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1. RESUMEN

ISG15 es una proteina de 15 kDa codificada en el gen 1SG15 cuya expresion es
regulada por interferones tipo 1 y 2. La funcién de ISG15 es realizar una modificacién
postraduccional en algunas proteinas, es decir una unién covalente, con una proteina
diana. Para llevarse a cabo la ISGilacion se requiere de tres enzimas, E1 de
activacion, E2 de conjugacion y E3 de ligaciébn, no obstante, también existe la

des|ISGilacion.

La proteina ISG15 puede detectarse de forma conjugada con la proteina blanco, asi
como en su en su forma no conjugada o libre. La forma de ISG15 libre se ha propuesto
gue puede ser secretada por algunas células del sistema inmunolégico y actuar como
una citocina. En algunos tipos de cancer, como de mama o pulmoén se han comparado
los niveles de ISGilacién y la proteina 1ISG15 libre, encontrando que difieren en los
diferentes tipos de cancer. ISG15/ISGilacion también tienen implicaciones importantes
en la respuesta inmune contra diversas infecciones. En algunas infecciones virales,
ISG15 actia como antiviral no obstante los virus han desarrollado estrategias para
eludir a ISG15. Actualmente se ha estudiado la relacion de ISG15 en la infeccion por
SARS-CoV2 reforzando la funcibn de que ISG15 tiene una funcién antiviral.
Adicionalmente, en las enfermedades neurodegenerativas el dafio generalmente
comienza cuando hay depésitos de proteinas plegadas en la region del cerebro; la
ISGilacion de proteinas es una modificacién postraduccional que parece estar
implicada en la degeneracion de las redes neuronales. Por ejemplo, en enfermedades
como ataxia-telangiectasia, hay una degradacion alterada via autofagia que esta

relaciona con la ISGilacion.

En conclusion, 1ISG15 tiene implicaciones en varias enfermedades, como la funcion
dual que tiene en cancer de mama, en infecciones virales primordialmente se conoce
su funcién antiviral, en cuanto a las enfermedades neurolégicas aldn quedan

mecanismos moleculares por dilucidar.



2. LISTA DE ABREVIATURAS
4EHP: Proteina homéloga 4E.
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADP: Adenosin difosfato.

APD: adenocarcinoma de prostata
ductal.

AT: Ataxia telangiectasia.

ATP: Adenosin trifosfato.
BECNL1.: beclin 1.

BHE: Barrera hematoencefalica.

COCE: Carcinoma oral de células
escamosas.

dsRNA: RNA de doble cadena.

EFP: Proteina dedo responsiva al
estrégeno.

EIF4AE: Factor de iniciacion de
traslacion eucaridtico 4E.

ELA: Esclerosis lateral amiotroéfica.

ERBB2 (HER2): Receptor para el factor
de crecimiento epidermal humano 2.

Era: Receptor de estrogeno alfa.

FAT10 Transcripcibn 10 asociada al
antigeno F de leucocitos humanos.

GAF: Factores gamma-activados.

GAS: Elementos de sitios gamma-
activados.

HCMV: Citomegalovirus humano.

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

MCF-7: Células de céancer de mama
humano con receptores de estrégeno,
progesterona y glucocorticoides.

MCF-7: Michigan Cancer Foundation-7
cells.

MDA-MB-231: Células de céancer de
mama triple negativo.

HERC6: Dominio HECT y RLD que
contiene E3 Ubiquitina proteina ligasa
miembro de la familia 6.

HHARI:  Homdloga
Drosophila Ariadne.

humano de

IFN: Interferdn.

IFNARL1: Receptor 1 de interferén alfa
IFNAR2: receptor 2 del interferén alfa
IFN-y: Interferébn gamma.

IFNyYR1: Receptor 1 de interferén
gamma.

IQGAP1: Motivo 1Q que contiene a la
proteina activadora de GTPasa 1.

IRF1: Factor de transcripcion regulador
del interferon 1.

ISG: Genes estimulados por el
interferdn.

ISRE: Elementos de
estimulados por el interferon.

JAK1: Cinasa de Janus 1.

respuesta

Ki679: Proteina nuclear de regulacion
de la proliferacién celular.

Ki-Ras: Oncogén homologo a Kristen
del gen ras de mamiferos.

KLF9: Factor parecido a Kruppel 9.

LC3: proteina asociada a microtubulos
1A/1B de cadena ligera.

LFA-1: Antigeno
funcionalmente a linfocitos 1.

asociado

MAVS: proteina de sefializacién
antiviral mitocondrial.

MHC: Complejo mayor de
histocompatibilidad.

MIA: Activacién inmune materna.
mMiRNA: micro RNA.

NEDD4: Célula precursora neural
expresada regulada negativamente en
el desarrollo 4.



NEDD8: Célula precursora neural
expresada regulada negativamente en
el desarrollo 8.

NK: Células asesinas naturales.
NMIIA: Miosina IIA no muscular.
p53: Proteina tumoral p53.

PARKIN: Proteina de ubiquitina E3
ligasa parkin RBR.

PARL: Proteina romboidea asociada a
presenilinas.

PCNA: Antigeno nuclear de
proliferacion celular.

PE: Fosfatidiletanolamina.

PINK1: Proteina cinasa putativa
inducida 1.

PKR: Proteina cinasa R.
PLpro: Proteasas similares a papaina
PR: Receptor de progesterona.

pUL26: Proteina UL26 que esta
presente en el virion.

Rap2A: Proteina relacionada a RAS.

RIG-I: Gen 1 inducible por &acido
retinoico.

RNA: Acido Ribonucleico.

RNAmM: RNA mensajero.
ROS: Especies reactivas de oxigeno.
SH2: Dominio homologo a Src 2.

SKP2: Proteina 2 asociada a cinasa de
fase S.

SNC: Sistema nervioso central.

SOCS: Proteinas supresoras de la
sefalizacién de citocinas.

SUMO: Pequefio modificador similar a
la ubiquitina.

TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa.
Ub: Ubiquitina

UBCH8: Enzima H8 conjugadora de
ubiquitina.

UBELL: Proteina similar a la enzima E1
activadora de ubiquitina.

ULK1: Complejo de la cinasa de Unc-
51-likel.

USP18: Peptidasa especifica de
ubiquitina 18.

VLP: Particulas similares al virus del
Ebola.



3. INTRODUCCION.

El gen ISG15, por su nombre en inglés interferon-stimulated gene 15, codifica para
una proteina similar a la ubiquitina (Ub), que puede ser detectada de dos maneras: 1)
como una proteina libre de 15 kDa denominada ISG15 libre; y 2) como una proteina
conjugada, es decir, unida covalentemente a otras proteinas para modificarlas a través
de un proceso enzimatico denominado ISGilaciéon 22, Las funciones de ISG15 libre y
conjugada han empezado a dilucidarse en los dltimos afios. Se sabe que la proteina
ISG15 libre funciona como una citocina mientras que la ISGilacion modula la
estabilidad de las proteinas y sus interacciones proteina-proteina 4°. Ademas, la
expresion de ISG15 estd desregulado en algunas alteraciones como el cancer,
enfermedades neuroldgicas, asi como en infecciones bacterianas y virales. Por lo
tanto, ISG15 tanto libre como conjugada podrian tener funciones criticas en estos

eventos.

3.1 PLANTEAMIENTO DEL TEMA DE INVESTIGACION.

A pesar de que ISG15 es una proteina parecida a la Ub, sus mecanismos de
modulacioén y accion presentan algunas diferencias. Por ejemplo, mientras que la Ub
es conservada desde la levadura al humano, ISG15 es una proteina exclusiva de
vertebrados, lo cual podria indicar su relevancia funcional en la homeostasis de estos
organismos. En los ultimos afos las investigaciones sobre 1ISG15/ISGilacion se han
incrementado, destacando a ISG15 como una proteina multifacética con criticas
implicaciones en diversas enfermedades. El presente trabajo monografico tiene como
finalidad investigar el panorama actual de conocimiento sobre el perfil de expresion y
los mecanismos moleculares de regulacion, asi como el funcionamiento de ISG15 en

diversas alteraciones como el cancer, neuropatologias e infecciones.
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OBJETIVOS.

3.2 OBJETIVO GENERAL.
Recopilar analizar y discutir informacién del perfil de expresion, los mecanismos

moleculares y funcién de ISG15 en diferentes procesos fisiopatoldgicos.

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Recopilar informacién sobre los mecanismos de regulacién y accién de 1SG15
y la ISGILACION.
2. Analizar la literatura actual acerca de 1SG15 y las vias de ISGILACION en
diversos procesos fisiopatolégicos como cancer, enfermedades del sistema

nervioso central e infecciones.

3.4 ENFOQUE

La estrategia que se utiliza para desarrollar el trabajo monogréafico de actualizacion se
basa en una revision exhaustiva y especializada de articulos con la finalidad de
explicar la relevancia biol6gica de ISG15 en diversas alteraciones como el cancer,

neuropatologias e infecciones.

11



4. CAPITULO 1.

4.1 Generalidades de ISG15 y la ISGilacion de proteinas

Histéricamente 1SG15 se identificé por primera vez en 1979 en células tratadas con
interferén alfa/beta (IFNo/p) y se nombré como “proteina de 15kDa”; en 1987 a partir
del descubrimiento de que el proceso de transcripcion de ISG15_era inducido por IFN-
B, se acuind el término "gen estimulado por interferén". Actualmente se han
comenzado a revelar los mecanismos mas especificos de accion de la proteina del
gen estimulada por interferén 15 (ISG15) y se han demostrado funciones variadas y
aparentemente contrastantes. Estas funciones han introducido una complejidad en la
comprension de 1SG15, lo que demuestra que no solo es intrinsecamente
multifuncional, sino que también muestra diversidad funcional y estructural entre

diferentes especies®.

Los interferones se clasifican dentro de la familia de pequefias proteinas citocinas
secretadas que ayudan a regular la respuesta inmunitaria (IFN) 7 .Se dividen en tres
grupos, el primer grupo, conocido como interferones tipo | que comprende a los
interferones alfa/beta (IFNo/B), los IFN tipo Il solo tienen un miembro que es el
interferon-gamma (IFN-y) (Fig.1) y el tercer conjunto formado por IFN lambda (Tabla.1)
2, En general, los IFN inducen la expresion de genes estimulados por interferones
(ISG) que tienen funciones antivirales, inmunomoduladoras, antiproliferativas y
proapoptoéticas. Ademas, uno de los primeros efectos biolégicos descritos de los IFN
fue la regulacién al alza de las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), asi como la regulacion al alza de toda la maquinaria de procesamiento y
presentaciéon de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y
clase Il (MHC 1 y 1), incluyendo el transportador asociado al procesamiento de

antigenos y actividad del proteosoma®.
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Mientras que los interferones alfa/beta (IFN a/p) fueron los primeros en descubrirse
como inductores de ISG15 (Fig.2), recientemente se demostré6 que el interferén
gamma (IFN- y) también es capaz de inducir la expresion de 1ISG15, pero de una
manera dependiente del tipo celular. El receptor de IFN-y estd compuesto por dos
cadenas el receptor 1 de interferon gamma (IFNyR1) que se unen al ligando,
asociadas a dos cadenas del receptor 2 de interferon gamma (IFNyR2) (Fig. 1). El
IFNyYR1 se expresa constitutivamente a niveles moderados en la superficie de casi
todas las células, y el IFNyYR2 se expresa constitutivamente a niveles bajos, su
expresion esta fuertemente regulada, segun el estado de diferenciacion o activaciéon
celular. En particular, las células T adyuvantes de tipo 1 (Thl) son mas resistentes a
los efectos antiproliferativos del IFN-y que las células T de tipo 2 (Th2). Esto se debe
probablemente a los menores niveles de expresion de la subunidad IFNyR2, que
permite a las células Thl seguir proliferando durante la sefializacion del IFN-y. Por el
contrario, las células Th2 que no producen IFN-y expresan niveles mas altos de la
subunidad IFNyR2, lo que las hace especialmente susceptibles a la presencia de IFN-

y que inhibe su proliferacioné.

Induccion de ISG15 por IFN-y: Tras la unién del Interferbn gamma (IFN-y), los
dominios intracelulares del receptor 2 de interferon gamma (IFNyR2) se oligomerizan
con el receptor 1 de interferon gamma (IFNyR1), y los componentes de senalizacion
descendentes, la cinasa de Janus 1 (JAK1) y la cinasa de Janus 2 (JAK2) se
transfosforilan, resultando en su activacién y fosforilan el dominio intracelular del
receptor (tirosina 440 en el IFNyR1 humano), creando sitios de union para proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion 1 (STAT1). A continuacion,
las JAKs fosforilan STAT1 en el extremo C-terminal en los residuos de tirosina 701
(Y701), lo que da lugar a la formacion de complejos de homodimeros de STATL,
conocidos como factores gamma-activados (GAF), que se trasladan al nudcleo y
regulan la expresion génica mediante la union a elementos de sitios gamma-activados
(GAS) en los promotores de los genes estimulados por el interferon (ISG),después de
haber inducido la sefial las STATs se separan y salen del ndcleo para volver a

fosforilarse y continuar la via (Fig. 1) 8.
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CITOPLASMA ESPACIO

EXTRACELULAR

Figura 1: Via de induccion del gen 15 estimulado por interferén (ISG15) IFN de tipo 2.

Uno de los reguladores negativos mas importantes de la via de sefializacion
JAK/STAT son las proteinas supresoras de la sefializacion de citocinas (SOCS), cuya
expresion aumenta en respuesta a la sefializacion del IFN-y a través del factor
regulador del interferébn 1 (IRF1) que es un miembro de la familia de factores de
transcripcion reguladores del IFN. El IRF1 funciona como activador de la transcripcion
de los elementos de respuesta estimulados por el interferén (ISRE), lo que conduce a
la transcripcion de un gran niamero de genes de respuesta secundaria. SOCS bloquea
la actividad de las cinasas de Janus (JAKs) mediante un bucle de retroalimentacion
negativa, pero también regula la sefalizacion de otras citocinas rio abajo. Los
dominios que se unen a los péptidos ricos en fosfo-tirosina homologo a Src 2 (SH2) de
las proteinas SOCS se unen directamente a los residuos de tirosina fosforilados de las
JAK activadas, bloqueando el reclutamiento de las proteinas transductoras de sefiales y
activadoras de la transcripcion 1 (STATS), y la actividad de las JAKs. Ademas, los
SOCS promueven interacciones que conducen a la ubiquitinaciéon y a la degradacion
por el proteosoma de los componentes de la sefializacion JAK/STAT. SOCS1 incluso
impide que las células T reguladoras produzcan IFN-y mediante la supresion de
STATL. Las STATs también estan implicadas en el desarrollo y la funcién del sistema

inmunitario y desempefian un papel en el mantenimiento de la vigilancia tumoral®.
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El IFN-y se sabe que desempefia una funciéon fundamental en la vigilancia inmunitaria

del cancer, estimulando la inmunidad antitumoral y promoviendo el reconocimiento y la

eliminacién del tumor. Las respuestas celulares inducidas por el IFN-y también pueden

implicar una comunicacion cruzada con los receptores IFN-a/, amplificando la

sefalizacién del IFN-y y sus efectos. La expresion constitutiva del IFN-y enddgeno

contribuye a la homeostasis de las funciones de las células inmunitarias, al

mantenimiento del nicho de células madre hematopoyéticas y a la formacién de

huesos®.

Tabla 1: Cuadro resumen de las tres familias de interferones

PROPIEDADES | TIPO | Interferon | TIPO Il interfer6n | TIPO Il interferébn lambda
alfa (IFN-a) | gamma (IFN-y) (IFN-A)
interferén beta (IFN-
B)
Miembros 13 IFN- a, IFN-B, | IFN-y IFN-A1
interferén épsilon IFN-A2
(IFN-g),  interferon IFN-A3
kappa (IFN-K), IFN-A
interferén omega
(IFN-w)
Células Células nucleadas Células T, Células | Células nucleadas, células
productoras de B, células asesinas | epiteliales, algunas células
IFN naturales (NK) vy | dendriticas mieloides
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elementos de sitios
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(GAS) (non-
canonical)
Funciones Antiviral, Antiviral, Antiviral e inmunidad en
Antiproliferativa, antiproliferativa, mucosas
regulacién inmunomoduladora
apoptotica e | y antitumoral
inmunorregulacion
Moléculas de | JAK1 y todas las | cinasa de Janus 1 | JAK1, proteinas
sefalizacion STATS, tirosina | (JAK1), cinasa de | transductores de sefiales y
cinasa 2 (TYK2) Janus 2 (JAK2), | activadoras de la
STAT1Y STAT3 transcripcion 1  (STAT1),
STAT2, TYK2 'y factor
regulador de interferon 9
(IRF9).
IFNR
Citoplasma
A\
Ve
co

Figura 2: Via de activacion mediada por interferones a/Bly, induce la expresién del
gen estimulado por interferén 15 (ISG15) y su sistema enzimatico que consta de: una
peptidasa especifica de ubiquitina 18 (USP18) encargada de la desISGilacidn, una
proteina similar a la enzima E1 activadora de ubiquitina (UBEIL), una enzima H8
conjugadora de ubiquitina (UBCHS8), y por ultimo una enzima dominio HECT y RLD
que contiene la proteina ligasa de ubiquitina E3 (HERCS).
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4.2 Caracteristicas moleculares y estructurales de ISG15.

ISG15 se traduce a partir de una secuencia de ARN mensajero (ARNm) de 711 bases
de longitud, que genera una proteina precursora de 165 aminoacidos (aa) y una masa
de 17 kDa. Este precursor luego se procesa para eliminar ocho aa en la metionina C-
terminal y en el extremo N-terminal. Dando como resultado, ISG15 en su forma
madura de 15 kDa con 156 aa (Fig.3). Estructuralmente esta formada de dos dominios
similares a Ub (Figura 3.1) conectados por una "bisagra". Los dos dominios similares a
la ubiquitina adoptan el pliegue “B--grasp fold” con cada dominio que contiene cuatro

hojas B y una hélice a *.

PROCESAMIENTO

TRADUCCION @
u — e »> ‘« -9 aa
\ Proteina precursora
mRNA 165 aa, 17kDa ISG15 Proteina madura.
711pb 156 aa, 15kDa.

Figura 3: La proteina del gen estimulada por interferon 15 (ISG15) es traducido a
partir de un ARN mensajero (ARNm) de 711pb y produce una forma precursora, a
partir de la cual se genera ISG15 madura.

NEDD8

GG \
ISG15 Ubiquitin Superimposition

Imagen tomada de: Sandy, Z., da Costa, I. C., & Schmidt, C. K. (2020). More than meets the
isg15: Emerging roles in the DNA damage response and beyond. Biomolecules, 10(11), 1-30.
Figura 3.1: Comparacién estructural entre ISG15 y Ub. NEDDS8 se utiliza para mostrar
el otro dominio de Ub. (CT) corresponde al carboxilo terminal y (NT) es el amino
terminal. (G) Glicina.
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ISG15 es parte de una clase de proteinas que comparten una homologia estructural
con la Ub, conocida como proteina similar a la ubiquitina (Ubl), que también incluye a :
el pequefio modificador similar a la ubiquitina (SUMO), Célula precursora neural
expresada regulada negativamente en el desarrollo 8 (NEDD8) y el modificador
proteico similar a la ubiquitina que se induce en vertebrados tras determinados
estimulos inflamatorios (FAT10).Tanto las proteinas Ub como las Ubl son mediadores

y reguladores clave de numerosos procesos celulares®.

El dominio C-terminal de ISG15 tiene la secuencia dada por los aminoacidos Lisina,
Arginina, Lisina, Arginina, Glicina ,Glicina (LRLRGG), al igual que Ub, lo que permite
su interacciéon con los residuos de lisina de las proteinas diana a través de la enzima
E1l de activacion o enzima E1 activadora de ubiquitina (UBEIL) la enzima E2 de
conjugacion o enzima H8 conjugadora de ubiquitina (UBCH8) vy la enzima E3 de
ligacién que corresponde a la enzima Dominio HECT y RLD que contiene la proteina
ligasa de ubiquitina E3 (HERC5), otra E3 ligasa es la Homéloga humano de Drosophila
Ariadne (HHARI), y finalmente la proteina dedo responsiva al estrégeno (EFP) (Fig. 4).
Estas tres enzimas se conocen como el sistema ISGilacién. No obstante, el proceso es
reversible mediante la enzima peptidasa especifica de ubiquitina (USP18), la cual
participa en la eliminacién de la union covalente de ISG15 a las proteinas ISGiladas

por un proceso denominado desISGilacion®.

ISGilacién
. E1, E2, E3 Proteina
ISG15 o ( PrOleina ISG15 | diana
Diana ATP

usP18 |

deslISGilacion

Figura 4: La unién de la proteina del gen estimulada por interferon 15 (ISG15) con su
proteina diana mediante residuos de lisina (K) es dependiente energia en forma de
Adenosin trifosfato (ATP) y requiere de la presencia de enzimas como la proteina
similar a la enzima E1 activadora de ubiquitina (UBEIL), E2 enzima H8 conjugadora de
ubiquitina (UBCHS8) y una E3 que puede ser: Enzima Dominio HECT y RLD que
contiene la proteina ligasa de ubiquitina E3 (HERC5), Homdéloga humano de
Drosophila Ariadne (HHARI), Proteina dedo responsiva al estrégeno (EFP); a esta
modificacion postraduccional se le denomina ISGilacion, siendo un proceso reversible
mediado por la enzima Peptidasa especifica de ubiquitina 18 (USP18).
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La ISGilacion es una modificacién postraduccional de proteinas que es dinamica y
como la enzima dominio HECT y RLD que contiene la proteina ligasa de ubiquitina E3
(HERC5) es decir la E3 Ligasa del sistema de ISGilacion se encuentra localizada en
los polirribosomas, la ISGilacion de proteinas que es dependiente de HERCS5 se limita
en gran medida a proteinas recién sintetizadas®. Ademas, la ISGilacion altera las
interacciones proteina-proteina, la estabilidad y la actividad de una proteina, por
ejemplo, la ISGilacién de proteinas recién sintetizadas pueden ser relevantes para la
inmunidad innata para proteger las células contra patégenos y se ha propuesto que
ISGilacion puede modular el ensamblaje de proteinas para formar complejos

multiproteicos*.

4.3 Mecanismo de ISGilacion y deslISGilacion.

La modificacion postraduccional ISGilacion comienza con la enzima E1 de activaciéon
gue cataliza la formacién de un enlace tioéster con C-glicina terminal de ISG15 de una
manera dependiente de Adenosin trifosfato (ATP) (Fig.5). A continuacién, mediante
transesterificacion, 1ISG15 se transfiere a la enzima E2 de conjugacién y finalmente,
ISG15 se transfiere de la enzima E2 de conjugacion a residuos de lisina de proteinas
especificas a través de la enzima ligasa E3. En humanos, la enzima activadora
corresponde a UBE1L(E1l), UBCH8 es la enzima de conjugacion (E2) y HERCS5,
HHARI y EFP cumplen la funciéon de enzimas E3 ligasas. Curiosamente, en humanos
HERC5 es la enzima ligasa E3, mientras que los ratones expresan la E3 ligasa
HERCSG. Por el contrario, USP18 (UBP43) es una enzima capaz de eliminar ISG15
de las proteinas (Fig.5), generando ISG15 libre mediante un proceso conocido

como delSGilacion®.
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Figura 5. Mecanismo de ISGilacion y deslISGilacion de proteinas diana. Proteina del
gen estimulada por interferon 15 (ISG15), proteina similar a la enzima E1 activadora
de ubiquitina (UBEIL), Adenosin trifosfato (ATP), Adenosin difosfato (ADP), enzima
conjugadora de ubiquitina (UBCHS8), Enzima Dominio HECT y RLD que contiene la
proteina ligasa de ubiquitina E3 (HERCS5), Peptidasa especifica de ubiquitina 18
(USP18), en ratones las enzimas E2 Y E3 son diferentes respecto a los seres
humanos, E2 en ratén es (UBMCB8) ,E3 corresponde a Dominio HECT y RLD que
contiene E3 Ubiquitina proteina ligasa miembro de la familia 6 (HERCS6).

4.4 1SGilaciéon y Ubiquitinacion

La ubiquitinacion es un proceso enzimatico postraduccional de las células eucariotas
gue fue descubierto en el afio 1975, y consiste en la union covalente de la ubiquitina a
otra proteina, la cual marca para su envio al proteosoma 26S, donde sera
posteriormente degradada. Dicha degradacién tiene como funciones principales la
eliminacién de productos que no son (tiles para la célula en determinadas situaciones,
0 cuya acumulacion puede ser toxica; ademas, los productos de esta degradacion son
reutilizados para la sintesis de nuevas moléculas o son metabolizados para la

obtencién de energia®®.
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La ubiquitinacion presenta al menos tres variantes: a) mono-Ub, b) multi-Ub y c) poli-
Ub; y consta de una serie de pasos. En primer lugar, la activacion de una molécula de
Ub por la enzima E1 (de activacién), seguido de la transferencia de la ubiquitina de E1
a la enzima E2 (de conjugacion), y finalmente la ligacion por enlace isopeptidico entre
la glicina del carbono terminal de la Ub con la lisina de la proteina diana gracias a la
accion de las enzimas E3 (de ligacidén). También se han descrito E3 ligasas capaces
de Ubiquitinar otros residuos (ademas de la lisina) como serina, treonina o cisteina en
el sustrato. Una vez que la Ub se ha unido a la proteina, se empiezan a agregar mas
moléculas de ubiquitina, dando como resultado la formaciébn de una cadena
poliUbiquitinica que le permite al proteosoma identificar y degradar la proteina. El
proceso de ubiquitinacion es reversible, y estd mediado por enzimas desUbiquitinasas
(DUBs), las cuales interactian con el complejo E3-sustrato y lleva a cabo la

eliminaciéon de moléculas de ubiquitina®.

Existe una similitud estructural entre Ub e ISG15. Sin embargo, Ub se conserva de la
levadura a los humanos, mientras que ISG15 es exclusivo de organismos vertebrados,
poco conservado entre diferentes especies. Para el sistema Ubiquitinacién, hay mas
de 600 miembros de la familia de ligasa E3 (que son responsables de dar
especificidad al sustrato). Por el contrario, en la ISGilacién hay tres ligasas E3 (HHARI,
EFP, HERCS5) 4, y aunado a esto hasta el momento Gnicamente se ha detectado la
ISGilacion como monolSGilaciébn contrario a la Ubiquitinacibn que puede ser
monoUbiquitinacion, poliUbiquitinacién (Cuadro 1)!°. Ademas, en los seres humanos,
hay aproximadamente 100 diferentes DUB que pueden romper la union Ub de
proteinas Ubiquitinadas. En contraste, solo se ha descrito una enzima con actividad de
desISGilasa (USP18) 4.

Cuadro 1: Diferencias mas relevantes entre los mecanismos de ISGilacion vy
Ubiquitinacion.

Parametros ISGilacion Ubiquitinacién
Predominancia | Exclusivo de organismos vertebrados. Altamente conservado
en especies desde levaduras hasta los
humanos.
Numero de +600Especies
Ligasas (E3) -(EFP): Proteina dedo responsiva al
estrdgeno.

-(HERC5) Enzima Dominio HECT y RLD
que contiene la proteina ligasa de
ubiquitina E3.

-(HHARI) Homdloga humano de
Drosophila Ariadne.
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Numero de +100 diferentes
Enzimas que -(USP18) Peptidasa especifica de Ubiquitinasas
revierten el ubiquitina 18.

proceso

A través de estudios in vitro, se sabe que ISG15 y Ub pueden formar combinaciones
de cadenas, que no son sefiales de degradacion. Los residuos de lisina 29 y 48 en Ub
son los sustratos para ISG15, y se ha propuesto que ISG15 puede alterar la
vinculacion de Ub a sus proteinas diana para su posterior degradacion, es decir,
ISG15 conjugado ejerce su efecto biolégico inhibiendo poliUbiquitilacién de proteinas

en algunos tipos celulares'?.

4.5 Las dos formas de la proteina ISG15: libre y conjugada.

El ISG15 intracelular existe en dos formas: libre y conjugado con proteinas diana.
(Fig. 6) . Actualmente se sabe que ISG15 en su forma libre se secreta a partir de
linfocitos y monocitos*. Se ha sugerido que ISG15 libre actia de forma similar a las
citocinas proapoptoticas. Se ha demostrado que un receptor tipo integrina denominado
antigeno 1 asociado a la funcién leucocitaria (LFA-1), en las células asesinas naturales
(NK) puede reconocer extracelulares ISG15 libre para promover la secrecion de IFN-y,
y desencadenar una via de sefializacion en algunas celulas®. En monocitos humanos,
ISG15 también induce la produccién de citocinas antiinflamatorias (IL-10). Por lo tanto,

ISG15 libre parece tener varias funciones inmunomoduladoras.
2/ e
o «°
3 Proteina
— ISG15\  diana ISG15 °
aaanh -4 I ' I I | X‘

ISG15 Conjugado ISG15 Libre

Célula Natural Killer

Figura 6: Las actividades de la proteina del gen estimulada por interferén 15 (ISG15)
dependen de la forma en la que se encuentre. Como se puede ver en la imagen,
ISG15 en su forma libre puede inducir la produccién de interferones en las células
asesinas naturales (NK). Cuando se encuentra conjugada a otras proteinas, afecta su
estabilidad y sus interacciones. La ISGilacién se ha observado que tiene importantes
implicaciones en organelos como las mitocondrias, y en contextos especificos como,
pueden ser, las células cancerosas o del cerebro.

22




Dentro de los procesos celulares en los que participa ISG15/ISGilacién, se encuentra
la proliferacién, migracién, apoptosis, y la autofagia, como se describe en los préximos
capitulos. De todos ellos, la autofagia es proceso que parece estar implicado en varias
alteraciones, por lo que es importante brevemente describirlo. La autofagia es un
mecanismo de degradacion de proteinas y organelos disfuncionales que ocurre en
vacuolas especializadas de doble membrana denominadas autofagosomas y que
requiere la participacion de los lisosomas. Este proceso permite el auto abastecimiento
celular de energia a través del reciclaje de diversos substratos energéticos. La
autofagia se activa en respuesta a diversas formas de estrés energético,
principalmente debido a la ausencia de nutrientes'?por ejemplo en situaciones de
ayuno; a nivel molecular la formacién del autofagosoma inicial requiere que la proteina
cinasa activada por monofosfato de adenina, que contribuye al balance energético
celular (AMPK) este activado e interaccione con el complejo de la cinasa de Unc-51-
likel, es requerido para el inicio de la autofagia (ULK1), en estas condiciones el

regulador de procesos celulares (INTORC1) esta inhibido.

Por otro lado, la presencia de nutrientes y factores de crecimiento produce la
activacion de mTORC1, el cual inhibe a la autofagia al actuar secuestrando al
complejo implicado en la formacion del autofagosoma (ULK1-Atgl3-FIP200) e

impidiendo su interaccion con AMPK?°,

Ademds, las mitocondrias presentan una membrana externa (bicapa lipidica)
permeable a iones, metabolitos y polipéptidos gracias a la presencia de unos canales
aniénicos dependientes de voltaje, constituyen una red interconectada de alta
plasticidad y dinamical®. Frente a un dafio mitocondrial, se pierde el potencial de
membrana mitocondrial y se induce el proceso denominado mitofagia. Las
mitocondrias dafladas acumulan una proteina en la membrana externa mitocondrial
denominada cinasa 1 inducida por PTEN (PINK1), la cual recluta a una ubiquitina-
proteina ligasa E3 citosélica denominada (PARK2/Parkin) el gen PARK2 codifica la
ubiquitina-E3 ligasa citosdlica Parkin, que media la ubiquitinacion de proteinas
mitocondriales (como, por ejemplo, mitofusina). Estas son reconocidas por otras

proteinas adaptadoras (p62 y HDACG6) las cuales unen a la proteina asociada a
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microtibulos 1A/1B de cadena ligera (LC3) unido a fosfatidiletanolamina (PE)
resultando en su forma lipidada e iniciando la degradacion. Este proceso es selectivo,
y no ocurre en mitocondrias “sanas”, ya que éstas son capaces de importar a la cinasa
inducida por PTEN (PINK1) y degradarlo por la proteasa llamada proteina romboidea
asociada a presenilinas (PARL), de una forma dependiente de potencial de membrana,
inhibiendo asi el proceso de mitofagial®. Mas adelante, se describe una relacion de

ISG15 con procesos de autofagia/mitofagia en algunas alteraciones.

5. CAPITULO 2.

5.1 El papel de ISG15 en diferentes tipos de cancer.

5.1.1Generalidades del cancer:

El cancer parece ser una enfermedad tan antigua como lo es la vida en la tierra. Son
testimonio de ello, los tumores encontrados en los huesos de fésiles de dinosaurios o
en las momias humanas descubiertas en Egipto y Perl. El nombre, cancer, se inspiré
en la observacion de los tumores de mama, que, al crecer, toman la forma de un

cangrejo, segln explica Galeno (131-203 d.C.) en su tratado “Definitiones Medicae™3.

El cancer engloba una gran variedad de padecimientos que tienen como denominador
comun la proliferacion celular incontrolada. Los mas frecuentes son los llamados
carcinomas, que constituyen cerca del 90% de los canceres, y que se generan en los
epitelios o capas celulares que recubren la superficie de nuestro cuerpo. Entre ellos,
los mas comunes son los que afectan al pulmon, al intestino grueso, a las mamas y al

cuello uterino®4.
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Imagen tomada de: Rojas Espinoza Oscar. Inmunologia Del Cancer. In Inmunologia (de
memoria); Editorial Medica Panamericana: Ciudad de México, 2017

Figura 7: El cancer inicia cuando una célula de un tejido sufre alguna mutacion (o
varias) en los genes que regulan su crecimiento. Los primeros cambios se manifiestan
como una hipertrofia del tejido (hiperplasia) que luego exhibe cambios morfolégicos en
las células para dar origen a una displasia. Si los cambios siguen progresando, la
displasia se transforma en una neoplasia primero, y en cancer después, el cual puede
llegar a ser invasivo y metastasico®3.

Los tumores pueden ser benignos o malignos. Los tumores benignos se caracterizan
por presentar un grado de proliferacién limitado, tienen poca vascularizacion,
permanecen localizados en su sitio de aparicién y estan rodeados por una capsula de
tejido fibroso como las verrugas o papilomas; los tumores malignos, por el contrario,
muestran alto grado de crecimiento, alta capacidad infiltrante porque producen
proteasas que degradan la matriz extracelular algunas células se desprenden del
tumor y alcanzan la circulacion sanguinea, alta vascularizacién, no suelen estar
encapsulados y por lo mismo pueden invadir otras partes del tejido e incluso otros
tejidos (metastasis). Ademas, algunas publicaciones sefialan una alta frecuencia de
linfocitos T citotoxicos (TCD8+) en el tejido de las neoplasias benignas y bajo nimero
de ellos en las neoplasias malignas. En los pacientes con cancer se ha detectado un
incremento del productor de los factores de necrosis tumoral alfa y beta. De esta
forma, el desarrollo de una neoplasia o tumor maligno por lo general se denomina
cancer. Las neoplasias no siempre son tumores sdlidos, algunas son de tipo

diseminado o sistémico como las leucemias, que afectan a los leucocitos *3.
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En cada célula hay diferentes genes de control por ejemplo los oncogenes se refieren
a genes que promueven el crecimiento o division celular. Genes supresores de
tumores son genes que inhiben el crecimiento. Como por ejemplo el gen
retinoblastoma codifica una proteina que ayuda a regular el ciclo celular al funcionar
como un freno de la replicacion del 4cido desoxirribonucleico (ADN). La inactivacion de
estos genes puede conducir el crecimiento inapropiado de las células al perderse este
mecanismo de frenado. Los protooncogenes son genes normales que codifican para
proteinas que impulsan de varias formas la actividad del ciclo celular. Cuando los
protooncogenes mutan o pierden sus mecanismos de regulacién se transforman en
oncogenes y en este estado pueden favorecer la proliferacion celular no regulada al
producir un exceso de alguna proteina estimuladora del crecimiento que no deberia

estar produciéndose en ese momento®.
Los tumores cancerigenos a su vez se dividen de acuerdo con su localizacion:

Sarcomas: Tumores de tejido conectivo o de sostén que afectan cartilago, hueso y

musculos ademas de vasos sanguineos y linfaticos*3.

Carcinomas: Son tumores de células epiteliales como por ejemplo el cancer de mama,

cancer de piel.

Adenomas: Son tumores benignos de origen glandular. Los hay en colon, glandulas
adrenales, tiroides. Sin embargo, en algunos casos puede progresar a

adenocarcinomas (malignos)®.

5.2 1SG15 en cancer de mama

Hasta ahora se sabe que tanto ISG15 en su forma conjugada como libre participan en
diferentes tipos de céancer, incluido el cancer de mama que es la primera causa de
muerte de mujeres y es el tipo de cancer mas frecuente. Se sabe que mas del 85% de
los casos de mujeres con cancer de mama no estan relacionados con mutaciones
genéticas, mas bien se ha visto que es una enfermedad multifactorial que se define
como una conjunto de tejido mamario con alteraciones neoplasicas; a nivel molecular,
los tumores mamarios son altamente heterogéneos, dando como resultado un limitado
numero de biomarcadores (Tabla 2) para su deteccidn temprana y a si mismo se ve

disminuida la cantidad de blancos farmacolégicos (Tabla 3) °.
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Tabla 2: Lista de biomarcadores para cancer de mama

Biomarcador Abreviatura | Definicién
Receptor de estrogeno | Era Es un receptor de hormonas nucleares,
alfa estd involucrado en la regulacion de la

expresion de genes eucariotas y afecta la
proliferacion celular.

Receptor de PR Proteina que se localiza en el interior de las
Progesterona células del tejido reproductor femenino,
otros tejidos y en algunas células
cancerosas. La hormona progesterona se
une y estimula la proliferaciéon celular.

Receptor para el factor | ERBB2 El receptor tirosincinasa esta involucrado
de crecimiento (HER2) en la regulacion de la proliferacién celular,
epidermal humano 2 motilidad y apoptosis, en los carcinomas de

mama hay una sobreexpresion.

El receptor de estrégeno alfa (Era) se expresa en mas del 70% de los casos de cancer
de mama, y el 30% restante carece de expresién de este receptor; en consecuencia,
estos tipos de cancer se conocen como Era + y Era-, respectivamente. Era es un
receptor nuclear, activado principalmente por 173-estradiol (E2), que actia como un
regulador transcripcional pro-tumor en células de cancer de mama. Por lo tanto, Era es

el objetivo terapéutico para la mayoria de los casos de cancer de mama®.

Tabla 3: Lista de blancos terapéuticos y sus farmacos.

Blanco del tratamiento Medicamento
Receptores de estrdgenos selectivos. Fulvestrant
Degradadores (SERD)

Estrogenos selectivos Tamoxifeno

moduladores del receptor gen (SERM)

Inhibidores de la aromatasa, generan una inhibicién | Letrozol, Anastrozol,
de la produccion de E2 y Exemestano
hormona de los andrégenos
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Los niveles de ISG15 libre y la ISGilacion es especifica del tipo celular, en el caso de
cancer de mama ambos parecen desempefiar un papel fundamental. Un estudio indico
gue células de cancer de mama humano con receptores de estrégeno, progesterona y
glucocorticoides (MCF-7), tuvieron los niveles mas altos de ISG15 en comparacion con
otros tipos de células, y un perfil especifico de ISGilacion, a diferencia de esto
recientemente se detectaron bajos niveles de ISG15 libre pero numerosas marcas de
ISGilacion en células de cancer de mama triple negativo (ERa-, PR-, HER2-) (Tabla 4).
estos datos sugieren que las proteinas ISGiladas pueden ser distintas entre los tipos
de cancer de mama ERa+ y ERa-. A través de ensayos de inmunofluorescencia, se
ha demostrado que ISG15 se localiza en el citoplasma y el nicleo de las células del

cancer de mama (Tabla 5)°.

Tabla 4: Subtipos basados en la deteccién de Receptor de estrogeno alfa (Era),
Receptor de progesterona (PR), Receptor del factor de crecimiento epidermal humano
2 (HER2) y la proteina nuclear de regulacién de la proliferacion celular (Ki67)°.

Subtipos de cancer de Caracteristicas Observaciones

mama

Luminal A ERa +, PR 2 20%, Es el tipo mas comuan de
HER2-, Ki67 <20% cancer de mama cerca del

50% de los casos
presentan estas
caracteristicas y responde
a terapia endocrina.

Luminal B ERa +, PR <20%y /o0 Aproximadamente el 20%
HER2 +y /0 Ki67 220% | de los casos corresponde
a este subtipo y
generalmente requiere
guimioterapia.

Sobreexpresion de HER2 | ERa-, PR-, HER2 + Corresponde al 15% de
los casos y se trata con
una terapia anti-HER2.

Tipo basal ERa-, PR -, HER2- (triple | Es considerado el cancer
negativo) de mama mas agresivo y
requiere de quimioterapia.
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Tabla 5. Mediante Inmunoblot se observd la localizacién de la proteina del gen
estimulada por interfer6n 15 (ISG15) en células de mama cancerigenas.

Principal localizacién de | Principal localizacion de
ISG15 libre marcas de ISGilacién

Células de cancer de | Nacleo Nucleo

mama humano con

receptores de estrégeno,

progesterona y

glucocorticoides (MCF-7)

Células de cancer de | Nacleo Citoplasma

mama  triple  negativo

(MDA-MB-231)

En el cancer de mama, el IFN-y parece mediar la apoptosis y la detencién del ciclo
celular. Ademas, IFN-y puede generar sefalizacion autocrina en células de cancer de
mama. El IFN-y aumento los patrones de ISGilacion entre el nucleo y el citoplasma de
células MCF-7 y MDA-MB-231 y mejor6 los niveles de ISG15 libre intracelular, sin
embargo, los genes inducidos por IFN-y, incluido ISG15, también afectan la respuesta

a la terapia endocrina con tamoxifeno®.

IFN-y induce la ISGilacion en el citoplasma de células de cancer de mama y esto
puede ser relevante para la reorganizacién del citoesqueleto de dichas células sin
embargo pocas proteinas se han identificado como dianas de ISGilacién en cancer de
mama como por ejemplo se sabe que la miosina IlA no muscular (NMIIA) y la proteina
activadora de GTPasa que contiene el motivo 1Q 1 (IQGAP1l), dos proteinas
citoplasmaticas (Tabla 6), son blancos de ISGilacion inducidas por IFN-y. Estos datos
sugieren que la via de IFN-y podria activar la ISGilacidn de proteinas relacionados con
los cambios citoesqueléticos, y estos cambios son importante para procesos, como la

invasion implicada en la progresion del cancer °.

Tabla 6: Proteinas modificadas por ISGilaciébn en células derivadas de cancer de
mama®. Proteina activadora de GTPasa que contiene el motivo IQ 1 (IQGAP1) y en la
miosina IIA no muscular (NMIIA).

Proteinas Funcion

NMIIA Se asocia con los filamentos de actina, generando el complejo de
actino-miosina para la remodelacion citoesquelética y la propagacion
celular, que esta implicado en la motilidad celular.

IQGAP1 estd asociado con remodelacion citoesquelética.
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En cuanto a la regulacion de ISG15/ISGilacion en cancer de mama, se ha informado
gue la via del oncogén homologo a Kristen del gen ras de mamiferos (Ki-Ras) conduce
a una disminucion de los niveles de ISG15 libre e ISGilacion de proteinas®. Ademas, la
fibronectina (FN), una proteina de matriz extracelular puede inducir la expresion
de ISG15 y la ISGilacion. Asimismo, una conexion entre ISGilacién, IFN-y puede existir
en las células del cancer de mama, modulando los cambios en las células morfologia

celular (Fig. 7)°.

En estudios in vitro se ha observado que la expresién de ISG15 parece tener una
funcién pro-tumoral, esto se debe a que, ISG15 mejora la migraciéon de células de
cancer de mama®. Sin embargo, se demostrd, que la inyecciéon de ISG5 libre en
ratones atimicos, un aumento de la infiltracion de células asesinas naturales en las
secciones tumorales y un aumento de la expresidbn del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) lo que demuestra una funcién antitumoral
promovida por ISG15 libre extracelular. En el cancer de mama, la ISG15 libre
extracelular parece tener actividad antitumoral in vivo, mientras que la ISGilacién se ha

asociado in vitro con actividad pro-tumoral *°.

La sobreexpresion de ISG15 esta significativamente correlacionado con un pronéstico
desfavorable de cancer de mama, dado que la mayor expresion de ISG15 se
presentaba en tumores de tercer grado. Por ello se cree que ISG15 podria ser un
potencial biomarcador®. Ademas, un estudio determiné que la sensibilidad de las
células de cancer de mama a camptotecina (un inhibidor de la topoisomerasa del
ADN) depende de la expresion de ISG15. La camptotecina y sus derivados se utilizan
como tratamientos de segunda o tercera linea para el cancer de mama resistente a la
terapia endocrina®. Adicionalmente, ISG15 esta siendo considerado como un antigeno

asociado a tumores para inmunoterapia contra el cancer?.
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5.31SG15 en cancer de pancreas

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) es actualmente la cuarta causa mas
frecuente de muerte relacionada con el cancer en todo el mundo, y se prevé que se
convierta en el segundo cancer mas mortal para 2030. los tumores pancreéticos son
extremadamente heterogéneos, entre esta poblacion heterogénea de células existe la
llamada célula madre cancerosa (CSC), que no solo impulsa la heterogeneidad del
tumor al dar lugar a todas las demas células cancerosas (es decir, no CSC) presentes
dentro del tumor, sino que también es responsable de la recaida de la enfermedad
posterapéutica. Por lo tanto, la eliminacion de esta subpoblacién de células tumorales
de tipo madre puede representar la Unica estrategia exitosa para tratar el PDAC. un
numero creciente de estudios sugiere que las alteraciones en la mitofagia pueden
afectar severamente los fenotipos de las células (madre) y la plasticidad celular. Por lo
tanto, las modificaciones postraduccionales pueden afectar la plasticidad celular o las

transiciones del destino celular en mdltiples niveles®.

ISG15 es secretado por macréfagos asociados a tumores (TAM) especificamente en
adenocarcinoma de préstata ductal (APD) es decir, ISG15 libre extracelular aumenta el
fenotipo de las células madre cancerosas y en respuesta a tratamientos con IFN-f
también secretan ISG15 libre 4, sin embargo, la expresion y el papel de ISG15 e
ISGilacion endbégenos en células madre cancerosas de pancreas (PaCSCs) no se ha
analizado hasta la fecha® .La expresion de 1ISG15 es significativamente mayor en los
tumores PDAC frente a tejido sano adyacente, al presentarse mayormente en los
tumores basales se puede utilizar para predecir la supervivencia del tumor, 1ISG15 libre
se correlaciona con la estadificacién de la enfermedad *°.

Algunos tratamientos para cancer son inmunomoduladores utilizan interleucinas 1y 2
ademas de IFN tipo I. Ademas, estos interferones junto con IFN-y pueden ser parte del
microambiente tumoral y como se ha mencionado ISG15 es estimulado por dichos
interferones, por lo que se cree tiene alguna funcién critica en dicha patologia 3. En
general, ISG15 se detecta incrementado en diversos tipos de cancer. A continuacion,

se describen algunos ejemplos (Tabla 7).
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5.4 1SG15 en otros tipos de cancer

Tabla 7: Lista de algunos tipos de cancer en los que se ha determinado la relacion de

la proteina del gen estimulada por interferén 15 (ISG15).

Tipo de cancer

Observaciones

Céncer de
pulmén y
Carcinoma
nasofaringeo

Niveles de I1SGilacion elevados.

Aumento de la expresion de Proteina similar a la enzima E1
activadora de ubiquitina (UBEIL), enzima H8 conjugadora de
ubiquitina (UBCHS8).

Se cree que la progresion depende de ISG15 libre.

Céancer de | Andrégenos regulan negativamente la expresion de ISG15 sin
prostata embargo ISG15 y el sistema de ISGilacién regulan positivamente la
expresion del receptor de andrégenos promoviéndola proliferacion
celular.
Cancer En las células deficientes de (KLF9) factor parecido a Kruppel 9:
colorrectal Altos niveles de ISG15 aumentan la progresion del cancer
Debido a su actividad anti apoptética.
Carcinoma La expresion de miR-138 disminuye los niveles de ARN mensajero

escamoso oral

(ARNmM) para 1SG15, disminuyendo la migracion y proliferacion
celular.

Se demostré que ISG15 libre interactia con GTPasa pequeia de la
familia Rac 1 y guanosin difosfato (Rac1-GDP) en carcinoma oral
de células escamosas (COCE). Esta interaccién ocurre en las
protuberancias de la membrana, y ISG15 libre parece aumentar la
actividad de Racl para inducir la migracion celular. Este
mecanismo fue asociado con la metastasis linfatica de este tipo de
cancer, pero no con el crecimiento tumoral.

Carcinoma
hepatocelular

También se ha propuesto que

Las 3'regiones no traducidas regula procesos del ARNm (3"UTR),
en el ARNm de ISG15 puede estar regulado por el micro ARN 370
(miR-370), reduciendo el desarrollo de tumores en ratones
inmunodeficientes.

como el cancer
de

cérvix, sangre y
ovarios

Tipo de cancer

La expresion de ISG15 aumenta la apoptosis, reduce la
proliferacién y disminuye el desarrollo de tumores, lo que sugiere
una actividad antitumoral para ISG15.

Cancer de cuello
Uterino

ISG15 induce la apoptosis e inhibe la
proliferacién de células cancerigenas a través de mecanismos.
Asociado la proteina tumoral (p53).

Cancer de
Ovario en
estado

avanzado

La expresion de ISG15 aumenta el nimero de linfocitos linfaticos
CDS8 + que infiltran el tumor disminuyendo la progresion del cancer
de ovario.

La sobreexpresion de ISG15 se ha asociado con la

ISGilacion de cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK).
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La expresidbn de ISG15 se ha encontrado en la mayoria de los tipos de cancer
incrementada y se sugiere su funcién pro-tumor. Sin embargo, en algunos tipos de
cancer se ha detectado que la disminucion de la expresién de 1ISG15, promueve la

proliferacion, sugiriendo su actividad antitumor. (Tabla 8) “.

Tabla 8: Modificacién de la actividad del gen estimulado por interferon 15 (ISG15) en
algunos tipos de cancer.

Tipo de Cancer Actividad de ISG15
Céancer de pecho Protumor
Céancer de prostata Protumor
Melanoma Protumor
Carcinoma hepatocelular Protumor
Céancer de pulmones Protumor
Carcinoma nasofaringeo Protumor
Cancer oral Protumor
Adenocarcinoma pancreético ductal Protumor
Céancer de cérvix Antitumor
Céancer en la sangre Antitumor
Céancer de ovarios Protumor

ISG15 libre y conjugado tienen un papel importante en el desarrollo del cancer; sus
funciones en tumorigénesis continlan siendo ambiguas porque ISG15 tiene
actividades que son tanto pro-tumorales como antitumorales, y estos roles duales
parecen estar asociados con el tipo de célula cancerosa particular y el contexto celular

como se muestra en la tabla 8*.
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6. CAPITULO 3.
6.11SG15y la ISGilacion en enfermedades neurodegenerativas.

6.1.1 El sistema nervioso central y periférico

El cuerpo humano consta de muchos sistemas y aparatos que le ayudan a realizar lo
necesario para vivir, y todos ellos estan controlados por el sistema nervioso. El
sistema nervioso se divide en sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso
periférico SNP (Tabla 9); el primero abarca la medula espinal, el cerebro, el cerebelo
y el tronco cerebral; y el segundo comprende los nervios raquideos, los craneales y
también el sistema autébnomo. Solo las interneuronas se encuentran localizadas en el
SNC mientras, que las neuronas aferentes y eferentes pueden encontrarse
indistintamente en el SNC o SNP. Los tejidos en el SNC se pueden dividir en sustancia
gris (formada por cuerpos neuronales, dendritas y terminaciones axoénicas no
mielinicos) y sustancia blanca (contiene principalmente axones mielinicos. La red
formada por las unidades celulares funcionales comprende las neuronas (Fig. 8) y
otras células de sostén que no son capaces de conducir informacion pero que son
indispensables para el correcto funcionamiento del sistema nervioso, es decir las

células de la neuroglia y pocos cuerpos celulares 6.

Tabla 9: Células de la neuroglia. sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso
periférico (SNP).

Tipo celular Funcion

Astrocitos Son las células de la neuroglia mas
abundantes del SNC. Son células grandes y
estrelladas que ayudan a mantener un medio
Optimo para las neuronas. También forman
parte de la barrera hematoencefalica (BHE).

Células de la microglia Son de pequefio tamafio y poseen actividad
fagocitica.
Células ependimarias Revisten los ventriculos del cerebro y medula

espinal y participan en la formacion del liquido
cefalorraquideo.

Células satélites Sostienen cuerpos de células neuronales
dentro de los ganglios del SNP.
Oligodendrocitos Son células que mantienen unidas las fibras

nerviosas y constituyen la vaina de mielina que
rodean las fibras nerviosas del SNC.

Células de Schwann Se localizan en el SNP y forman las vainas de
mielina alrededor de los axones.
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La medula espinal estd en constante interaccion con el SNP y tiene gran relevancia
en las funciones tanto sensoriales como motoras, porque recibe la informacion
sensorial que le transmite desde el tronco y las extremidades, la procesa y canaliza al

encéfalo. Esta formada por sustancia gris y sustancia blanca?®.

El tronco del encéfalo esta formado por tres divisiones caudales del encéfalo: bulbo
raquideo, el puente o protuberancia y el mesencéfalo; recibe informacién somatica del
tronco y las extremidades por las vias que ascienden desde la medula espinal ademas
es fundamental para el control motor. Controla la inervacion motora de la cabeza a
través de los nervios craneales. Es el centro por el que los hemisferios cerebrales se
comunican con el cerebelo lleva a cabo funciones sensoriales y motoras. Las tres
divisiones bulbo raquideo, puente y mesencéfalo tienen dos componentes comunes. El
liquido cefalorraquideo junto con las meninges constituye un sistema protector de los
centros nerviosos, recubre el cerebro y la medula y esta aislado del espacio
extracelular. Sirve protegiéndolos de los golpes potencialmente lesivos y contra los

cambios agudos de la presién venosa®®.

Encéfalo. anatdbmicamente el encéfalo consta de seis partes: cerebro (incluyendo la
corteza y el cuerpo calloso), diencéfalo (incluyendo el talamo, el hipotalamo y la

glandula pineal), cerebelo, bulbo raquideo, protuberancia y mesencéfalo?®.

El talamo recibe aferencias nerviosas principalmente de tractos de ojos y el oido, el
hipotadlamo controla la homeostasis. El cerebro esta situado en la parte superior del

encéfalo, es la estructura mas grande y ocupa casi toda la cavidad craneal®®.

El cerebelo realiza, principalmente funciones relacionadas con el control de los

musculos esqueléticos y la coordinaciéon del movimiento®®.

El soporte estructural de la funcibn del sistema nervioso son las neuronas,
conexionadas en las sinapsis mediante neurotransmisores. El soma de las neuronas
contiene el nucleo celular y un citoplasma con diversos organulos, ademas de
participar en la comunicacion celular, las neuronas son células secretoras que poseen
unas vesiculas, denominadas vesiculas sinapticas donde se almacenan los
neurotransmisores. Las dendritas son las encargadas de recibir los estimulos,
mientras que los axones son las estructuras encargadas de conducir el impulso lejos
del cuerpo celular. En las terminaciones axonicas se localizan los botones sinapticos

gue contienen numerosas vesiculas (Fig. 8), que pueden ser activadores, inhibidores o
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neuromoduladores. Los mecanismos y las causas de las lesiones y alteraciones del
sistema nervioso no son especificos pues se trata de agresiones por agentes fisicos,
téxicos, isquemia, tumores o inflamacién, entre otros. Los impulsos corticales tienen
gue atravesar las vias piramidales (primera neurona O motoneurona superior) y

terminal comdn (segunda neurona o motoneurona inferior para llegar a los masculos

efectores?®.
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Imagen tomada de: Seco, J. Parte |V: Fisiologia Del Sistema Nervioso. In Sistema Nervioso;
Editorial Medica Panamericana: México, 2020.

Figura 8: Partes de una neurona, estan especializadas en recibir informacién, tomar
decisiones en funcién a la informacion recibida y transmitir sefiales a otras neuronas o
células efectoras. Aunque solo representan el 10% son las unidades funcionales del
sistema nervioso. Desde el punto de vista estructural, las partes de una neurona son
cuerpo celular o soma, axén y dendritas?®.

En funcién del nimero de prolongaciones que presentan las neuronas se establece la
siguiente clasificacion: Neuronas multipolares, bipolares, unipolares y anaxonicas. Las
neuras multipolares poseen un Unico axon y varian dendritas. Las neuronas bipolares
presentan un Unico axon y una dendrita, las unipolares o seudounipolares tiene una
Unica prolongacion que parte del cuerpo celular. Finalmente, las neuronas anaxonicas
no poseen un axén aparente. En funcién a la informacion que transmiten se dividen en

aferentes y eferentes?® .
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La neuroplasticidad es la capacidad que tiene el tejido neuronal de reorganizar y
modificar los mecanismos biol6gicos, bioquimicos y fisiolégicos implicados en la
comunicacion intercelular para adaptarse a los estimulos recibidos. Esta caracteristica
conlleva a modificaciones del tejido neural que incluyen la regeneracion axonal, la
colateralizacion, la neurogénesis, la sinaptogénesis y la reorganizacién funcional entre

muchos otros?’.

6.2 Generalidades de las enfermedades neuroldgicas

Los trastornos neurolégicos ocupan el primer lugar entre las enfermedades mas
incapacitantes y, con el envejecimiento poblacional se pronostica incrementen su
incidencia en los préximos afios. Uno de los principales paradigmas en el tratamiento
de las enfermedades neuroldgicas es la baja tasa de reparacion del sistema nervioso
central. Los tratamientos actuales estan limitados a mitigar los sintomas, pero no
revertir la enfermedad. Los tratamientos convencionales se basan, por un lado, en
cirugias costosas, altamente invasivas y no siempre efectivas. Por otro lado, la
administracion de farmacos esta limitada por las caracteristicas fisicoquimicas del

principio activo que pueden impedirles atravesar la BHE?,

Las lesiones en el cerebelo producen alteraciones en la coordinacién muscular, que se
le conoce con el nombre de ataxia cerebelosa, existen tres tipos la sensitiva,
cerebelosa y vestibular. Ademas, si hay reducciéon del nimero de neuronas puede

deberse a lesiones isquémicas, inflamatorias o degenerativas?’.

Las enfermedades cerebrovasculares estan causadas por un bloqueo en la circulacion
cerebral que provoca un trastorno transitorio o definitivo en una o varias partes del
encéfalo con implicaciones considerables en el pronéstico funcional se clasifican en
dos grupos isquémicos y hemorragicos. Cuando hay una disminucién subita del flujo
sanguineo por una oclusién arterial se denomina isquemia y cuando hay una
extravasacion de sangre desde el espacio intravascular al interior del tejido cerebral se

denomina hemorragico®’.
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Adicionalmente, es importante destacar que la prevalencia global de la demencia en
sujetos mayores de 65 afos es de aproximadamente el 8%. Su incidencia aumenta
con la edad y se duplica cada 5 afios partir de los 65 afios. La demencia ocasiona un
deterior en la capacidad intelectual y en la autonomia de la persona afectada, debido
al envejecimiento de la poblacién la carga global de la demencia ha aumentado y
actualmente representa un gran problema sanitario Las demencias degenerativas
primarias son caracterizadas por la pérdida neuronal y sinaptica y por el depésito de
agregados proteicos insolubles intracelulares y extracelulares. Dentro de las
enfermedades degenerativas se encuentra el Alzheimer, y la enfermedad de

Parkinson?'’.

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo multisistémico

progresivo e incurable. La lesion primordial es una perdida neuronal de la parte
compacta de la sustancia negra del tronco cerebral que genera un déficit
dopaminérgico. Su principal manifestacién es el trastorno del movimiento La edad
media de inicio es de 55 afios. Afecta casi por igual a ambos sexos, en una proporcién

de 1,2 varones por cada mujer'’.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es un trastorno neurodegenerativo, de etiologia

indeterminada, caracterizado por la afectacién primordial de la poblacién de neuronas
motoras. Es un trastorno progresivo que provoca debilidad, discapacidad y finalmente,
el fallecimiento de los pacientes, con una mediana de supervivencia de entre 3 a 5
afios. La diferencia con otros trastornos neurodegenerativos es la afectacion clinico-
patologica de tres sistemas particulares: las redes de neuronas motoras inferiores, las
redes de neuronas motoras superiores y en determinados casos, SUus conexiones
frontotemporales. La afectacion de las motoneuronas inferiores determina debilidad,
atrofia y fasciculaciones en los musculos afectados, La pérdida de motoneuronas
superiores determina reflejos musculares hiperactivos, lo que general musculos

atrofiados y débiles?’.
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6.3 ISG15 en alteraciones neuroldgicas.

La ISGilacién emerge como un factor asociado con varios trastornos neurol6gicos,
incluido el accidente cerebrovascular, lesion cerebral traumética (TCE), calcificacién

de los ganglios basales y ataxia-telangiectasia como se describe a continuacion.

6.4 ISG15 en Ataxia Telangiectasia.

La ataxia-telangiectasia (AT) es un trastorno neurodegenerativo que ocurre en la etapa
de la infancia con una incidencia de 1 de cada 40.000 nifiocs en los EE. UU. y
anualmente 1 de cada 200.000 en todo el mundo. Es un raro trastorno hereditario
autosémico recesivo que afecta principalmente al sistema nervioso e inmunolégico. Se
sabe que los pacientes con AT también tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer
ademas las personas afectadas son muy sensibles a la radiacion, incluyendo
radiografias médicas. Ataxia se refiere a una falta de coordinacién en movimientos,
como caminar, y la telangiectasia es el agrandamiento de los capilares justo debajo de
la superficie de la piel, esto Ultimo es un signo caracteristico en los pacientes con AT.
Esta caracteristica se ha atribuido a que el (gen Atm) ataxia telangiectasia mutada es

“defectuoso” en AT pacientes®?.

La proteina (ATM) es una cinasa critica para el mecanismo de reparacion del ADN y
para mantener la homeostasis celular °. Cuando ATM es activada fosforila varias
proteinas clave que inician la activacion de los puntos de control de dafios en el ADN,
como la detencion del ciclo celular y reparacion del ADN para favorecer la
supervivencia celular. Por lo tanto, un defecto en el gen que genera esta proteina tiene
graves consecuencias en las células con dafio en el ADN, especialmente en el caso
de células diferenciadas, como las neuronas. Por ello si hay un defecto en la via de

reparacion del ADN se ha relacionado con el dafio progresivo neurolégicot!.
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Se cree que alteraciones en las vias de ubiquitina y autofagia contribuyen a la
neurodegeneracion porque se ha informado la presencia de depoésitos de proteinas
plegadas en regiones cerebrales en enfermedades como Alzheimer, Parkinson, y
enfermedad de Huntington. En la mayoria de los casos, los depdsitos proteicos
estaban compuestos de ubiquitina conjugadas, lo que sugiere un fracaso en su
degradacion a través de la via proteosoma ubiquitina/26S pues es la principal
maquinaria proteolitica celular responsable de la destruccién selectiva de proteinas en
los mamiferos, no obstante, también hay proteinas ubiquitinadas que son eliminadas
por autofagia. Una reduccion de la degradacion de proteinas en las células AT se
asocia con expresion elevada de 1SG15 pues ISG15 conjugado ejerce su efecto
biolégico inhibiendo poliUbiquitinacion de proteinas celulares es decir ISG15 inhibe la
ruta de ubiquitina. También se ha encontrado depdésitos de ISG15/Ubiquitina en tejidos
cerebrales en humanos post-mortem por lo tanto esto apunta hacia la posibilidad de

que, ISG15 contribuye a la atrofia neuronal en AT?,

La mitofagia es defectuosa en varias enfermedades neurodegenerativas, incluida la
enfermedad de AT. Se cree que si hay formacién de cadenas mixtas de ISG15-Ub
formadas por proteinas de membrana externa mitocondrial (Mfns) estas no son
funcionales, siendo incapaces de segregar mitocondrias y/o transmitir sefiales a los
mediadores de la autofagia, en consecuencia, se inhibe la mitofagia en células AT,
Se ha encontrado que al suprimir la via ISG15 se reduce el estrés oxidativo y nivel de
mitocondrias “enfermas”, lo que sugiere restauracion de mitofagia en las células AT.

ISG15 también esta constitutivamente elevada y la mitofagia es defectuosa en ELAZ.

Las mitocondrias defectuosas/despolarizadas se acumulan en las células AT, y se ha
encontrado que las mitocondrias parcialmente despolarizadas que aun conservan algo
de polaridad, se generan durante el proceso de fisibn normal. Si estas mitocondrias
despolarizadas se polarizan, y entran en la red mitocondrial sana. Si no, se eliminan
mediante mitofagia. Por lo tanto, al haber niveles constitutivamente elevados de ISG15
puede ser un mecanismo bioquimico unificador comun subyacente de mitofagia
defectuosa en AT y ELA, lo que sugiere el papel potencial de los inhibidores de 1ISG15

para el tratamiento de estos desordenes %° .
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6.5 1SG15y su repercusion en el desarrollo dendritico.

La ramificacion dendritica y la densidad de la columna es imprescindible para que las
neuronas lleven a cabo funciones cognitivas especializadas, y la pérdida de
ramificaciéon dendritica o densidad se ha observado ampliamente en trastornos del
neurodesarrollo. En estudios recientes se ha descrito que 1SG15 est4 involucrado en
la inflamacion y el desarrollo de dendritas neuronales. En un estudio se observé que la
activacion inmunitaria materna (MIA) inducida por infecciones durante el embarazo
aumentan el riesgo de desarrollar varios trastornos psiquiatricos en la descendencia,
como depresion, esquizofrenia y trastorno del espectro autista; dado que se inducian
comportamientos similares a la depresibn y que la descendencia presentaba
deficiencias dendriticas ademas de que el nivel de ISG15 aumentaba en su cerebro y
habia una sobreexpresién de ISG15 en la corteza prefrontal de ratones recién nacidos
a nivel celular, ISG15 fue en gran parte expresado en el soma neuronal y dendritas por
ello se suprimié la sefalizacion NEDD4/Rap2A. La proteina E3 ligasa de Ubiquitina
(NEDD4) se expresa abundantemente en las neuronas de mamiferos, es un
modulador crucial para la ramificacion de axones y dendritas. En cambio, altos niveles
del miembro de la familia de oncogenes RAS (Rap2A) impide el desarrollo de las
dendritas e induce conductas depresivas en la descendencia. NEDD4 media la
ubiquitinacion y degradacién de Rap2A. La alteracion de la funcién de NEDD4 inhibe
gravemente la ramificacion del axdén en las células ganglionares retinianas de
Xenopus, y la eliminacion de NEDD4 altera el desarrollo de dendritico en neuronas
dicho deterioro de la dendrita ha sido considerado como una base estructural de la
depresién. Estos datos proporcionados evidencian la posible implicacién de ISG15 en

el neurodesarrollo?™.

Como ISG15 participa activamente en inflamacion, las citocinas como IL-1, IL-2, IL-6,
el factor de necrosis tumoral Alpha (TNFa), IFNB e IFNa inducidos por MIA
aumentaron el nivel de 1ISG15, inhibiendo el desarrollo dendritico de las neuronas. Por
lo tanto, ISG15 juega un papel vital en los déficits de crecimiento de neuritas inducidos

por MIA y comportamientos anormales en la descendencia?®.
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6.6 ISG15 un potencial biomarcador de lesiones neuronales.

ISG15 puede ser un biomarcador adecuado para detectar lesiones neuronales en el
SNC dado que se ha observado un aumento drastico de ISG15 en el cerebro de

ratones sometidos a isquemia global y TCE?.

El gen ISG15 se regula positivamente después de la isquemia cerebral y se ha
demostrado su actividad como neuroprotector en este contexto?:. Particularmente, los
niveles de proteina ISG15 estdn draméaticamente elevados en astrocitos dentro de
areas especificas donde las neuronas motoras espinales se estan degenerando. Por lo
tanto, ISG15 podria ser un biomarcador fiable para detectar cambios patolégicos

tempranos en la médula espinal®2.

Ademas, la ISGilacion de proteinas aparece como un mecanismo enddgeno
neuroprotector reduciendo el dafio cerebral en respuesta a estimulos patdgenos.
En ratones que carecen de la proteasa especifica de ubiquitina (USP18) que es
responsable de la deslISGilacién, muestran una disfuncién neurolégica grave
acompafiado de una alteracién de la BHE. Ademas, los ratones knockout para ISG15 y
UBE1L presentaron una mayor susceptibilidad a las infecciones virales y dafio

cerebral®®.
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6.7 La ISGilacion en el edema cerebral

El edema cerebral tiene una tasa de mortalidad de hasta el 90% vy, por lo general, los
pacientes mueren en 6 dias en comparacién con aquellos nifios que no desarrollan
edema cerebral. El edema cerebral difuso se desarrolla con mas frecuencia en nifios
gue en adultos después de una lesion cerebral una TCE, sin embargo, en los adultos
es mas probable que desarrollen un edema secundario que resulte en un mal
pronéstico. El citoesqueleto es una de las estructuras que se ha visto implicada en la
alteracion de la BHE y el desarrollo de edema cerebral que acompafan a la
isquemia®.Se ha demostrado que la ISGilacién aumenta después de una TCE en
ratones. La integridad de la BHE se investigd mediante extravasacion de azul de
Evans (EB). Se ha demostrado que ISG15 modifica postraduccionalmente la actina,

convertirla de actina F%.

El papel preciso de la ISGilacion de proteinas en la fisiopatologia del cerebro sigue sin
una respuesta completa. La ISGilacion parece critica en la regulacion del dafio
cerebral isquémico y la prevencion de tal ISGilacién exacerba el dafio cerebral. Por lo
tanto, la identificacion de las proteinas ISGiladas puede ayudar a desarrollar mejores
estrategias terapéuticas!®. Ademas, aungue no se conoce directamente la relacion de
ISG15 con enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento como
enfermedades de Alzheimer o Parkinson, la alteracion en vias degradativas del
proteosoma y autofagicas, sugieren una conexién molecular con la proteina ISG15 que

aun es necesario investigar.
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7. CAPITULO 4

7.1 El impacto de ISG15 en infecciones virales.
Cuando se presenta una infeccion las primeras lineas de defensa contra los patégenos
virales es la respuesta inmune innata que puede actuar restringiendo la replicacién del
virus poco después de la infeccion. Las células inmunes, tales como neutréfilos y

macro6fagos, asi como IFN son elementos criticos de la inmunidad innata?*.

Se ha investigado a ISG15 ampliamente en cuanto a sus posibles efectos al combatir
infecciones virales y bacterianas. Existe una creciente evidencia de que ISG15 no
conjugado puede regular la replicacién viral y las respuestas del huésped a través de
interacciones de proteinas no covalentes y su accion como citocina' la ISGilacion de
proteinas virales puede inhibir directamente sus funciones?®.

La evidencia genética humana de pacientes que no expresan ISG15 ha revelado la
importancia de ISG15 en laregulacion de la respuesta al interferén tipo I. Los
pacientes nulos para ISG15 muestran autoinflamacién por interferén tipo | y ningln
aumento aparente de la susceptibilidad a la infeccion viral. En contraste, los ratones
deficientes en la expresion de 1SG15 son mas susceptibles a infecciones virales, lo

que indica diversidad funcional entre las especies®.

7.2 ISG15 puede inducir un estado antiviral.

La regulacion al alza de los ISG mediada por IFN da como resultado un estado
antiviral, lo que reduce la propagacién viral. La expresién de ISG15 aumenta tras la
estimulacion con IFN (Fig. 9). El IFN de tipo | se induce cuando los patrones
moleculares asociados a patdgenos (PAMP), incluido el ARN viral bicatenario
(dsARN), se detectan en el citoplasma mediante la proteina del gen 1 inducible por
acido retinoico (RIG-I). Al unirse a dsARN, los receptores RIG-I-like (RLR)
experimentan un cambio conformacional que permite la ubiquitinaciéon de sus dominios
de reclutamiento de caspasas (CARD). Las CARD Ubiquitinadas son reclutadas en las
mitocondrias por la proteina de sefalizaciébn antiviral mitocondrial (MAVS) donde
inician una cascada de sefializacién que conduce a la translocacion nuclear del factor
regulador de interferon 3 (IRF3). Estos factores de transcripcion son activadores
importantes de los promotores de IFN de tipo I, lo que da como resultado un aumento

de la produccién de IFN- a e IFN- B. IRF3 puede activar directamente la transcripcion

44



de varios ISG, incluido 1ISG15. Los IFN de tipo | se secretan y posteriormente se unen
al receptor de IFN- a/ B (IFNAR) en las membranas celulares de la célula infectada y
las células vecinas, activando el sistema de JAK/STAT, que resulta en la fosforilacién
de las proteinas transductores de sefiales y activadoras de la transcripcién (STAT),
gue a su vez forman un complejo con el regulador de interferon 9 (IRF9) llamado factor
3 del gen estimulado por IFN (ISGF3). ISGF3 se une a ISRE dentro de los promotores
de ISG, aumentando la transcripcién y expresiéon de cientos de ISG, incluidos ISG15 y
sus enzimas conjugadoras UBE1L, UBCHS8, EFP y HERCS5, asi como USP18%.

La USP18 también se une a la segunda cadena del complejo del receptor 2 de
interferén a / B (IFNAR2), compitiendo con la cinasa Janus 1 (JAK1) por la union al
receptor y, por lo tanto, funciona como un regulador negativo de sefalizacion de
interferén tipo | en humanos y ratones 2. A pesar del hecho de que ISG15
generalmente se considera una proteina antiviral, también se ha descrito que 1SG15
regula negativamente la sefializacién de IFN de tipo I, en varios lugares de esta via. La
sefalizacién de IFN de tipo | es critico para la respuesta inmune innata antivirales,

pero la sefializacién de IFN excesiva puede resultar en patogénesis autoinflamatoria??.

En humanos la ausencia de ISG15 provoca que la USP18 humana se degrade, y esto
permite la unién continua de la cinasa de Janus 1 (JAK1) al complejo IFNAR2 y la
prolongacién de la sefializacion del interferén tipo 1 por lo tanto se activa la expresion
de ISG. Por el contrario, la ISG15 de ratdén no altera la estabilidad de la USP18 de
raton y su capacidad de suprimir la sefializacion del IFNAR, aunque la razon precisa
de esta diferencia aun no esta clara. Esto puede dar cuenta de parte de la diferencia

en ISG15 funcién entre especies ?*.
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Figura 9: El papel de la proteina del gen estimulada por interferon 15 (ISG15) en este
sistema de regulacion de retroalimentacion negativa parece ser especifica para seres
humanos. La ISGilacién del gen 1 inducible por acido retinoico (RIG-I) inhibe esta via
marcandolo para degradacion proteosomal. Ademas, la proteina del gen estimulado
por interferén 15 (ISG15) estabiliza la interaccion entre el receptor 2 del interferon alfa
(IFNAR2) y la peptidasa especifica de ubiquitina 18 (USP18), inhibiendo la
ubiquitinacion de USP18 mediada por la proteina 2 asociada a cinasa de fase S que
es importante para llevar a cabo la Ubiquitinacién (SKP2). Esto evita la degradacion
proteosomal de USP18, resultando en una disminucion de la expresion de los genes
estimulados por interferébn (ISG) y una moderacion de la respuesta del interferon
(IFN).

46



Al principio, se plante0 la hipotesis de que ISG15 regularia la respuesta antiviral del
huésped. Esto se debid a la rapida regulacion positiva de 1ISG15 y miembros de la
cascada de conjugacion por interferones de tipo I. Durante la infeccién por virus de la
Influenza tipo B, los ratones que carecen de 1ISG15 o UBELL presentaron un aumento
del virus en sus pulmones en comparacién con los ratones de tipo silvestre, y las
células derivadas de estos ratones apoyaron el aumento de la replicacion viral, lo que
respalda la hipétesis de que la ISGilacién restringe la replicacion viral no obstante no
son susceptibles a todos los virus. En humanos que no expresan ISG15 se presenta
autoinflamacion por interferdn tipo I, pero ningln aumento aparente a la susceptibilidad
a infecciones virales lo que indica que 1ISG15 puede tener funciones divergentes entre

diferentes especies 2.

En estudios recientes se ha demostrado que la ISGilacion de proteinas del huésped y

virales pueden interrumpir la replicacion viral como se menciona a continuacion.

7.3 ISGilacion de proteinas virales

Se cree que la ISGilacion, de proteinas virales es guiada por la localizaciéon de E3
proteina ligasa de 1SG15 pues HERC5 se encuentra en polirribosomas,
especificamente se asocia con la subunidad ribosémica 60S, que contiene el tinel de
salida, y permite la ISGilacién preferencial de proteinas recién sintetizadas (Fig.10)%“.
Aungue no se ha informado de una caracterizacion extensa de la ISGilacion de
proteinas durante diferentes infecciones virales, se han
identificado varias proteinas virales como sustratos para la conjugacion de ISG15. La
ISGilacion de proteinas virales puede interrumpir su interaccion con las vias del
huésped que se requieren para la replicacién, interrumpir la oligomerizacion de
proteinas virales, o la funcién de la proteina viral, lo que resulta en una replicacion viral

reducida o la alteracién de la respuesta inmune del huésped?.
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ISG15 puede obstaculizar la replicacion viral al interferir con la traduccion endogena y
la maquinaria de exocitosis que los virus secuestran para replicarse. El factor de
inicio eucarionte 4E (elF4E) facilita el inicio de la traduccién. La proteina homdloga de
elF4E (4EHP) se une a la caperuza 7-metil-guanosin-trifosfato (5"CAP) del ARN
mensajero (ARNm) tanto celulares como virales, impidiendo la traduccién al competir
con elF4E (Fig. 11). La ISGilacion de 4EHP mejora el efecto inhibidor sobre la
traduccidn, probablemente debido a una estabilizacion de la interaccion entre la
proteina homdloga de elF4E y la caperuza 7-metil-guanosin-trifosfato (4EHP-CAP). Se
ha propuesto que ISG15 puede conjugar selectivamente ARNm virales protegidos con
4EHP como un mecanismo de inhibicion selectiva de la traduccion del &cido
ribonucleico (ARN) viral. Los objetivos potenciales incluyen virus como el dengue, del
Nilo Occidental, fiebre amarilla, Kunjin, y los virus de la encefalitis japonesa, que

contienen tapas ARN de sentido positivo?*.

La proteina cinasa R (PKR), es una proteina inducida por interferon que se une al
dsARN vy, una vez activada, puede fosforilar a la proteina de factor de iniciacion de la
traduccion eucaridtica (elF2a) e inhibir la traduccién del ARNm celular. PKR esta
ISGilado en lisinas 69 y 159 después de la estimulacién con interferén o lipolisacaridos
(LPS) la PKR ISGilada exhibié una activacion constitutiva independiente del ARN que
resulté en una disminucién de la sintesis de proteinas. Sin embargo, no esté claro si la
ISGilacién de PKR da como resultado un antagonismo directo de la replicaciéon del

virus?e.
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Figura 10: La Enzima Dominio HECT y RLD que contiene la proteina ligasa de
ubiquitina E3 (HERCS5) se encuentra mayoritariamente en la subunidad 60S ribosomal,
por ello se considera que en una infeccion viral tiene preferencia por las proteinas
recién sintetizadas, y estas al ser ISGiladas pueden disminuir la replicacién y por lo
tanto la infectividad del virus. La (UBCHS8) enzima H8 conjugadora de ubiquitina es
necesaria para que se lleve a cabo la ISGilacion pues se une con HERCS.

' AEHP
Ribosoma I

elF4F

Figura 11: Si la proteina homologa 4E (4EHP) es ISGilada por la proteina del gen
estimulada por interferén 15 (ISG15), esto aumenta su afinidad a 7-metilguanosina de
la tapa del ARN mensajero (ARNm) de unién, desplazando al factor de iniciacion de
traslacion eucariético (EIF4F), generando una inhibicién de la traducciéon de proteinas
a su vez la ISGilacion de la proteina cinasa R (PKR) promueve la fosforilacion y
activacion del supresor de la traduccion elF2 a. PKR fosforila la proteina de factor de
iniciacion de la traduccion eucarittica (elF2a) en respuesta al ARN de doble cadena
(dsARN) y al estrés celular, incluidas las infecciones virales?.
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Otro objetivo de la ISGilacion viral es la proteina UL26 que esta presente en el virion
(pUL26) del citomegalovirus humano (HCMV). El pUL26 activo suprime la sefializacion
del factor de transcripcién nuclear kappa (NF-k B), pero la conjugaciéon de ISG15
inhibe esta actividad y da como resultado una disminucion de la replicacion
del HCMV 24,

7.4 Otros mecanismos antivirales dependientes de ISG15

7.4.1 La ISGilacion interfiere con la oligomerizacion de proteinas virales.

Muchas proteinas virales dependen de la formacién de oligdmeros o complejos para
realizar sus funciones. La ISGilaciéon de estas proteinas virales como una estrategia
antiviral es particularmente efectivo. ISG15 conjugado causa un impedimento estérico,
evitando una mayor oligomerizacion una vez que se incorpora una proteina
ISGilada. Por lo tanto, un porcentaje relativamente pequefio de ISGilacion de las

proteinas virales puede lograr un efecto inhibidor dominante 24.

Un ejemplo de cuando se afecta la oligomerizacion esta dado por la nucleoproteina
(NP) del virus de la influenza B (IBV), que es un componente de la ribonucleoproteina
(RNP) del IBV y es fundamental para sintetizar el ARN viral. EI NP de IBV ISGilado
actia como un inhibidor negativo dominante de la oligomerizacién de NP (Fig.12), lo
gue restringe la sintesis de ARN viral y reduce la replicacion del IBV. Otro ejemplo es
la proteina L1 de la capside del virus del papiloma humano (VPH) también puede
ISGilarse y luego incorporarse en particulas virales. Tanto el nimero como la
infectividad de las particulas disminuyen debido a alteraciones geométricas de la

capside 2°.
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Figura 12: Cuando la nucleoproteina cuya principal funcién es empaquetar el ARN
viral (NP) es ISGilada por la proteina del gen estimulada por interferon 15 (ISG15)
provoca un impedimento estérico por lo que no se puede llevar a cabo la
oligomerizaciéon dando como consecuencia una disminucion de la infectividad viral.

7.4.2 1SG15 Inhibe la salida del virus.

ISG15 interfiere con la gemacion de particulas al inhibir
las enzimas enddgenas necesarias para este proceso?. En estos ejemplos, no es la
ISGilacion de proteinas virales sino mas bien la modificacién de las proteinas del
huésped que se requieren para la liberacion viral lo que se ve afectado. Se demostrd
que I1SG15 inhibe la gemacion y la liberacion de particulas similares al virus del Ebola
(VLP) y el virus de la leucosis del sarcoma aviar (ASLV). La liberacion de las VLP del
Ebola requiere la ubiquitinacion de la proteina de matriz viral (VP40), que
estd mediada por la proteina ligasa de ubiquitina del hospedador NEDD4. Cuando se
expresd 1ISG15 con VP40, inhibi6 la liberacion de VLP del Ebola puesto que 1ISG15
inhibié la actividad de NEDD4 y bloque6 la ubiquitinacion de VP40 (Fig.13) al bloquear
la interaccion entre NEDDA4 y las enzimas conjugadoras de ubiquitina E2, evitando que

la ubiquitina se transfiriera a NEDD425.
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Figura 13: En la célula del hospedero la conjugacion de la proteina del gen estimulada
por interferon 15 (ISG15) con la proteina E3 ligasa de Ubiquitina (NEDD4) inhibe su
interaccion con (VP40) proteina de matriz en el virus del ébola que media la gemacion
para seguir infectando mas células.

7.4.3 Interferencia de 1ISG15 con la entrada de virus.

Ademas de activar las células inmunes y las vias extracelulares, ISG15 puede interferir
con la infeccién viral en sus primeras etapas. ISG15 interfiere con la entrada de
norovirus. ISG15 es un inhibidor conocido de la replicacion de norovirus y esta
inhibicion ocurre antes de la transcripcion del virus. Se ha propuesto que ISG15
reduce la infeccion por el virus del Zika (ZIKV) al evitar también la entrada del virus. La
presencia de ISG15 extracelular libre reduce los titulos virales intracelulares durante la

infeccién por ZIKV?,

7.5 Propiedades inmunomoduladoras de ISG15 como una citocina

ISG15 también existe como proteina no conjugada. In vivo, se ha detectado ISG15 en
el suero de pacientes tratados con interferén y en ratones infectados por virus. Se ha
propuesto que ISG15 extracelular funciona como una citocina con varias actividades
inmunomoduladoras, incluida la induccién de la proliferacibn de células NK' la
estimulacion de la produccién de IFNy y la induccion de la maduracion de células

dendriticas: y funcionar como un factor quimiotactico para los neutrofilos.
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Recientemente, se identifico el antigeno 1 asociado a la funcion leucocitaria (LFA-1)
como un receptor de superficie celular para ISG15, y su unién a este receptor mediaba
la liberacion de IFNy e IL-10 de células pretratadas con IL-12. Queda por dilucidar si
LFA-1 también contribuye a otras actividades que se han atribuido a ISG15. También
se ha demostrado que la forma no conjugada de ISG15 contrarresta la respuesta

inflamatoria durante la infeccion viral 26.

Ademas de contribuir a las respuestas inmunitarias intracelulares, 1SG15 también
juega un papel importante en la respuesta inmunitaria extracelular. ISG15 puede iniciar
la produccion y secrecion de una amplia variedad de factores antivirales y
antibacterianos, como los IFN de tipo I, las especies reactivas de oxigeno (ROS) vy el
oxido nitrico (NO), ademas de actuar como una citocina extracelular en si misma. En
presencia de ISG15 los macrofagos M1 presentan una mayor produccién de factores
antivirales como ROS 'y NO.Ademéas, los macréfagos estimulados con
ISG15 muestran una mayor autofagia y mitofagia de las células y organulos
infectados. Actualmente se desconoce el mecanismo por el cual ISG15 induce la
polarizacion M1 en macrofagos. Debido a que ISG15 est altamente concentrado en
sitios de infeccién y células apoptéticas, es eficaz para reclutar neutréfilos en areas de

necesidad 2.

En conjunto, estos ejemplos muestran la capacidad de la ISGilacion de proteinas
virales para reducir la eficiencia y la calidad de la produccion de progenie viral y para
limitar la capacidad de las proteinas virales para regular la respuesta inmune del

huésped.
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7.6 Estrategias de evasion viral para eludir ISG15

Varios virus han desarrollado métodos para contrarrestar el efecto antiviral de 1SG15,
incluyendo la desISGilacion, secuestro de proteinas ISGiladas, e interfiriendo con la
sintesis de ISG15 (Fig.14)*.

Virus de la influenza B: La proteina no estructural (NS1) del virus de la influenza B
(NS1 / B) fue la primera proteina viral identificada con actividad de evasién inmune
contra la via ISG15. Inicialmente, se encontr6 que NS1 / B solo se une a ISG15
humano y de primates e inhibe su interaccion con la enzima E1 UBELL, inhibiendo asi
la ISGilacién inducida por IFNB. Sin embargo, estudios recientes en los que se disefid
un IBV recombinante para codificar una proteina NS1 / B que es defectuosa en la
unién de 1ISG15 revelaron que NS1 / B no inhibe la ISGilacion en células infectadas
con IBV.En cambio, NS1 / B se uney secuestra proteinas virales ISGiladas,
particularmente NP viral (Fig. 12). Esto evita la incorporacion de NP ISGiladas en las

ribonucleoproteinas virales (VRNP), inhibiendo la sintesis de ARN viral?®.

Virus vaccinieo E3. La proteina (E3L) desempefia una funcién en la inhibicién de
multiples respuestas antivirales activadas por dsRNA; el virus vaccinieo inhibe
la conjugacion de I1ISG15 para promover la replicacion viral. La proteina E3 del virus
Vacciniea también secuestra ISG15 libre para evitar la propagacion de sefiales
antivirales. En ensayos in vitro, la proteina E3L del virus vacciniea se une a ISG15 de

ratén y humano y antagoniza la ISGilacion 26,

DeslISGilacion mediada por proteasas. Varios virus, especialmente miembros del
orden Nidovirales, que incluye los coronavirus, codifican enzimas capaces de
desconjugar ubiquitina e ISG15 de las proteinas diana para antagonizar las respuestas
del huésped. El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PPRSV) vy el
virus de la arteritis equina (EAV) codifican una proteina L que contiene proteasas que
contienen el gen del tumor de ovario (OTU). Se ha demostrado que estas proteinas
reducen el conjunto total de conjugados de ubiquitina e ISG15 en una célula. Los
coronavirus, incluido el sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), el sindrome
respiratorio-coronavirus de Oriente Medio (MERS-CoV), la cepa 3 del virus de la
hepatitis de raton (MHV-3) y el coronavirus humano-NL63 (HCoV-NL63), codifican
proteasas similares a papaina (PLpro) que también desUbiquitinan y desISGilan

proteinas diana 2°.
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7.7 1SG15y COVID19
El nuevo coronavirus SARS-CoV-2 es la causa del actual brote mundial de la
enfermedad respiratoria por coronavirus 2019 (COVID-19). EI COVID-19 suele
presentar sintomas menos graves y una menor tasa de letalidad, pero se transmite
mas rapidamente en comparacion con el SARS-CoV, que causé el brote de SARS en
2003. El genoma del SARS-CoV-2 comparte una alta identidad de secuencia con el
SARS-CoV. Ambos virus dependen en gran medida de la actividad de proteasas
virales: la proteasa principal (Mpro, también conocida como 3CLpro o proteina no
estructural 5 (nsp5)) y la PLpro (con el dominio de la proteasa de nsp3) para generar

un complejo funcional de funcional y permitir la propagacién del virus®,

Para infectar a un hospedero se requiere que el virus replique su material genético,
una enzima esencial de los coronavirus que es necesaria para procesar las
poliproteinas virales para generar un complejo de replicasas funcional y permitir la
propagacion viral es la PLpro. PLpro también estd implicada en la escision de
modificaciones postraduccionales proteicas en las proteinas del huésped como
mecanismo de evasion contra las respuestas inmunitarias antivirales del huésped®.La
PLpro tiene actividades de desUbiquitinacién y de desISGilacién, se ha propuesto que
tengan efectos inmunomoduladores. La PLpro de SCoV2 inhibe la formacion de
oligbmeros de la proteina asociada a la diferenciacion del melanoma 5 (MDADS)

dependientes de la ISGilacién a través de su actividad enzimética®?.

La proteasa similar a papaina del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SCoV2-
PLpro) y la proteasa similar a papaina del sindrome respiratorio agudo severo (SCoV-
PLpro) comparten un 83% de identidad de secuencia, pero muestran diferentes
preferencias de sustrato en el huésped; SCoV2-PLpro escinde preferentemente la
proteina ISG15, mientras que SCoV-PLpro se dirige predominantemente a las
cadenas de ubiquitina. La estructura de SCoV2-PLpro en complejo con ISG15 revela
interacciones distintivas con el dominio amino-terminal similar a la ubiquitina de ISG15,
destacando la alta afinidad y especificidad de estas interacciones. Ademas, tras la
infeccion, SCoV2-PLpro contribuye a la escision de 1SG15 del factor 3 de respuesta al

interferén (IRF3) y atenla las respuestas al interferén de tipo 3.
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En particular, la inhibicion de SCoV2-PLpro con GRL-0617 (inhibidor no covalente de
SCoV-PLpro) impide el efecto citopatogénico inducido por el virus, mantiene la via
antiviral del interferén y reduce la replicacion viral en las células infectadas. Estos
resultados ponen de relieve una posible estrategia terapéutica dual en la que la
focalizacion de SCoV2-PLpro puede suprimir la infeccion por SARS-CoV-2 y promover

la inmunidad antiviral®®.

8. CAPITULO 4.1

8.1 ISG15/ISGilacién en infecciones no virales.
Ratones deficientes en USP18 son mas susceptibles a la infeccién por Salmonella
entérica subespecie: serovar Typhimurium. Sin embargo, este fenotipo es debido a la
falta de regulacion de interferén de tipo | de sefializacion por USP18, en lugar de la
falta de actividad delSGilasa. Hasta la fecha, el papel de ISG15 en infecciones no
virales es en gran parte vinculado a sus propiedades como un inmunomodulador. Si
ISG15 inhibe directamente la replicacion bacteriana o fungica y la via de conjugacion

sigue siendo desconocida?®.

Si bien los virus han desarrollado mecanismos de inhibicién de ISGilacién, es posible
gue las bacterias también hayan desarrollado mecanismos para modular este sistema,
sin embargo, aln no se ha investigado?’. Algunos datos relevantes que se conocen
hasta ahora sobre la participacién de ISG15 en infecciones bacterianas, se describe a

continuacion.
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Figura 14: Dentro de los mecanismos de evasion que han desarrollado los virus se
encuentra el secuestro de la enzima E1 de activacion y desestabiliza la enzima de
dominio HECT y RLD que contiene la proteina ligasa de ubiquitina E3 (HERCS5), dado
gue sin estos elementos no se puede llevar a cabo la ISGilacion, disminuye su
interaccion con proteinas virales y esto a su vez genera un incremento de la
produccion viral. También actia secuestrando a ISG15 en su forma libre impidiendo
gue se una a sus proteinas blanco o que actle como una molécula de sefializacién y
secuestrando al producto de la via. Proteina del gen estimulada por interferon 15
(ISG15), Proteina similar a la enzima E1 activadora de ubiquitina (UBEIL), Adenosin
trifosfato (ATP), Adenosin difosfato (ADP), enzima conjugadora de ubiquitina
(UBCHB8), Peptidasa especifica de ubiquitina 18 (USP18).

ISG15 y su importancia en la Tuberculosis

La infeccién por Mycobacterium tuberculosis provoca 1,5 millones de muertes al afio.
La tuberculosis es una enfermedad compleja que consta de mudltiples etapas que
involucran patologias derivadas tanto del patdgeno como de la respuesta inmune del
huésped a la infeccién. La infeccién primaria por M. tuberculosis ocurre cuando las
bacterias en aerosol son inhaladas y fagocitadas por macréfagos alveolares La
interaccion de M. tuberculosis con macréfagos reclutados conduce a una respuesta

proinflamatoria y al reclutamiento de células inflamatorias para formar un granuloma?’.
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Los mecanismos por los cuales el IFN tipo | impacta en lainfeccion por M.
tuberculosisy si afecta predominantemente la replicacibn bacteriana y / o la
inflamaciébn no esta bien definido, pero se cree que involucra uno o mas de
los genes estimulados  por interferon (ISG). ISG15 e ISGilacion se regulan
positivamente en respuesta a la infeccion por M. tuberculosis de una manera en gran
medida dependiente de IFN de tipo |. Se sugieren que la sefalizacion a través del
receptor de interferdn alfa (IFNAR) tiene un efecto inmunosupresor durante la infeccion
bacteriana. Sin embargo, la infeccién in vitro por M. tuberculosis de macréfagos
derivados de la médula 6sea ha demostrado que la sefalizacion de IFN de tipo | es
necesaria para la produccion temprana de oxido nitrico sintasa inducible, una defensa
importante contra M. tuberculosis. Ademas, en un ensayo clinico se descubrié que los
IFN de tipo | tienen wun efecto beneficioso contra la tuberculosis
pulmonar. La sefializacion IFN de tipo | también cumple una funciéon protectora en
ausencia de sefalizacion IFN y. Estos informes destacan las funciones complejas del
IFN tipo | y la dificultad de definir un papel claro para esta citocina durante la infeccion
por M tuberculosis apesar de su importancia en la respuesta inmunitaria. En
particular, el IFN- a y el IFN- B. también se administran para tratar enfermedades como
las infecciones virales, algunos canceres y la esclerosis miltiple. Dado que estos
tratamientos pueden provocar la reactivacion de M. tuberculosis latente, es imperativo
comprender los efectos posteriores de estas citocinas sobre dicha infecciony el

resultado de la enfermedad?’.

Se ha demostrado que la expresion de ISG15 puede ser inducida por varios
estimulantes inmunes, tanto de forma dependiente como independiente de IFN de tipo
I. Los ejemplos de inductores dependientes de | FN-B de la expresion de 1SG15
incluyen Salmonella muerta por calor, mientras que el polipéptido triacilado sintético
gue imita el extremo amino aciladado de los LPS bacterianos (Pam3CSK4) y M.
tuberculosis muerta por calor indujeron la expresion de ISG15 independientemente del
IFN tipo 128,
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Los efectos complicados y a veces contradictorios del IFN tipo | probablemente se
deban en parte al hecho de que la sefializacibn a través de IFNAR activa la
transcripcién de mas de 100 ISG. Se ha demostrado que varios de estos ISG se
regulan positivamente durante la infeccion por M. tuberculosis, sin embargo, las
funciones de los ISG individuales durante las infecciones bacterianas siguen siendo en
su mayoria desconocida. Esto demuestra que la respuesta del IFN tipo |
a la infeccién por M. tuberculosis induce efectos protectores y dafiinos para el
huésped, y plantea la cuestién de si las actividades de ciertos ISG se equilibran de
manera diferente en personas individuales para conducir a diferentes resultados de la

enfermedad, posiblemente contribuyendo a la variabilidad en la reactivacion?’.

8.2 Mutaciones en el gen 15

Actualmente se han identificado seis individuos con deficiencia de 1SG15. Estos
individuos con 1SG15 deficiente presentaron susceptibilidad a las micobacterias
ambientales, calcificaciones en los ganglios basales y, contrariamente a lo esperado,
no hubo susceptibilidad a las infecciones virales, pero presentan susceptibilidad
mendeliana a la enfermedad por micobacterias (MSMD). El sindrome de MSMD
predispone a personas sanas a una enfermedad grave debido a una infeccién por
micobacterias débilmente virulentas. EIl MSMD afecta aproximadamente a 1 de cada
50 000 personas expuestas a micobacterias ambientales o cepas de vacunas. Muchos
nifos en todo el mundo todavia estan vacunados con Bacille Calmette-Guerin (BCG)
vivo, que contiene una micobacteria débilmente virulenta disefiada para inducir
inmunidad a la tuberculosis, particularmente en areas en las que esta enfermedad es

endémica 2°.
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En los seres humanos, mutaciones bialelicas en ISG15 resulta en un deterioro de IFN-
y mediada por inmunidad, que conduce a un aumento de la predisposiciéon a
micobacterianas infecciones en la mayoria de los casos, por ejemplo: un paciente con
ISG15 deficiencia por herencia autosdmica recesiva presento, lesiones ulcerosas en la
piel y enfermedad de pulmoén y en el cerebro se observaron calcificaciones en los
ganglios basales. Después de una secuenciacion de Sanger se obtuvo que la paciente
es heterocigota para dos mutaciones en el gen ISG15. Los padres fueron cada uno
heterocigoto para una de las variantes descritas. Sorprendentemente, y a pesar de las
funciones antivirales de 1SG15 descritas en ratones, los pacientes descritos hasta la
fecha no presentan fenotipo de susceptibilidad viral. debe tenerse en cuenta que la
importancia de la asociacion entre el genotipo y el fenotipo observado podria ser

limitada, ya que se han analizado pocos casos *°.
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9. DISCUSION:
Implicaciones generales de ISG15 y la ISGilacion. En los ultimos afios se ha
encontrado a ISG15/ISGilacibn como una proteina que tiene implicaciones en varias
patologias, dentro de las cuales se encuentran algunas, enfermedades
neurodegenerativas, cancer e infecciones. Por ello es importante conocer las
funciones de ISG15 en cada uno de los contextos pues podria ser de utilidad para
entender los mecanismos y sus posibles tratamientos. Por ejemplo, la expresion de
ISG15 es inducida por interferén tipo | y tipo Il, y participa en la respuesta antiviral, la
reparacion del ADN, la autofagia, en la diferenciacion celular, y la proliferacion®3. Sin
embargo, los mecanismos no son del todo claros, y parecen depender del tipo y

contexto celular.

La multifuncionalidad de ISG15 se atribuye en parte a que esta proteina puede
encontrarse en las células de forma extracelular e intracelular. ISG15 se divide en su
forma conjugada o libre, es decir unido a una proteina diana o0 no unido a proteinas
diana. La funcién que ejerce 1ISG15 depende de la forma en la que se encuentre y del
espacio celular en el que este, dichas funciones se han empezado a describir en los
ultimos afios. Mientras que extracelularmente parece actuar como una citocina,
intracelularmente actla como un modificador de proteinas, ademas de encontrarse
también en su forma libre. 32 . La ISGilacién, modula la estabilidad y actividad de las
proteinas* , no obstante, también existe el proceso inverso en el cual la enzima
responsable de llevar a cabo la desISGilacion es USP18 4. Al respecto, una de las
limitantes que existen para entender la funcién e importancia de esta modificaciéon
postraduccional, es que se ha identificado un limitado nimero de proteinas blanco de
ISGilacion. Ademas, ISG15 requiere de residuos de lisina en su proteina blanco para
llevar a cabo la ISGilacién, pero a la fecha no se sabe si existe una secuencia

consenso en sus proteinas blanco para ser sometidas a esta modificacién?.

61



Por otra parte, Ub es conservada desde la levadura hasta los humanos, pero ISG15 es
expresado solo en organismos vertebrados*. Aunado a este hecho, hay menos E3
ligasas para ISG15, mientras que para Ub hay mas de 600 enzimas. Estas diferencias,
sugieren que la ISGilacién es un sistema que pudo ser generado evolutivamente para
modular y mantener adecuadamente diversos procesos moleculares necesarios en los
vertebrados. Por ejemplo, ISG15 libre tiene funciones inmunomodulatorias * , pues el
receptor LFA-1 reconoce a ISG15 y transduce sus sefales para estimular la secreciéon
de IFN- y e IL-10 de las células NK. Por lo tanto, la ISG15 libre que actua como una
citocina, debe tener una via de sefializacion, cuyos componentes intracelulares no son
conocidos por ahora 23, Respecto a la ISGilacién, esta modificacién podria ser central
en diversas patologias, considerando los marcados patrones de su desregulacién que
se han descrito. Adicionalmente, aunque son pocas las proteinas ISGiladas descritas,
ellas se caracterizan por tener funciones cruciales para el mantenimiento de las
células. Entre las proteinas ISGiladas se pueden citar a p53, B-catenina, filamina B, el
antigeno nuclear de proliferacion celular importante ya que se une a la ADN
polimerasa durante la replicacion (PCNA), beclin 1 que se considera tiene
implicaciones en procesos como la tumorigenesis (BECN1) y Parkin, que participan en
varios procesos celulares. Las proteinas ISGiladas presentan monolSGilacién en uno,
dos o varios residuos de lisina 3 .En consecuencia, es requerido la identificacién de

nuevos blancos de ISGilacién y la determinacion de su relevancia funcional.

ISG15/ISGilaciéon en cancer de mama. Se ha estudiado la expresién de ISG15 en
pacientes con diferentes tipos de cancer 4. Uno de los tipos de cancer mas mortales
en el mundo es el cancer de mama 2, donde se ha demostrado que ISG15 se localiza
en el citoplasma y el nucleo de las células®. Se ha encontrado en tumores de tercer
grado una sobreexpresion de ISG15. Solo unas pocas proteinas han sido identificadas
como objetivos de ISGilacién, incluyendo la proteina de citoesqueleto como IQGAP1 y
NMIIA, en células de cancer de mama. Cabe destacar que se ha sugerido el uso de
los interferones de tipo | y Il para tratar esta enfermedad por sus funciones

inmunomoduladoras 3.
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Sin embargo, como se ha descrito, estos interferones estimulan la expresion de
ISG15. El IFN-y podria activar la ISGilacion de proteinas relacionadas con los cambios
citoesqueléticos y mejoraria la motilidad celular, lo cual podria explicar porque en
estudios in vitro se ha observado que la expresion de ISG15 parece tener una funcion
protumoral, y al disminuir la expresion de ISG15 también cae la migracion celular. No
obstante, los genes inducidos por el IFN- y incluyen a otras proteinas no solo ISG15.
ISG15 libre extracelular parece tener una actividad antitumoral in vivo, lo que sugiere

gue el ambiente tumoral es critico para determinar la actividad de 1ISG154.

Se necesitan mas estudios para dilucidar el papel de ISG15 en un contexto de cancer.
Sin embargo, la relacion entre la sefializacion de IFN-y y el sistema de ISGilacion ha

surgido como un factor clave en la tumorigénesis®:.

ISG15/ISGilacion en enfermedades neuroldgicas. Otra de las patologias en las que
se ha encontrado que ISG15 tiene alguna implicacion es en las enfermedades
neurodegenerativas que se destacan por ser incapacitantes. Un ejemplo de esto es el
caso de AT. Se han encontrado depésitos de ISG15/Ubiquitina en tejido cerebral de
pacientes con AT lo que sugiere la posibilidad de que ISG15 contribuya a la atrofia
neuronal'l. La mitofagia también es defectuosa en esta enfermedad, se cree que hay
formacion de cadenas de ISG15 con Mfns las sefiales mediadoras de la autofagia y la
segregacion de mitocondrias ya no es funcional por lo que la mitofagia es inhibida en
las células con AT?. Otra enfermedad es ELA, cuya caracteristica es que se ven
afectadas neuronas motoras!’. Se encontré que ISG15 esta elevado y que la mitofagia
es defectuosa®®. Por lo tanto, para ambos padecimientos una alternativa de
tratamiento podria ser buscar algun inhibidor de ISG15 para que con ello se restaurara
la mitofagia y la autofagia.
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Otras enfermedades neurodegenerativas son las demencias que ocasionan un deterior
en la capacidad intelectual y en la autonomia de quien la padece, como es el caso del
Alzheimer y Parkinson, se ha informado la presencia de depdésitos proteicos plegadas
en regiones cerebrales, lo que sugiere un fracaso en su via de degradacion Ub/26S y
una afectacion en la via autofagica®'. En este contexto, ISG5 podria estar interviniendo
en la ramificacion dendritica y en la densidad de estas. En el cerebro de ratones con
deficiencias dendriticas se ha identificado una sobreexpresion en los niveles de ISG15
especificamente en la corteza prefrontal®® sugiriendo que ISG15 podria inhibir el
desarrollo y el mantenimiento de las dendritas. Sin embargo, un aumento drastico de
ISG15 en cerebro de ratones sometidos a isquemia global®> ha demostrado su
actividad como neuroprotector?®. con ello podria servir como un biomarcador. Por lo

tanto, ISG15 podria también tener una funcién dual en la neuroproteccion del SNC.

ISG15/ISGilacién en infecciones bacterianas y virales. La actividad de ISG15 en
infecciones bacterianas no esta bien definido, sin embargo, podria tener una funcion
como un inmunomodulador. En un estado de infeccién por M. tuberculosis que ISG15
y la ISGilaciéon estan reguladas positivamente en gran medida mediada por IFN tipo | 27
. De manera interesante, las personas que tiene el gen ISG15 mutado y que su
expresion es nula, tienen una mayor susceptibilidad a las infecciones por
micobacterias y calcificaciones en los ganglios basales?®. Respecto a las infecciones
por virus, se sabe que la ISGilacién de proteinas virales disminuye la infectividad del
virus. No obstante, algunos virus han desarrollado mecanismos de evasion que
incluyen el secuestro de las enzimas necesarias para llevar a cabo la ISGilacion?*. Al
respecto, vale la pena mencionar, a SARS-CoV-2, el virus responsable de la pandemia
mundial, que contiene en su genoma informacién para codificar una proteasa similar a
la papaina PLpro, la cual contribuye a la desISGilacion, contribuyendo la infectividad el

virus®?,
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10. CONCLUSIONES:

Las formas de ISG15 libre y conjugado participan de manera importante en
patologias como céncer, enfermedades neurodegenerativas y en infecciones.
Las implicaciones de ISG15 y la ISGilacion de proteinas en diferentes eventos
fisiopatol6gicos son comunes.

Los mecanismos moleculares de accion y de regulacién en los contextos
especificos en los que participa ISG15 son objeto de futuros estudios.

El entender la base molecular de ISG15 y la ISGilacion podria ser Util para
generar nuevos blancos terapéuticos para enfermedades como el cancer o del
SNC, asi como infecciones.

La comprension de los diversos procesos de ISGilacion podria ayudar a

establecer nuevos biomarcadores para diversas enfermedades.
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PERSPECTIVAS:

e [SG15 es una proteina de la cual aun quedan varios mecanismos por describir
que contribuyan a determinar proteinas blanco de ISGilacibn en el caso
particular de cancer y enfermedades neurodegenerativas podria ser util como
un biomarcador queda por comparar con los biomarcadores que actualmente
se utilizan en dichas patologias, aunado a esto se tendria que evaluar la
facilidad de deteccion en diferentes tipos de muestras.

e Falta por dilucidar si ISG15 también tiene una funcién antiviral en los individuos
que son nulos para ISG15 y no presentaban mayor susceptibilidad a

infecciones, es decir cual es su respuesta ante el virus SARS-CoV2.
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