., 2019). En este
caso la ISGilacion no solo puede competir por el substrato de la ubiquitina, sino que
las mismas enzimas de ubiquitinacion puedes ser secuestradas por la ISG15,

inhibiendo asi los procesos esenciales de la ubiquitinacién de proteinas.
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Los datos anteriores, podrian ser evidencia de que ISG15 y la ISGilacién son
marcadores de problemas en el SNC, sin embargo, en la isquemia, ISG15 surge
como una de las proteinas involucradas en resguardar la integridad de las neuronas
y astrocitos (Nakka et al., 2011). Esto extiende el espectro de la ISG15, ya que no
se le puede encasillar en una sola funcion, sino que tiene distintas implicaciones
dependiendo la situacion o patologia en donde se exprese. Sin duda es parte
esencial como una proteina inmunoldgica, que esta presente durante condiciones
de estrés celular, pero identificar cual es su funcion en cada una de las
enfermedades puede ser una de las llaves para descifrar los mecanismos con los
gue operan las patologias en el cerebro que en muchos casos, como en las
neuropatologias, varios mecanismos estan siendo afectados lo que provoca la

muerte celular y complica su tratamiento (Ruz et al., 2020).

Una posibilidad es que, durante un dafio agudo, como un golpe o infeccion, la
induccion inmediata de la expresion de ISG15 pueda ser benéfica como parte de un
proceso inmune normal. Sin embargo, la expresion de ISG15 podria ser perjudicial
para una enfermedad cerebral cronica por lo tanto podria considerarse como un
marcador de riesgo para este tipo de enfermedades cerebrales (Figura 9). Bajo este
panorama ISG15/ISGilacion podria afectar diversos procesos celulares entre ellos

la autofagia y el sistema UPS.
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Figura 9. Altos niveles de la proteina estimulada por interferén 15 (ISG15)
parecen tener un efecto dual sobre la neuroproteccion. Cuando se presentan
alteraciones agudas (isquemia), el incremento de ISG15 se asocia con una mayor
neuroproteccion (lado izquierdo). En contraste, altos niveles de ISG15 se relacionan
con una menor neuroproteccion en eventos crénicos (como las enfermedades
neurodegenerativas) (lado derecho).

Es importante hacer notar, que se conocen pocas proteinas blanco de ISGilacion
en las diversas alteraciones neuronales, en las que su expresion y actividad se ven
desreguladas. Ademas, la contribucion de ISG15 libre y la ISGilacion de proteinas
en las neuropatologias aun no es clara. Todos los articulos revisados, describen
una correlacion entre algunas funciones y los niveles de ISG15, particularmente de
la 1SGilaciébn de proteinas, pero es necesario desarrollar mas estudios para
comprender cual es el motivo de la correlacion entre los niveles de 1SGilacion y su
implicacion en las funciones celulares. Tampoco se puede pasar por alto posible
participacion de ISG15 libre en las neuropatologias, ya que, como se revisd, cuando
es secretada tiene funciones de citocina en el medio extracelular, lo que ampliaria

las caracteristicas de la expresion de esta proteina.

Por otro lado, a la fecha, no existen resultados concluyentes que asocien
enfermedades neurodegenerativas como la EA y la EP con ISG15/ISGilacion de
proteinas. No obstante, estas enfermedades tienen alteraciones no solo en la
acumulacion de aglomerados de proteinas, sino también en los sistemas de

neuroinflamacion, UPS, autofagia y mitofagia los cuales se empiezan a asociar con
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ISG15/ISGilacion (Ruz et al., 2020). También existe la posibilidad de que proteinas
esenciales involucradas con patologias neurodegenerativas estén siendo
modificadas por ISGilacion provocando deficiencias, como se observa en la proteina
Parkin, que sus mutaciones conducen a los casos de EP familiar (Martinez-Vicente,
2017) y se conoce que Parkin es una proteina que puede ser ISGilada, pero no se
conoce si la ISGilacion de esta proteina podria tener un efecto en la progresion del
EP esporadico. Lo anterior vuelve a esta modificacion postraduccional un foco de
estudio importante ya que también se ha reportado que el acortamiento de los
teldmeros, un proceso asociado al envejecimiento, induce la expresion de ISG15
(Tecalco-Cruz, 2020), lo cual podria tener una influencia en el desarrollo de estas

enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad avanzada.

Con toda esta informacion, ISG15 y la ISGilacién podrian convertirse en una
proteina objetivo para el desarrollo de tratamientos contra patologias del SNC, ya
gue su expresion revela implicaciones negativas durante estos casos y los primeros
estudios indican que su silenciamiento puede restaurar aquellos mecanismos que
estan desregulados, como se observa en el crecimiento de las dendritas en el
modelo de depresion y lo que se observa en las células A-T al recuperar la
degradacion de proteinas y restaurar el sistema mitofagico. Ademas, 1ISG15 podria
ser un biomarcador para enfermedades neurodegenerativas, como se propone en
la ELA, ya que se encuentran niveles elevados en el liquido cefalorraquideo, lo que
permitiria identificar de manera temprana este tipo de enfermedades, que
normalmente se diagnostican ya cuando los sintomas estan desarrollados
(Schwartzenburg et al., 2019).

Entonces ISG15 es una proteina que tiene una proyeccion enorme también en el
SNC al igual que en el cancer, por lo que su estudio podria brindar la posibilidad de
mejorar tratamientos ya sea directamente, indirectamente o apoyando en la
identificacion de enfermedades e iniciar la terapia en etapas tempranas y mejorar

los resultados obtenidos.
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8. Capitulo 5

8.1 Conclusiones

La proteina 1SG15 esta involucrada en la neuroproteccion del cerebro. En casos
agudos como la isquemia el aumento de ISG15 tiene un efecto neuroprotector.
Contrario a esto, en enfermedades neurodegenerativas, altos niveles de

ISG15/ISGilacion parecen reducir la neuroproteccion.

La ISGilacion de proteinas esta relacionada con los cuadros de depresion, via un
mecanismo que involucra la disminucién del namero de contactos sinpticos

(dendritas y espinas).

La ISGilacion de proteinas altera el balance de las vias de degradacion de proteinas

favoreciendo la progresion de la A-T.

ISG15 y la ISGilacion son potenciales biomarcadores de enfermedades

neurodegenerativas.

8.2 Perspectivas

En este trabajo de actualizacion, se investigaron las funciones de ISG15 y la
ISGilacion de proteinas y su implicacion en enfermedades neurolégicas en donde
la ISGilacién de proteinas esta presente y al modificar sus niveles ocurre un cambio
funcional significativo en los mecanismos asociados a la neuroproteccion,

incrementandola o disminuyéndola.

A pesar de que ya se han iniciado los trabajos para identificar ISG15/ISGilacion es
necesario complementar estos estudios con nuevos objetivos para poder trazar
correctamente la implicacion que pudiera tener esta proteina en las enfermedades
neuroldgicas. Uno de los puntos importantes para desarrollar debe ser la busqueda
de blancos de ISGilacion en cada una de las patologias mencionadas. Esto podria
ayudarnos a entender, como es que la ISGilacion esta modificando los procesos
celulares y asi entender porque se observan los cambios funcionales en estas
enfermedades, de ser posible, extender la busqueda a otras enfermedades

neurolégicas, para que de esta manera se encuentren similitudes que puedan
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facilitar la identificacion de los mecanismos por los que opera la ISGilacion en el

cerebro.

Otro de los puntos que se debe definir es si la ISG15 libre también tiene alguna
implicacion en los escenarios patologicos cerebrales, ya que los estudios que
revisamos s6lo muestran como campo de estudio la modificacion postraduccional,
ISGilacion. Hay que recordar que ISG15 libre se comporta como una citocina y
durante enfermedades neuroldgicas es comun observar inflamacién, lo que podria
relacionar a la ISG15 libre como una de las sefiales que provocan la inflamacion en
el SNC, sin embargo, hasta el momento no se tiene ninguna observacion de qué

sucede con esta proteina de manera no conjugada.

Finalmente, evaluar a esta proteina como posible biomarcador o blanco terapéutico
es una de las propuestas que mas valor puede llegar a tener, considerando que,
para varias enfermedades neuroldgicas, los tratamientos actuales no son de gran
efectividad, encontrar diferentes caminos para la terapia de estas enfermedades es
uno de los temas de mayor interés, debido a la cantidad de personas que se ven

afectadas.
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