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RESUMEN.

El interferon gamma (IFN-y) es una citocina crucial para la homeostasis. La via de sefializacion
del IFN-y se basa en la activacion del sistema JAK/STAT, particularmente JAK1/2 y STAT1. La
unidn de IFN-y a su complejo receptor resulta en la fosforilacion y dimerizacion de STAT1, para
su posterior enriquecimiento dentro del nucleo y unién a regiones regulatorias para modular la
expresion de genes blanco del IFN-y. ISG15 (Gen de 15 KDa estimulado por interferon) codifica
una proteina similar a la ubiquitina, y su conjugacion covalente a proteinas sustrato se denomina
ISGilacion, un proceso analogo a la ubiquitinacion. Aunque en cancer de mama y glioblastoma,
el IFN-y incrementa la expresion de ISG15, no se ha evidenciado este efecto en otros tipos
celulares, entre ellos la microglia. La microglia es central en la homeostasis cerebral, pero su

activacion desregulada puede contribuir a neuropatologias.

En este trabajo, evaluamos los niveles de ISG15 en lineas celulares derivadas de microglia y
tumores gliales, y su modulacion por IFN-y. Asi mismo, analizamos la distribucion subcelular
en células de microglia y el efecto del IFN-y sobre su localizacién, morfologia y viabilidad
celular. Ademas, analizamos la expresion de ISG15 en microglia obtenida de un modelo de is-
quemia murino en comparacién con una condicidon no isquémica. Los resultados sugieren que
IFN-y induce la expresion de ISG15 en células de microglia. Se observo que IFN-y no afecta la
viabilidad de este tipo de células, pero si induce cambios morfoldgicos que sugieren su activa-
cion. La deteccion de ISG15 se incrementa en el citoplasma en respuesta al IFN-y. Interesante-
mente, la expresion de ISG15 se incrementa y parece estar asociada con un fenotipo isquémico.
Por lo tanto, un eje de regulacion de IFN-y/ISG15 podria ser critico en la activacion de microglia

y neuropatologias como la isquemia.






INTRODUCCION.

I. E1 SISTEMA NERVIOSO CENTRAL (SNC).

El SNC, es un conjunto de nervios y masas del cual presiden las funciones de todas las partes
del organismo, formado por dos estructuras que se conectan entre si: el encéfalo y la médula
espinal. Ambos estan recubiertos por tres capas de meninges que los protegen, y se encuentran
resguardados dentro de estructuras oseas: el encéfalo en el craneo y la médula espinal en la
columna vertebral (Figura 1). El encéfalo incluye el cerebro, las estructuras subcorticales, el
tronco encefalico y el cerebelo. Por su parte, la médula espinal se prolonga hacia abajo desde el

tronco encefalico y recorre el conducto vertebral (Torres A., 2023).
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1.1 Partes del encéfalo.

A. El sistema limbico: es un conjunto de estructuras cerebrales complejas e interconectadas,
situadas alrededor del tdlamo y por debajo de la corteza cerebral. Su principal funcion es regular
las emociones y el comportamiento. Incluye componentes fundamentales para la vida afectiva,
que colaboran con otras areas del cerebro en el procesamiento de la memoria, los pensamientosy
las motivaciones. Entre estas estructuras se encuentran el hipotalamo, el hipocampo, la amigdala

y otras cuatro regiones relacionadas (Figura 2) (Pérez E., 2017).
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Figura 2. El sistema limbico: conjunto de estructuras cerebrales que juega un papel cru-
cial en la regulacion de las emociones, la memoria y el comportamiento. (Tomado de “El
sistema limbico y las dreas relacionadas”’, Pérez E. 2017).

B. Cerebro: Es un 6rgano complejo que regula todo lo que haces, como tus sentidos, emociones,
pensamientos, recuerdos, movimientos y comportamiento (Figura 3). Incluso controla procesos
inconcientes, como la respiracion, la temperatura corporal y la frecuencia cardiaca. Estd com-
puesto por un sistema que funciona enviando y recibiendo informacion entre las células nervio-
sas, llamadas “neuronas”. Luego, traduce esta informacion a un lenguaje que tu cuerpo puede

entender, para que puedas funcionar correctamente (Nava Segura J., 2017).

Cerebro

+ Cerebelo
Figura 3. El cerebro: es la parte del sistema nervioso
central que estd contenido en el craneo y se compone

de cerebro, cerebelo, protuberancia y bulbo raquideo.
Bullo Raquido



De manera general se divide en dos hemisferios (Figura 4):

1. El hemisferio izquierdo del cerebro: El lado izquierdo del cerebro controla al lado

derecho del cuerpo. Se encarga principalmente de controlar los movimientos y sensacio-
nes del lado derecho del cuerpo. Las personas que tienden a usar mas este hemisferio
suelen mostrar facilidad en areas como las matematicas, la logica y las ciencias, y un
enfoque mas estructurado en su forma de aprender y resolver problemas (Nava Segura

1.,2017).

El hemisferio derecho del cerebro: El lado derecho del cerebro controla el lado iz-
quierdo del cuerpo y esta relacionado con funciones mas intuitivas, creativas y emocio-
nales (Figura 4). En Este hemisferio predominan actividades visuales, artisticas y musi-
cales, asi como en la comprension emocional y el pensamiento holistico. (Nava Segura

1.,2017).

T Hemisferio derecho

Pensamiento
holistico

Intuicion
Creatividad

Arte y
musica

Figura 4. Los hemisferios cerebrales: son las dos mitades, en las que se divide el cerebro hu-
mano. Cada hemisferio tiene funciones especificas y trabajan de manera interconectada para
llevar a cabo una amplia gama de funciones cognitivas, motoras y sensoriales. (Tomado de
“Estructuras que componen el Sistema Nervioso”, 2016).

C. Cerebelo: Esta estructura se encuentra ubicado en la parte posterior e inferior del cerebro,

el cerebelo ha sido tradicionalmente reconocido por su papel en el control del equilibrio, la

postura y la coordinacién de los movimientos musculares.



Participa activamente en procesos cognitivos como la planificacion, la atencion y la toma de
decisiones, conocidos como funciones ejecutivas. Ademds, contribuye a la regulacion del

tiempo y la sincronizacion de las respuestas emocionales (Hirsch L., 2022).

D. Bulbo raquideo: Es la parte mas inferior del tronco encefalico. Regula las actividades auto-
nomas relacionadas con las funciones cardiacas, respiratorias, reflejas y vasomotoras. El bulbo
raquideo recibe irrigacion de las arterias cerebelosas inferiores y la arteria espinal anterior

(Hirsch L., 2022).

1.2 La médula espinal.

Es una estructura fundamental del sistema nervioso central (SNC), situada dentro del conducto
vertebral, el cual esta conformado por las porciones posteriores y los cuerpos vertebrales de las
vértebras cervicales, tordcicas, lumbares, sacras y coccigeas (Figura 5). Anatdmicamente, la mé-
dula espinal actia como un eje de comunicacidn bidireccional entre el encéfalo y las estructuras
periféricas del cuerpo, permitiendo la transmision de impulsos nerviosos motores, sensitivos y
autonomos. Ademas, es el centro integrador de numerosos reflejos espinales, los cuales no re-

quieren la intervencion cortical para su ejecucion (Serrano C, 2023).

Vista posterior

m Vista desde arriba
Disco . \
‘\‘ ‘I

|
Figura 5. Anatomia de la medula espinal
(Tomado de Healtwise, 2016).

La médula espinal se organiza en segmentos bien definidos: cervical, toracico, lumbar, sacro y
coccigeo. A partir de estos segmentos emergen 31 pares de nervios espinales a través de los
foramenes intervertebrales (Figura 6) : 8 cervicales, 12 toréacicos, 5 lumbares, 5 sacros y 1 coc-

cigeo (Serrano C, 2023).
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Al igual que el resto del sistema nervioso central, la médula espinal esta conformada por dos
tipos fundamentales de tejido nervioso. La materia gris se localiza centralmente y esta com-
puesta predominantemente por somas neuronales, interneuronas y células gliales, lo que le con-
fiere su color caracteristico. En contraste, la materia blanca rodea a la materia gris y esta cons-
tituida principalmente por axones mielinizados, organizados en haces o tractos, que permiten la
conduccion rapida de impulsos nerviosos a lo largo de distintas regiones del sistema nervioso

(Figura 7), (Serrano C, 2023).

Materia blanca

Materia gris

Figura 7. Materia blanca y materia gris del cerebro,
(Tomado y modificado de Medline Plus, 2024).



Tabla 1. Caracteristicas de Materia blanca y materia gris, (Tomado y modificado de Khan Academy, 2024).

Caracteristicas. Materia gris Materia blanca
Componentes Cuerpos celulares neuronales y den- | Axones mielinizados y amielinicos.
dritas.
Color Colorada por los cuerpos celulares | Colorada por la mielina, una cubierta pro-
neuronales. tectora de los axones.
Ubicacion En la superficie del cerebro (corti- | En los tejidos més profundos del cerebro
cal). (subcorticales).
Funcion Procesamiento de la informacion. Conexion entre areas de materia gris y entre
la materia gris y el resto del cuerpo.

1.3 Camino ascendente hacia el cerebro.

Las vias ascendentes, también denominadas vias aferentes somatosensoriales, comprenden los
trayectos neuronales responsables de conducir informacion sensitiva desde la periferia corporal
hacia los centros superiores del sistema nervioso central, particularmente el encéfalo. Estas vias
resultan esenciales para la percepcion consciente del entorno y para la integracion de estimulos
tactiles, nociceptivos, térmicos y propioceptivos. El procesamiento sensorial inicia con las neu-
ronas de primer orden, cuyos cuerpos celulares se encuentran en los ganglios espinales dorsales.
Estas neuronas reciben estimulos provenientes de receptores cutdneos y propioceptores muscu-
lares o articulares, y proyectan sus axones hacia la médula espinal, donde establecen sinapsis

con neuronas de segundo orden ubicadas en la asta dorsal (Thau L, Reddy V, Singh P., 2022).

Las neuronas de segundo orden transmiten la informacion hacia estructuras superiores como el
tadlamo o, en algunos casos, directamente al cerebelo, dependiendo de la modalidad sensitiva
implicada. Finalmente, las neuronas de tercer orden, localizadas en el talamo, proyectan hacia
la corteza somatosensorial primaria del l6bulo parietal, donde la informacion sensitiva es inter-
pretada de manera consciente.Entre las modalidades sensoriales que viajan a través de estas vias
se encuentran el tacto fino y grueso, la presion, el dolor, la temperatura, asi como la propiocep-

cion consciente del cuerpo en el espacio (Thau L, Reddy V, Singh P., 2022).



1. E1 SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO (SNP).

Est4 formado por todos los nervios craneales y espinales, asi como por los ganglios asociados,
los cuales se originan a partir del encéfalo y la médula espinal. Su principal funcion es establecer
una via de comunicacion bidireccional entre el sistema nervioso central (SNC) y los 6rganos,
tejidos y receptores periféricos (Figura 8). Desde el punto de vista funcional y estructural, el

SNP se divide en dos componentes principales (Clinica Universidad de Navarra, 2023):

1. El Sistema Nervioso Somatico (SNS): es responsable de transmitir informacion sensorial
desde los receptores periféricos hacia el SNC. Este sistema permite la percepcion consciente

del entorno y posibilita la ejecucion de movimientos voluntarios.

2. El Sistema Nervioso Autonomo (SNA): regula funciones corporales involuntarias, tales
como la frecuencia cardiaca, la respiracion, la digestion y el didmetro pupilar. A su vez, se

subdivide en dos ramas: el sistema nervioso simpatico y el sistema nervioso parasimpatico.

La funcionalidad del SNP es esencial para la supervivencia y el bienestar del organismo.Debido
a su capacidad para transmitir sefiales entre el SNC y el resto del cuerpo, participa en multiples
procesos: desde la percepcion de estimulos externos hasta la regulacion de funciones viscerales.
En conjunto, sus acciones aseguran una adaptacion eficiente del organismo a su entorno (Clinica

Universidad de Navarra, 2023).

nervioso
Medula central
espinal

Encéfalo :| Sistema
3~ 0 .

Figura 8. El Sistema Nervioso Periférico (SNP):
(Tomada de Khan Academy, 2020).



III. LAS CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO.
3. LAS NEURONAS.

Son células especializadas que conforman la unidad funcional del sistema nervioso central y
periférico. Su principal funcion es la transmision de sefiales eléctricas y quimicas para permitir
la comunicacion entre distintas regiones del cuerpo y el sistema nervioso central, que son c¢lulas
especializadas que constituyen la unidad estructural y funcional bésica del sistema nervioso,

tanto central como periférico (Figura 9), (Woodruff A., 2024).

Desde el punto de vista morfoldgico, las neuronas presentan dos tipos principales de
prolongaciones: dendritas y axones. Las dendritas, que suelen ser cortas y ramificadas, estan
especializadas en la recepcion de sefiales provenientes de otras neuronas. En contraste, el axon
es una prolongacion Unica y generalmente mas larga, encargada de transmitir impulsos
nerviosos desde el cuerpo celular (soma) hacia otras células, ya sean neuronas o células

efectoras, como las fibras musculares (Woodruff A.,2024).

Figura 9. Estructura de una neurona: Tipo de célula que recibe y envia mensajes entre el cuerpo
y el encéfalo. Los mensajes se envian por medio de una corriente eléctrica debil. También se llama
célula nerviosa, neurocito y neuron. (Tomada de “The Conversation-UK”, 2020).

La comunicacion entre neuronas no ocurre de manera aislada, sino a través de redes o circuitos
neuronales, formados por grupos de neuronas interconectadas. Esta interconexion ocurre me-
diante estructuras altamente especializadas denominadas sinapsis, que permiten la transmision

de senales eléctricas o quimicas entre las membranas celulares de las neuronas.



Algunas neuronas estan especializadas en establecer sinapsis con cé¢lulas musculares, formando
lo que se conoce como uniones neuromusculares o placas motoras. Estas estructuras son esen-
ciales para la activacion de los musculos esqueléticos y, por tanto, para la ejecucion del movi-

miento voluntario (Mayo Clinic, 2024).

3.1 Morfologia de las neuronas.

Las neuronas presentan una morfologia altamente especializada y variable, siendo consideradas
las células mas complejas del organismo. Su estructura general se divide en tres regiones prin-

cipales: soma, dendritas y axon (Figura 10).

El soma, o cuerpo celular, actiia como el centro metabolico de la neurona. Alberga los organelos
esenciales para la sintesis de proteinas y otras funciones vitales, como el reticulo endoplasmatico
rugoso (encargado de la produccion proteica) y el nicleo, que contiene el ADN y regula la acti-

vidad genética de la célula (Megias M, Molist P, Pombal MA., 2023).

Las dendritas son extensiones ramificadas que se proyectan desde el soma y que, en ciertos
tipos neuronales, pueden alcanzar una gran complejidad. Estas estructuras estan especializadas
en la recepcion de sefiales sinapticas, y su direccion de conduccidn es centripeta, es decir, llevan

la informacion desde la periferia hacia el soma (Megias M, Molist P, Pombal MA., 2023).

El axén es una prolongacion tubular de longitud variable, cuya funcion es transmitir el impulso
nervioso desde el soma hacia otras neuronas o células efectoras. Presenta conduccion centrifuga
y, en neuronas de trayecto largo, suele estar recubierta por una vaina de mielina que facilita la

conduccion rapida del impulso. (Megias M, Molist P, Pombal MA., 2023).
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Figura 10. Morfologia de la neurona: (Tomada de la publicacion del Dr. Morales J.A., 2021).
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3.2 Clasificacion estructural y funcional de las neuronas.

Dependiendo de la estructura, asi como de las funciones de la neurona, de su morfologia y del
numero de prolongaciones que se extienden de estas, las neuronas se clasifican en (Cinthia Se-

rrano, 2024).

1. Unipolar-sensorial: se caracteriza por presentar una Unica prolongaciéon que emerge del
soma, la cual luego se bifurca en una rama periférica y una rama central. Su funcion principal
es captar estimulos del entorno externo e interno y conducir esta informacion hacia el sis-

tema nervioso central para su procesamiento (Figura 11), (Serrano C., 2024).

2. Bipolar-motora: posee dos prolongaciones que emergen del cuerpo celular: una dendrita
y un axon. Estas neuronas se localizan en estructuras sensoriales especializadas como la
retina (capa de neuronas bipolares), el epitelio olfatorio y los ganglios vestibulares y co-
cleares del oido interno. Estan involucradas en la transmision de informacion sensorial es-

pecifica, como la vision, el olfato y el equilibrio (Figura 11), (Serrano C., 2024).

3. Multipolar-interneurona: es el tipo de neurona mas abundante en el sistema nervioso cen-
tral. Se caracteriza por tener multiples dendritas y un unico axén. Participa en la integracion
y transmision de sefiales dentro del SNC, actuando como puente entre neuronas sensoriales,
interneuronas y motoras. Ejemplos representativos incluyen las neuronas motoras de la mé-
dula espinal, las neuronas piramidales de la corteza cerebral y las neuronas ganglionares

viscerales ( Figura 11), (Serrano C., 2024).
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Axén -—-L" Axon <,I 0 (Tomado y modificado de Labster.com.,
‘~;L_ Nédulo neurofibrilar —3¢ \ 2021).
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IV. LA NEUROGLIA.

El término “neuroglia” proviene del griego "neuro" (nervio) y "glia" (pegamento), lo que refleja
su funcion inicialmente entendida como un soporte estructural para las neuronas. La neuroglia,
o c¢lulas gliales, constituye un grupo celular esencial dentro del sistema nervioso, cuya funcion
principal es brindar soporte estructural, proteccion y sustento metabodlico a las neuronas (Figura
12). Aunque no participan directamente en la conduccion de impulsos eléctricos, ya que carecen
de la capacidad para generar potenciales de accion debido a las propiedades de su membrana,
su papel resulta crucial para el funcionamiento integral tanto del sistema nervioso central (SNC)
como del periférico (SNP). Tradicionalmente se las ha considerado como células auxiliares,

encargadas nicamente de mantener el ambiente neuronal (Pan S., 2024).

Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que durante el desarrollo del sistema
nervioso, la neuroglia interviene en procesos clave como la proliferacion, migracion y diferen-
ciacion de precursores neuronales, asi como en la sinaptogénesis y la mielinizacion. (F.W. Pfrie-
ger., 2002). En el SNC adulto, las células gliales también son capaces de modular la actividad
sinaptica, regulando la intensidad de las respuestas postsinapticas y coordinando la comunica-
cion entre redes neuronales, lo que evidencia su participacion activa en el procesamiento de la

informacion (Miller G.,2005).

Hoy en dia, se reconoce que la neuroglia desempefia multiples roles, incluyendo la regulacion
del entorno neuronal, que participan en procesos esenciales como la modulacién sinéptica, la
formacion de mielina y la respuesta a lesiones, la reparacion de tejidos danados y la defensa

inmunolégica del sistema nervioso (Parker E. Ludwig; Joe M. Das, 2023).

dendrita

¥ celulas

v < inicrogheles: § 4 Figura 12. La diversidad de células del

SNC (Tomado microbiologiaitalia, 2022).
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4.1 Cronologia de los primeros indicios de la neuroglia.

El conocimiento de la neuroglia tiene sus principios desde 1856, cuando Rudolf Virchow la

denomind “nevernkitt”, que significa “pegamento nervioso”, y las describié como: “una pobla-

cion de células distintas de las neuronas”, abriendo paso a un campo diferenciado del estudio

del SNC y las mismas neuronas (Kettenmann H.,Ugursu B., et al., 2025).

Afio (s) | Evento
1856/1858 | Rudolf Virchow define y publica la primera imagen de la neuroglia.

1893 Gustav Retzius estudi6 sistematicamente las células gliales en todas las clases de vertebrados.
especificamente los géneros Myxine (pez brujo) y Petromyzon (lamprea). A partir de ello se
publicaron varios ensayos sobre la neuroglia:

“Estudios sobre epéndimo y neuroglia”
“La neuroglia del cerebro en humanos y mamiferos”
“Células de soporte de la médula espinal”

1895 Michael von Lenhossek publico: “La estructura detallada del sistema nervioso a la luz de las
ultimas investigaciones

1895 Carl Weigert desarroll6 un método de tincién que marcaba fibras y nticleos en el tejido cerebral
humano. Afirmoé que esta estructura fibrosa representaba la neuroglia. De esta investigacion
publico: "Sobre el conocimiento de la neuroglia humana normal" (se acufia el termino astro-
cito)

1903/1905 | Hans Held, publico un libro sobre neuroglia titulado "La estructura de la neuroglia"/También
estudio y describio las células gliales de la sanguijuela.

1960 Después de décadas de investigacion se confirma que los oligodendrocitos son los formadores
de mielina, generando asi un soporte metabolico.

Tabla 2. Las primeras investigaciones de la neuroglia, (Informacion tomada de “The Concept of Neuroglia” 2025).

4.2 Tipos de neuroglia.

La neuroglia, se clasifica en distintos tipos segiin su localizacion y funcion. En el sistema ner-

vioso central, cada categoria contiene diversos tipos de células , cada una de las cuales desem-

pefia funciones Unicas y vitales en el sistema nervioso central (SNC) y el sistema nervioso peri-

férico (SNP), (Figura 13), (Kettenmann H.,Ugursu B., et al., 2025).
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- La neuroglia en el Sistema Nervioso Central (SNC) (Figura 13).

o Los oligodendrocitos: Estas células son responsables de producir la vaina de mielina
que aisla los axones neuronales, mejorando la velocidad de transmision de sefales eléc-
tricas, Estas se alinean a lo largo de las fibras nerviosas en el SNC y en la sustancia
blanca ( Pan S., 2024).

e Los astrocitos: Son células gliales de morfologia estrellada, caracterizadas por sus
prolongaciones finas y ramificadas que establecen contacto tanto con neuronas como
con vasos sanguineos. Su funcién principal es proporcionar soporte estructural a las
neuronas y anclarlas a las fuentes de aporte nutricional, participando activamente en el
intercambio de sustancias entre los capilares y el tejido nervioso. Desempeifan un papel
fundamental en la homeostasis del microambiente extracelular, regulando la concen-
tracion ionica y reciclando neurotransmisores liberados durante la actividad sinaptica.
Los astrocitos también contienen glucogeno, que se descompone y se libera como lac-

tato, que es un nutriente neuronal, durante la actividad neuronal (Pan S., 2024).

e Las células ependimales: Estas células que recubre los ventriculos del SNC y el canal

central de la medula espinal, y se subdividen en:

I.  Los ependimocitos promueven el movimiento de sustancias entre las neuronas

y el liquido cefalorraquideo (LCR).

Il.  Los tanicitos responden a los cambios hormonales en la sangre, influyendo en

diversas funciones fisiologicas.

1. Las células epiteliales coroideas regulan la composicion quimica del LCR.

e La microglia: Son pequenas células fagociticas flexibles que actuian como defensores in-
munes del sistema nervioso central. Derivan de precursores mesodérmicos y cumplen fun-
ciones de vigilancia, fagocitando restos celulares, patdgenos y productos de degradacion.
Modulan su entorno, detectando lesiones en la neurona. absorbiendo patdégenos y desechos

para mantener su salud (Pan S, 2024).
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-La neuroglia en el Sistema Nervioso Periférico (SNP) (Figura 13).

* Las células de Schwann: son células encargadas de formar la vaina de mielina alre-
dedor de los axones, lo que aumenta la velocidad de conduccidon nerviosa, también

participan en la regeneracion axonal tras una lesion (Pan S., 2024).

* Las células satélites: son células gliales que rodean los somas neuronales en los ganglios
del sistema nervioso periférico. Su funcion es brindar soporte estructural, regular el mi-

croambiente extracelular y participar en el intercambio de nutrientes y desechos (Pan S.,

2024).
Tipos de Neuroglia
: 2 Sistema Nervioso
Sistema Nervioso Central e
Celulas Satelitales
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Figura 13. Tipos de células gliales que se encuentran en el SNC y SNP (Tomado de Biology Notes Online 2024).

4

»

15



4.3 Funciones principales de la neuroglia.

e Regulacion del entorno neuronal/homeostasis: La funcion principal de la neuroglia
abarca diversos procesos homeostaticos. Son células cruciales, que ayudan a mantener
un entorno quimico estable para las neuronas, regulando la concentracion de iones, neu-
rotransmisores y nutrientes en el entorno extracelular. Por ejemplo, los astrocitos regulan
los niveles de potasio y transportan nutrientes como la glucosay el lactato a las neuronas,

satisfaciendo asi sus necesidades energéticas (A. Martinez-Gomez, 2014).

e Soporte estructural y mecanico: La diversidad de las células gliales refleja su especia-
lizacion evolutiva, lo que les permite desempefiar varias funciones. Desde apoyar el
desarrollo neuronal y moldear la citoarquitectura del sistema nervioso; actuando como
un andamio que mantiene a las neuronas en su lugar y les proporciona soporte fisico,
indispensable para el correcto funcionamiento tanto del SNC como del sistema nervioso

periférico (SNP) (A. Martinez-Goémez, 2014).

e Participacion en la reparacion y regeneracion: Ejerce un papel crucial en la repara-
cion de tejidos dafiados, promoviendo la regeneracion de axones y la remielinizacion (A.

Martinez-Goémez, 2014).

e Modulacion de la sefializacion neuronal/sinaptica: Influye en la eficiencia y regula-
cion de la liberacion de neurotransmisores y la comunicacion entre neuronas, facilitando
la comunicacion dentro del sistema nervioso y neuronal, desempefiando un papel clave

en los procesos de sefializacion y la funcion cerebral (A. Martinez-Gomez, 2014).

e Proteccion y defensa: Desempefia funciones defensivas, protegiendo al sistema ner-
vioso de infecciones y elimina células dafiadas. Ademas, durante afecciones patologicas
pueden volverse reactivas, iniciando respuestas inflamatorias para proteger el tejido ner-

vioso (A. Martinez-Gomez, 2014).

e Nutricion y suministro de energia: Las cé¢lulas gliales, especialmente los astrocitos,
son responsables de proporcionar a las neuronas nutrientes esenciales como glucosa, asi

como oxigeno para mantener su actividad (A. Martinez-Gomez, 2014).
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Formacion de mielina: En el sistema nervioso central (SNC), los oligodendrocitos, y
en el sistema nervioso periférico (SNP), las células de Schwann, se encargan de producir
la vaina de mielina que envuelve los axones neuronales. Esta estructura actiia como ais-
lante, optimizando la transmisioén de los impulsos nerviosos y permitiendo que se pro-

paguen con mayor velocidad y eficiencia (A. Martinez-Gomez, 2014).

La neuroglia no es en realidad un tejido separado, sino células altamente ramificadas y
con forma de estrella incrustadas en el tejido cerebral y medular. Se entremezclan con
las células nerviosas de la materia gris y con las fibras nerviosas de la materia blanca,
formando asi un sistema de soporte (Rahman MM., et al, 2022). En el ambito de la neu-
rociencia, este entramado ha llevado a replantear el papel de las células gliales en diver-
sos trastornos neuroldgicos, donde el sistema nervioso se desvia de su funcionamiento
fisiologico hacia un estado patolégico. En tales condiciones, las células gliales pueden
asumir un rol determinante en la progresion y desarrollo de dichas alteraciones (Rahman

MM, et al, 2022).

4.4 Neuroglia y enfermedad.

La disfuncion o el dafio a la neuroglia pueden contribuir al desarrollo y la progresion de

diversas enfermedades neurologicas. A continuacidn, se presentan algunos ejemplos:

Enfermedades neurodegenerativas: En enfermedades como el Alzheimer, el Parkin-
son y la enfermedad de Huntington, las células gliales pueden volverse disfuncionales,
lo que contribuye al dafio neuronal y a la progresion de la enfermedad (Rahman MM.,

et al, 2022).

Esclerosis multiple: Esta enfermedad autoinmune afecta principalmente a los oligoden-
drocitos, provocando desmielinizacion y alteracion de la transmision de sefiales nervio-

sas (Rahman MM, et al, 2022).

Tumores cerebrales: Los tumores gliales, también conocidos como gliomas, pueden
surgir de las cé€lulas gliales. Estos tumores pueden ser benignos o malignos y afectar la

funcioén cerebral (Rahman MM., et al, 2022).
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e Neuroinflamacion: Las células gliales desempefian un papel crucial en la neuroinfla-
macion, la respuesta inmune en el cerebro, que puede ser tanto protectora como dafiina

en diversas afecciones neuroldgicas (Rahman MM., et al, 2022).

o Las células gliales como impulsoras de la neurodegeneracion: Estudios recientes su-
gieren que las células gliales, en particular la microglia y los astrocitos, pueden desem-
pefiar un papel mas activo en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas de

lo que se creia anteriormente (Rahman MM, et al, 2022).

e En desérdenes neuroldégicos psiquiatricos: Se plantea la posibilidad de que la neuro-
glia participe en afecciones como la epilepsia, esquizofrenia, ansiedad, depresion, tras-
torno bipolar, entre otras. Esto se debe a su estrecha interaccion con las neuronas, ya que
regula los niveles de iones y neurotransmisores en la hendidura sinaptica, ademas de
tener la capacidad de inducir procesos de potenciacion o depresion sinaptica (Rahman

MM, et al, 2022).

La investigacion sobre la neuroglia debe ampliarse hacia campos de estudio mas profun-
dos, considerando que el cerebro estd compuesto en un 80-90 % por estas células. Com-
prender a fondo sus funciones podria abrir nuevas posibilidades para el disefio de estra-
tegias terapéuticas que favorezcan el o0ptimo desempefio del sistema nervioso (A. Mar-

tinez-Gomez, 2014).

V. GENERALIDADES DE LA MICROGLIA.

El término “microglia” fue acuiado en 1919 por Pio del Rio Hortega, al caracterizar por primera
vez su morfologia y sus funciones. Es caracterizada como la célula glial més pequefia del SNC,
que en condiciones fisioldgicas normales es muy versatil, ya que incluye cambios rapidos en su
morfologia celular, expresion y funcion génica, dependiendo del lugar del cerebro en que se
encuentre y de las sefiales quimicas que reciba cada una de las células gliales colindantes (Ca-

taldo A., et al 2017)
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Durante mucho tiempo su funcion permanecié incierta; no obstante, en la actualidad se reconoce
que estas células participan en la respuesta inmune del sistema nervioso central (SNC), desem-
pefiando un papel similar al de los macréfagos, ya que eliminan restos celulares y neuronas

dafiadas del tejido nervioso mediante el proceso de fagocitosis (Hickman S., et al, 2013)

La densidad de la microglia residente varia segun las regiones del cerebro; predominan en la
materia gris, con las concentraciones mas altas en el hipocampo, los ganglios basales, la sustan-
cia gris y la corteza olfativa. Esta es capaz de autorrenovarse, lo que mantiene la poblacion
constante. Representando aproximadamente el 10% de lapoblacion total de células cerebrales, y
aproximadamente son el 5 al 20% de la poblacion total de células gliales (Hickman S., et al,

2013)

El origen embridnico de estas células es distinto del resto de neurogliales, debido a que la micro-
glia deriva durante la embriogénesis de macrofagos del saco vitelino, los cuales migran al neu-
roepitelio durante el desarrollo intrauterino, y dan lugar al sistema inmune en el cerebro adulto,
mostrando un transcriptoma tnico que las distingue tanto del SNC como de las células inmuni-

tarias periféricas.

Durante el desarrollo del SNC, la microglia tiene funciones importantes en el refinamiento de
los circuitos sindpticos, que incluyen el ajuste de las tasas de activacion neuronal para optimizar
las redes neuronales y la produccion de factores neuromoduladores En el cerebro inmaduro, la
microglia ameboidea tiene un papel activo tanto en la fagocitosis de las neuronas apoptoticas
como en la promocidn de la muerte celular programada. En el cerebro adulto, la microglia ra-
mificada puede también regular la neurogénesis de la circunvolucion dentada del hipocampo
(Prinz M., 2019). Bajo la influencia del microambiente del SNC, los precursores microgliales
maduran a partir de una morfologia ameboide a un fenotipo ramificado y es capaz de autorre-

novarse, lo que mantiene la poblacion microglial durante toda la vida (Robinson M., 2015).
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Microglin

Figura 14. La microglia en el cerebro: es la unica de las células gliales que protege el cerebro
(Tomado de BBC News 2024).

5.1 M1 y M2, los fenotipos funcionales de la microglia.

La microglia responde a casi todos tipos de lesion del SNC al cambiar de una vigilancia o en-
torno, al presentar una diversidad de fenotipos y tiene la capacidad de modificarlos para mante-
ner la homeostasis cerebral y puede clasificarse en dos tipos opuesto de fenotipos: cldsica (M1)
o alternativa (M2), ambos incluyen cambios rdpidos en la morfologia celular, expresion quimica

y funcion génica (Figura 15), (Robinson M., et al, 2015).

Sin embargo, los estudios morfoldgicos, moleculares y genéticos indican que esta subdivision
es una simplificacion excesiva engafiosa. Las microglias en reposo estudian activamente su en-
torno, (Gao C, 2023). Las microglias activadas constituyen una poblacion heterogénea que
cambia dindmicamente de fenotipo segun el tipo de estimulo y microambiente, participando no
solo en los mecanismos de lesion sino también en la neuroproteccion, reparacion y refinamiento

del circuito en el SNC (Gou S., et al, 2022).

Segun la influencia del entorno, su fenotipo se caracterizd inicialmente en células periféricas,
por lo que se observo la activacion cldsica de macrofagos después de la exposicion a citocinas
de tipo Th1 como IFN-y. Sobre la base de la observacion, las células mieloides 'activadas clasi-
camente' (LPS + IFN-y) se denominan 'M1'; mientras que las células 'activadas alternativamente'

(tratamiento con IL4 en presencia o ausencia de IL13) se denominan 'M2' (Gou S., et al, 2022).
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Esto indica que la funcion de la microglia es modulada a través de receptores con agentes exo-
genos para lograr un fenotipo particular y mecanismos denominados colectivamente como el
sensoma, estas contienen receptores para neurotransmisores, péptidos, citocinas, quimiocinas,
autacoides, complemento, patrones moleculares asociados a dafio (DAMP), y patrones molecu-
lares asociados a patdégenos (PAMP) estos receptores proporcionan multiples sefiales conver-
gentes que controlan la transicion de la vigilancia a los diferentes estados activados (Figura 15).
Estas sefales se han subdividido en sefales de receptor "encendido" y "apagado" (Nakagawa Y.,

etal, 2014).

Aunque el concepto binario de la clasificacion microglial M1/M2 ha sido objeto de debate re-
cientemente, también cuenta con la clasificacion a su funcién como neurotoxica (M1) o neuro
protectora (M2), lo que resulta util para explicar la patologia de los trastornos inflamatorios y

degenerativos del SNC (Benarroch EE.., 2013).

Pro-inflamatorio

PAMPS (LPS etc.)

DAMPS (ATP etc.) O > 1L-1B, IL-6, TNF-a
CCL2, ROS, NO

Anti-inflamatorio

M2 microglia

Figura 15. M1 y M2, los fenotipos principales de la microglia: La microglia posee estados de “activacion
clasica”, “activacion alternativa” y “desactivacion adquirida”, dependiendo del entorno en el que se activan
y los factores que son estimulados. (Tomado de MDPI, Role of Microglial M1/M?2 Polarization in Relapse and

Remission of Psychiatric Disorders and Diseases y modificado, 2014).
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V.I Microglia M1 (activacion clasica, reposo, apagado, neurotéxica, proinflamatoria).

Esun efector de la inmunidad tanto innata como adaptativa y su fenotipo varia segtin el estimulo.
Examina activamente su entorno y es caracterizada con una morfologia ramificada, presente en
el SNC no lesionado. Esta recibe sefiales constitutivas de las neuronas que indican un estado
saludable e imponen una influencia "calmante". Ante una estimulacidon apropiada, participa
como primera linea de defensa del sistema inmunitario innato, manifestandose con frecuencia
en las primeras horas o dias. En el tejido dafiado, la microglia adopta diversos estados de acti-
vacion y conserva la capacidad de modificar su fenotipo funcional a lo largo de la respuesta

inflamatoria (Figura 16) , (Benarroch EE.,2013).

Con la lesion, la microglia residente o los macrofagos que se infiltran desde la circulacion se
polarizan hacia un fenotipo proinflamatorio, y tras la exposicion a las citocinas proinflamatorias
como el IFN-y, o de la exposicion a productos derivados de bacterias como lipopolisacaridos
(LPS). Genera citocinas y quimiocinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f), citocinas proinflamatorias como
IL-1PB, IL-6, IL-12, asi como citocinas antiinflamatorias como IL-10 y el ligando de quimiocina
CC (CCL) 2. Ademas, produce factores de crecimiento como el factor neurotrofico derivado del

cerebro (BDNF) y el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) (Nakagawa Y., et al, 2014).

Expresan la nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) derivando asi sustancias ci-
totoxicas expresan altos niveles de NO inducible (iNOS) para la produccion de NO (6xido ni-
trico) y especies reactivas de oxigeno (ROS) y acido quinolinico, integrinas (CD11b, CDlIc),
moléculas coestimuladoras (CD36, CD45, CD47) y receptores Fc. En respuesta al IFN-y libe-
rado por los linfocitos auxiliares Thl, la microglia M1 aumenta la expresion de MHC 11, se
convierte en células presentadoras de antigenos y libera citocinas proinflamatorias como efec-

toras de la inmunidad adaptativa (Gou S., 2022).
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V.II Microglia M2 (activacion alternativa, activada, encendida, neuro protectora, antiin-

flamatoria).

En el caso de la M2, las células son muy plasticas, que pueden existir en multiples fenotipos y
cambiar de estado de actividad en respuesta a diferentes sefiales quimicas segun diversos cam-
bios microambientales. Estas células han sido referidas como microglia “efectora”. Con morfo-
logia ameboide, presente en los sitios de la lesion, también en la neuroproteccion, reparacion y
refinamiento del circuito en el SNC. Constituyen una poblacion heterogénea que cambia dina-
micamente de fenotipo segun el tipo de estimulo y microambiente (Figura 16), (Cherry J D.,

2014).

Puede adoptar més de una morfologia como de bastoncillos, multinucleada o epitelioide pre-
sente en los sitios de lesion y puede ejercer funciones proinflamatorias, citotdxicas, reparacion
inmunorreguladoras, También aumenta la expresion de varios receptores de membrana y molé-
culas efectoras. Este fenotipo ha sido categorizado de manera méas precisa conforme a los esti-
mulos especificos que inducen su activacién, los cuales desempefian funciones clave en proce-
s0s como la respuesta alérgica, la eliminacion de parasitos, la modulacion inflamatoria, la re-
modelacién tisular, la angiogénesis, la regulacion del sistema inmunoldgico y la promocion tu-
moral (Benarroch EE.,2013).

Los ejemplos tipicos de encendido en la activacion de M2 son DAMP de patdgenos tales como
lipopolisacaridos de la pared bacteriana, envolturas virales y ADN o ARN bacteriano o viral;
constituyentes intracelulares liberados de células necroticas; proteinas de choque térmico; fos-
fatidilserina externalizada en células apoptoticas; y proteinas mal plegadas tales como amiloide
B (Ab) y proteinas pridnicas. Estas sefiales activan la microglia a través de los receptores tipo
toll (TLR) y otros receptores de la respuesta inmunitaria innata, como los receptores de produc-

tos finales glicosilados avanzados (RAGE) y los receptores depuradores (Benarroch EE.,2013).

Promueve la fagocitosis de restos celulares y proteinas mal plegadas, asi como la reconstruccion
de la matriz extracelular y la reparacion tisular, y apoya la supervivencia neuronal mediante
factores neurotroficos desencadenando respuestas antiinflamatorias mediante la liberacion de
IL-10 y TGF-B o, alternativamente, promueve la reparacion de tejidos mediante la liberacion de

proteinas de la matriz extracelular (Quesada Y., et al, 2007).
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Ademas, produce citocinas antiinflamatorias, tales como la interleucina 10 (IL-10) y el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-f), junto con factores de crecimiento como el factor de
crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1), el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
el factor estimulante de colonias de macrofagos (CSF-1), el factor de crecimiento derivado de
nervios (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofinas y el factor

neurotrofico derivado de células gliales (GDNF) (Quesada Y., et al, 2007).

Despues de un estudio adicional, se han identificado subclases de activacion de M2 (a,b y
c). Este es inducido por productos parésitos o sefiales asociadas (IL-4 e 1L-13) con una funcion
a largo plazo de resolucion y reparaciéon. Es generado por la exposicion a 1L4 e 1L13, M2b

usando inmunocomplejos y LPS (lipopolisacaridos) (Nakagawa Y., et al, 2014).
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Figura 16. La fisiologia de los fenotipos M1 y M2 de la microglia: En circunstancias fisiologicas, la microglia
exhibe el fenotipo homeostdtico. Dependiendo del entorno en el que reacciona y de los factores que la estimulan,
puede transformarse en fenotipos "proinflamatorios (M1)" o "antiinflamatorios (M2)". (Tomado de oaepublish
2016).
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5.2 Subconjuntos funcionales de microglia.

En general, las senales de "encendido" desencadenan la translocacion nuclear del factor nuclear
kB (NFkB) y la subsiguiente activacion transcripcional de varios genes proinflamatorios, in-
cluidos los que codifican citocinas, quimiocinas, ciclooxigenasa 2, 6xido nitrico inducible (NO)
sintasa, moléculas de adhesion e histocompatibilidad mayor (MHC). El trifosfato de adenosina
(ATP) se libera de las neuronas o astrocitos lesionados o activados y su sefializacion es funda-
mental para el papel de la microglia en la vigilancia, la plasticidad sinaptica y la respuesta a la

lesion (Benarroch EE.,2013).

Otro grupo de las sefiales de "encendido" desencadenan respuestas inmunes adaptativas en la
microglia; los ejemplos tipicos son las citocinas proinflamatorias, particularmente el interferon-
v (IFN-y) liberado de los linfocitos Thl. La microglia activada M2, regula al alza la expresion
de varios receptores de membrana y moléculas efectoras. En respuesta al IFN-y liberado por los
linfocitos auxiliares Th1, la microglia M1 regula al alza la expresion del MHC 11, se convierte
en células presentadoras de antigeno y libera citocinas proinflamatorias como efectores de la
inmunidad adaptativa. También induce la expresion de algunas poblaciones de astrocitos y cé-
lulas endoteliales, lo que les permite funcionar como células presentadoras de antigenos (APC)

(Benarroch EE.,2013).

El IFN-y también regula al alza las moléculas de adhesion en las células gliales. En ciertas con-
diciones patoldgicas, por lo tanto, el IFN-y puede alterar la funcion de las células gliales para
inducir una interaccidn activa con las células inmunes. Ademas, el IFN-y activa la funcién de la
microglia como células efectoras en la desmielinizacion inflamatoria o la degeneracion neuro-
nal. Mejora la produccién de TNF-a, 6xido nitrico (NO) y superoxido por microglia y astrocitos

(Orihuela R., et al., 2015).
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5.3 Panorama historico de la microglia.

El término “microglia” fue introducido en 1919 por Pio del Rio Hortega al describir por primera
vez su morfologia. Desde su descubrimiento, se reconocen las funciones inmunolédgicas de estas
células; sin embargo, aunque el conocimiento sobre sus propiedades ha progresado considera-
blemente en las tltimas décadas, la comprension de su papel en el sistema nervioso central,
tanto en condiciones normales como patologicas, sigue siendo incompleta. Se tiene en conside-
racioén que la primera descripcion de estas células provino del trabajo de Franz Nissl a finales
del siglo XIX, quien las describié como bastoncillos (“Stabchenzellen”), es decir, como elemen-

tos gliales reactivos con potencial migratorio, fagocitico y proliferativo (Greter M. et al, 2004).

Tabla 3. Cronologia de la investigacion de la microglia. (Informacion tomada y modificada de “Microglia Bio-
logy: One Century of Evolving Concepts”, 2019).

Aiio (s) | Evento

1919 Primera visualizacion y descripcion adecuada de la microglia (Rio-Hortega)

1925 Fagocitosis microglial observada en gliomas (Aschoff'y Penfield)

1935 Relacion propuesta entre la microglia, los monocitos y los histiocitos (Dunning y Furth)

1983 Visualizacion inmunohistoquimica (F4/80) de la microglia (Hume DA)

1985 Microglia que expresa MHC de clase Il como indicadores de activacion inmunitaria
(K.Vass)

1986 Primer aislamiento de microglia mediante FACS (Giulian y Baker, 1986)
1987 Correlacion del MHC Il+microglia a placas amiloides en la EA (McGeer et al., 1987)

2005 Visualizacion de la actividad continua de la microglia en reposo en el cerebro de un
raton vivo (Nimmerjahn y Davalos)

2010/ Aclaracion del origen de la microglia e identificacion de los precursores (Ginhoux)/

2011/ Poda sinaptica por microglia (Tremblay//Identificacion de variantes genéticas en la mi-

2013 croglia que confieren riesgo de neurodegeneracion (Guerreiro)

2014 Transcriptoma y epigenoma de la microglia murina adulta (Lavin y Gosselin)

2016 Se revela el origen de los macréfagos perivasculares del SNC y su relacion con la mi-
croglia/Regulacion de las respuestas microgliales en la EA por TREM2 (Wang)

2017 Transcriptoma detallado y epigenoma de la microglia humana (Gosselin)

2018 El linaje y el entorno determinan destinos distintos de la microglia y las células injerta-

das en el SNC del raton (Bennett, Cronk)/ Funciéon de memoria en la microglia de raton
preparada in vivo (Wendeln)

2019 Primeras firmas unicelulares de microglia humana (Bottcher).

26



VI. FUNCIONES DE LA MICROGLIA.

La microglia es reconocida principalmente por su papel en la respuesta inmunitaria y en la lim-
pieza celular; sin embargo, también desempefia funciones diversas, como la regulacion del equi-
librio del entorno extracelular en el sistema nervioso y la reparacion de tejidos lesionados (Fi-

gura 17), (Benarroch EE.,2013).
6.1 Fagocitosis (eliminacion de desechos).

Estas células realizan fagocitosis, es decir, la ingestion y eliminacioén de diversos elementos en
el sistema nervioso central, incluyendo células danadas o muertas, residuos celulares, virus,
bacterias, ovillos neurofibrilares y placas neuriticas. Despues de este proceso este proceso, tanto
la microglia como el material fagocitado quedan inactivados, lo cual contribuye a minimizar el

riesgo de disfuncion neuronal (Robinson MA. Et al., 2015).

6.2 Mantenimiento de la homeostasis.

La microglia se comunica mediante citocinas con otras células, tales como neuronas, astrocitos
y linfocitos T, que también forman parte del sistema inmunologico. Esta interaccion es funda-
mental para la regulacion de la homeostasis del medio extracelular y para la modulacion de la
respuesta inflamatoria. La funcion de vigilancia de "limpieza" de la microglia es necesaria para
mantener la homeostasis del SNC. Los procesos altamente moviles de la microglia residente se
extienden y retraen rapidamente dentro de un volumen de parénquima y, en condiciones norma-
les, se dirigen a las estructuras sindpticas. Los procesos microgliales hacen contactos breves y
repetitivos con las sinapsis, permanecen muy cerca de los botones presindpticos o postsinapticos

y luego se retraen rapidamente (Robinson MA. Et al., 2015).

Estas interacciones estructurales dinamicas entre los procesos microgliales y las espinas dendri-
ticas responden a la actividad sindptica glutamatérgica y dependen de las sefiales de los astroci-
tos, particularmente de las concentraciones de gradiente de ATP, que actiian a través de los re-
ceptores P2Y 12 en la microglia. En caso de una pequeiia alteracion, la microglia puede brindar
apoyo tréfico y reducir el riesgo de dafio excitotoxico a las neuronas; el agotamiento de la mi-
croglia aumenta la muerte de las células neuronales en varios modelos de excitotoxicidad. Estos
efectos neuroprotectores pueden implicar la produccion microglial de factores de crecimiento

como GDNF29 y una mayor captacion de glutamato (Robinson MA. Et al., 2015).
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6.3 Inflamacion y reparacion de dafios.

Cuando un tejido del sistema nervioso central sufre dafio o infeccion, la microglia induce una
respuesta inflamatoria que inicia el proceso de reparacion celular, en el cual estas células desem-
pefian un papel crucial. Ademas, ante lesiones en la médula espinal, la microglia elimina las
ramificaciones neuronales comprometidas, facilitando la formacién de nuevas conexiones si-
napticas. Cuando se activan, diferentes subconjuntos de células microgliales producen una va-
riedad de moléculas efectoras. Estos incluyen citocinas proinflamatorias como la interleucina
IL—1b, IL-6, IL-23 y el factor de necrosis tumoral TNF—q; citoquinas antiinflamatorias como
IL-10 y factor de crecimiento transformante TGF-; quimiocinas tales como proteina qui-
mioatrayente de monocitos-1; factores de crecimiento tales como el factor neurotréfico derivado
del cerebro (BDNF) y el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF); sustancias citotdxicas
tales como radicales libres de oxigeno, NO y aminodcidos excitatorios; mediadores lipidicos
como la prostaglandina E2 y los endocannabinoides; y enzimas tales como metaloproteinasas

de matriz (Colona M., et al., 2021).
6.4 Presentacion de antigenos.

Durante la inflamacion tisular, los linfocitos T atraviesan la barrera hematoencefélica y migran
hacia el sistema nervioso central. En este entorno, se asocian con células microgliales que han
fagocitado antigenos (particulas capaces de desencadenar la produccion de anticuerpos), lo que
potencia la eliminacion de agentes patogenos y favorece la recuperacion de las lesiones (Colona

M., et al., 2021).
6.5 Destruccion de células (citotoxicidad).

La microglia actiia como la principal célula inmune del cerebro, capaz de eliminar patdogenos
(bacterias, virus y células infectadas) mediante la liberacion de agentes como el perdxido de
hidrégeno y el 6xido nitrico; Sin embargo, una respuesta excesiva puede provocar dafo colateral
en el tejido sano. Ademas de esta defensa, la microglia modula la homeostasis sinaptica, redu-
ciendo la excitotoxicidad a través de un mecanismo de "extraccion sinaptica" que elimina si-
napsis innecesarias o dafiadas, especialmente bajo condiciones de inflamacion. Finalmente, es-
tas células también contribuyen a la renovacion de la mielina al remover los exosomas derivados
de oligodendrocitos que contienen restos de mielina, un proceso que se logra mediante macro-

pinocitosis . (Colona M., et al., 2021).
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Figura 17. Funciones de la microglia en el Sistema Nervioso Central (SNC): La microglia desempeiia numerosas
funciones inmunologicas en el sistema nervioso central: presenta antigenos, secreta citocinas y quimiocinas, y fagocita
restos de mielina o células muertas. Ademdas, la microglia auto renueva su reserva de microglia mediante la proliferacion
y la apoptosis coordinadas. Sus roles incluyen la remodelacion de sinapsis , la mielinizacion , la reparacion de lesiones
y la eliminacion de desechos (fagocitosis). Su complejidad funcional y estado se definen por diferentes capas de andlisis ,
desde su morfologia hasta sus perfiles moleculares (6micos). (Tomado de Emerging Techniques for the Study of Micro-
glia: Visualization, Depletion and Fate Mapping, 2023).

VII. CORRELACIONES CLINICAS, ENFERMEDADES Y TRASTORNOS NEURO-
DEGENERATIVOS CON LA MICROGLIA.

La expansion de la microglia residente es el mecanismo principal de la astrocitosis en los tras-
tornos neurodegenerativos; el mayor nimero de macrofagos perivasculares y del SNC derivados
de los monocitos circulantes es un contribuyente importante en las condiciones asociadas con
la interrupcion de la BHE (barrera hematoencefélica), como accidente cerebrovascular, trauma-

tismo, infecciones y esclerosis multiple (Benarroch EE.,2013).

¢ Efectos del envejecimiento sobre la microglia. La microglia experimenta cambios en
su morfologia y funcién con el envejecimiento normal; estos cambios pueden provocar
la pérdida de la funcién neuro protectora y la ganancia de la funcion microglial neuro-

toxica. (Benarroch EE.,2013).
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Pérdida de la funcion neuroprotectora. La senescencia microglial da como resultado
una disminucion de la motilidad de su proceso y la tasa de migracion a la lesion tisular
focal. También hay un deterioro de los efectos neuroprotectores y troficos, como el
mantenimiento de la estructura y funcién de las sinapsis en las espinas dendriticas. El
envejecimiento microglial también puede contribuir a la autofagia alterada, que es un
mecanismo para la eliminacion de proteinas mal plegadas que caracteriza a varios tras-

tornos neurodegenerativos (Benarroch EE.,2013).

Estado activado crénico. La microglia envejecida parece estar en un estado activado,
manifestado por hipertrofia citoplasmatica, retraccion de procesos, regulacion positiva
de la expresion de MHC II y produccion de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6
y TNF-a. La activacion microglial relacionada con la edad refleja el equilibrio alterado
entre las sefiales de "encendido" y "apagado"; por ejemplo, hay una regulacién al alza
de la expresion de TLR4 y otros receptores de reconocimiento de patrones y una dismi-
nucion de la expresion de los pares de ligando-receptor "off" CD200-CR220R y frac-
talkine-CX3CR1. En varios modelos experimentales de lesion del SNC, las respuestas
de la microglia envejecida son més grandes, mas sostenidas y mds propensas a provocar
la degeneracion neuronal que en el cerebro més joven. La produccion de citocinas proin-
flamatorias por parte de la microglia también puede afectar la neurogénesis en la cir-

cunvolucion dentada hipocampo (Benarroch EE.,2013).

Lesion aguda. La lesion cerebral aguda por trauma o accidente cerebrovascular conduce a
una rapida degeneracion de las neuronas y su proceso, lo que resulta en la liberacion de
DAMP que activa las respuestas inmunitarias innatas en la microglia a través de los recep-
tores TLR, RAGE y ATP. La microglia en el centro de una lesion aguda y en la penumbra
circundante responde rapidamente adoptando un fenotipo M1 con aumento de IL-1, IL-16,
TNF-a y otras moléculas citotoxicas que contribuyen a la muerte neuronal; las citocinas
proinflamatorias producidas por la microglia M1 también reclutan neutréfilos y monocitos
de la sangre También hay activacién microglial a lo largo de las fibras en degeneracion que
sufren degeneracion, a esto le sigue la eliminacion de los axones y la mielina en degenera-
cion por la microglia y los macréfagos con un fenotipo M2. Sin embargo, estas células son
relativamente ineficaces para eliminar la mielina o los desechos axonales y pueden persistir

durante varios afios en el sitio de la lesion. (Benarroch EE.,2013).
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Glioma. Los macrofagos microglia/cerebrales se infiltran en los gliomas de alto grado y
contribuyen a su progresion. Estudios recientes muestran que las células de glioma atraen
microglia a través de la produccion de GDNF; la microglia y los macrofagos asociados con
el tumor se polarizan al fenotipo M2 y promueven la proliferacion y la invasividad de las
células tumorales en parte a través de la activacion del receptor del factor estimulante de

colonias de macrofagos (Benarroch EE.,2013).

Esclerosis multiple. El dafio del SNC en la EM resulta del ataque inmunitario de las células
Ty B y los macréfagos que provocan dafio en la BHE (barrera hematoencefalica) , la mie-
lina, los axones y las neuronas. La microglia tiene un papel clave en el inicio y la perpetua-
cion de la desmielinizacion y la remielinizacion en la EM debido a su capacidad para pre-
sentar antigenos, liberar moléculas neurotoxicas y citocinas proinflamatorias o antiinflama-
torias, eliminar los desechos de mielina y las células apoptdticas, reclutar células precursoras
de oligodendrocitos enddgenos y suministrar factores troficos que favorecen la remieliniza-
cion. La microglia activa esta presente en las areas de desmielinizacion activa, la sustancia

blanca mas alla de la placa y la sustancia gris (Benarroch EE.,2013).

Mientras que los mediadores microgliales inflamatorios como TNF-a y NO desencadenan
lesion axonal en la enfermedad desmielinizante. La fagocitosis durante la desmielinizacion
se asocia con la regulacion al alza de TREM2 y otros receptores fagociticos; el TNF-a y los
factores de crecimiento como el factor de crecimiento similar a la insulina-1, también au-

mentan durante la desmielinizacion y promueven la remielinizacion (Benarroch EE.,2013).

Trastornos del neurodesarrollo. Estudios recientes en modelos murinos de trastornos del
neurodesarrollo asociados con un comportamiento anormal enfatizan la importancia de la
funcion microglial constitutiva normal en el mantenimiento del circuito neuronal durante el

desarrollo. (Benarroch EE.,2013).

En un modelo de roedor de lesion de la médula espinal, se demostré que las células madre
mesenquimales promueven la diferenciacion de macréfagos M2 y mejoran la recuperacion
funcional. Estos estudios demuestran que el estado M2 contribuye no solo a la neuroprotec-
cion, sino que también puede promover el proceso de reparacion en el SNC lesionado y
puede representar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de afecciones neurode-

generativas (Benarroch EE.,2013).
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7.1 Trastornos neurodegenerativos.

La microglia participa en el progreso de las enfermedades neurodegenerativas a través de mul-
tiples mecanismos. La desregulacion de la microglia puede causar alteraciones en la fagocitosis,
en su propagacion, en la neuroinflamacion y en el cambio de fenotipo microglial, conduciendo
a la progresion de una patologia y a la neurodegeneracion. También puede promover la depura-
cion de sinapsis y redes perineuronales, y afectar la plasticidad y la actividad neuronal. Cabe
destacar que la microglia es un arma de doble filo. La activacion microglial es un hallazgo ca-
racteristico en la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP), la esclerosis
lateral amiotréfica (ELA), la enfermedad de Huntington, la atrofia multisistémica (MSA), la
degeneracion de la retina y otros trastornos en cuestion (Figura 18), Los estudios indican que el
papel fenotipico proinflamatorio M1 y antiinflamatorio M2 es un punto critico en estas enfer-

medades (Gao C., et al., 2023).

Se espera que investigaciones futuras se centren en la regulacion precisa de la microglia y en
promover su conversion en un fenotipo protector. A pesar de los avances significativos en la
comprension de las funciones de la microglia, asi como su heterogeneidad y dinamica en las

enfermedades neurodegenerativas, aun necesitan ser mejor clarificadas (Gao C., et al., 2023).
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Figura 18. La microglia es el centro de algunas enfermedades neurodegenerativas: el doble papel antiinflamatorio y
proinflamatorio de las células microgliales se ha considerado un punto critico en las enfermedades neurodegenerativas.
(Tomado de “Exploring the Connectivity of Neurodegenerative Diseases: Microglia as the Center” 2023).
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7.2 La activacion persistente de la microglia en estos trastornos puede reflejar una respuesta

inmune innata a la acumulacion de proteinas mal plegadas, degeneracion neuronal, 0 ambos.

La afectacion microglial incluye neurotoxicidad directa, incapacidad para mantener la homeos-
tasis tisular y fagocitosis de proteinas anormales y neuronas apoptoéticas; estas multiples funcio-
nes probablemente involucran diferentes fenotipos de microglia activada. A pesar de los avances
en tecnologia protedmica e inmunofenotipado aplicados al material de autopsia, una caracteri-
zacion completa del patron de activacion microglial en la EA y otros trastornos neurodegenera-
tivos sigue siendo dificil de alcanzar, en parte debido a limitaciones de la aplicabilidad de estos

métodos a muestras neuropatologicas.

La evidencia de estudios neuropatoldgicos y modelos animales indica que la activacion micro-
glial precede a la destruccion del neuropilo (es la region comprendida entre varios cuerpos ce-
lulares o somas de neuronas de la sustancia gris del encéfalo y la médula espinal) en los trastor-
nos neurodegenerativos. Mientras que la degeneracion de las terminales presinapticas precede
a la pérdida del cuerpo celular, no hay evidencia de que la microglia tenga un papel activo en la

degeneracion sinaptica ni en la degeneracion sinaptica (Benarroch EE.,2013).

En los trastornos neurodegenerativos, la microglia activada se agrupa en los sitios que contienen
proteinas mal plegadas extracelulares, como Ab agregado en placas neuriticas en AD, a-sinu-
cleina en neuronas de la sustancia negra o en oligodendrocitos en MSA, y motoneuronas dege-
neradas en ALS. La activacion microglial en respuesta a proteinas mal plegadas o sefales intra-
celulares de neuronas lesionadas involucra receptores de respuesta inmunitaria innata como
TLR, RAGE vy receptores scavenger, asi como complemento. En este contexto, la microglia
puede adoptar un fenotipo M1 y producir varias sustancias citotoxicas, como TNFa, superoxido
y NO, que contribuyen al dafio neuronal y a la progresion de la neurodegeneracion cronica. De
acuerdo con la “hipdtesis de las citoquinas”, cualquier lesion neuronal puede dar como resultado
la liberacion de sefales que desencadenan la activacion glial cronica; esto inicia un proceso de
autoperpetuacion mediante el cual la microglia activada secreta moléculas neurotdxicas que

promueven una mayor neurodegeneracion (Quesada Y., et al., 2007).

La degeneracion neuronal también puede desencadenar la activacion microglial en respuesta a
las sefiales expuestas a la superficie externa de la membrana de las células apoptoticas, como la

fosfatidilserina o la Hsp60 mitocondrial. (Al-Onaizi M. et al., 2020).
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ANTECEDENTES.

1. DESCRIPCION GENERAL DEL IFN-y.

Los interferones constituyen una familia de citocinas pleiotropicas denominadas asi por su
capacidad para inhibir la replicacion viral. El interferon gamma (IFN-y), también conocido
como interferon inmune tipo 11, difiere de los interferones tipo I y III en su receptor, estructura
y localizacion génica en un cromosoma distinto, aunque comparte efectos bioldgicos similares.
El IFN-y presenta una funcion dual, actuando como mediador proinflamatorio y
antiinflamatorio, lo que lo convierte en una proteina nica cuya actividad depende del contexto
microambiental, desempefiando un papel clave en la induccién y regulacion de respuestas

inmunitarias (Mata D. et al., 2008).

El IFN-y es sintetizado por linfocitos T CD4+, CD8+, células Ty/d y células NK (Natural Killer)
en respuesta a estimulos patdgenos, entrecruzamiento de moléculas superficiales,
reconocimiento de antigenos especificos, activacion del receptor de células T o mediante
mitégenos como fitohemaglutinina, concanavalina-A, ésteres de forbol e ion6foros. Su
produccion también se induce por citocinas (IL-1, IL-2, IL-12, IL-18), factores de crecimiento
y estrogenos. Por otro lado, la expresion génica de IFN-y es reprimida por glucocorticoides,
TGF-B, IL-10 y la inmunosupresora ciclosporina A mediante la inhibicion del factor de
transcripcion NF-ATp (factor nuclear de células T activadas). Adicionalmente, neutrofilos
almacenan IFN-y que liberan frente a agentes degranulantes, y ciertas poblaciones de
macrofagos expresan IFN-y constitutivamente, acumulandolo en compartimentos intracelulares

(Mata D., et al., 2008).

La actividad biologica del IFN-y estd mediada por un receptor especifico, presente en la mayoria
de las células excepto en eritrocitos maduros, con especificidad especie-especifica para su
ligando. Este interferon puede asociarse a la matriz extracelular, donde ejerce un control
yuxtacrino, es decir, mediando comunicacion celular a través de contacto directo sin difusion a
larga distancia. El IFN-y se produce en cantidades elevadas bajo condiciones patoldgicas como
trauma, inflamacion crénica, infecciones, cancer y enfermedades autoinmunes. (Mata D., et al.,

2008).
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1.1 Via de serializacion del IFN-y.

A principios de la década de 1950, estaba bien establecido que bajo ciertas condiciones, las
células infectadas por virus son resistentes a una segunda infeccion viral. Por lo tanto, por algin
mecanismo, los virus interfieren entre si. En 1957, el término "interferéon" fue acufiado por
Isaacs y Lindenmann para describir una sustancia, probablemente producida por las células, que
interfiere con la infecciéon de un virus (investigacion con la influenza). Posteriormente se
demostré que el IFN era una proteina pequefia, producida y secretada por las células después de
la deteccion celular de patrones moleculares asociados a patdégenos, cominmente conocidos

como PAMP, por receptores de reconocimiento de patrones (PRR) ( Schneider W., et al., 2015).

En los afios posteriores, el IFN-y ha sido caracterizado como una glicoproteina homodimera con
funciones inmunologicas pleiotropicas. No fue hasta 20 afios después de la identificacion del
IFN-y que se descubri6 su receptor de superficie celular. La cadena a del IFN-yR, también
conocida como IFN-yR1 o CD119, fue el primer componente del receptor en ser identificado y

clonado.

Aunque se une a IFN-y con una afinidad relativamente alta, IFN - yR1 por si solo no puede
mediar las respuestas bioldgicas a esta citocina. Estudios de complementacion posteriores
condujeron a la identificacion y clonacién de un factor accesorio (AF-1), también conocido
como cadena del receptor B o IFN-yR2, como la proteina requerida, ademas de IFN-yR1, para

dotar a una célula de la capacidad de responder a IFN-y (Tau G., et al., 2001).

1.2 Mecanismo de sefializacion.

1. Receptores IFN-yR

El ligando IFN-y, forma un homodimero y emite sefiales a través del complejo receptor de IFN-
v (IFNGR), iniciado por la interaccion con dos subunidades IFN-yR1 (una glicoproteina de 90
kDa que tiene 472 aminoacidos (aa) de longitud en el hombre y 451 aa en los ratones codificada
en el cromosoma 6 humano y el cromosoma 10 del ratén), facilitando la union de las dos
proteinas del IFN-yR2 (una glicoproteina de 60—-67 kDa, que tiene 316 aa en el hombre y 314
aa en los ratones, codificada en el cromosoma 21 humano y el cromosoma 16 del raton) , al
complejo IFN-yR1/IFN-y.Ambas cadenas del receptor de IFN-y son miembros de la familia de

receptores de citocinas de clase II que incluye el factor tisular, el componente de unién al ligando
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IL-10 IFN-yR1 es la principal subunidad de union al ligando, uniéndose a IFN-y. IFN-yR2 au-
menta la afinidad de IFN-yR1 por su ligando, presumiblemente al mejorar la estabilidad del
complejo, pero solo desempeiia un papel menor en la unioén directa al ligando.

La produccion de IFN-y esta restringida en gran medida a las células del sistema inmunologico;
sin embargo, las proteinas IFN-yR1/R2 se expresan ampliamente y, por lo tanto, casi todos los

tipos de células son capaces de responder al IFN-y (Tau G., et al., 2001).

2. Asociacion a JAK1/2.

Este evento permite que los dominios intracelulares de los receptores se aproximen induciendo
la a transfosforilacion de las JAK cinasas (tirosinas cinasas de la familia de las cinasas Janus).
La sefializacion a través del IFN-yR estd mediada por JAK1 y JAK2, asociados constitutiva-
mente con residuos especificos proximales a la membrana en los dominios citoplasmaticos del
IFN-yR.JAKI se une al motivo 2¢6 LPKS 269 (también conocido como motivo box 1) en IFN-
vYR1, mientras que JAK2 se une al motivo 263 PPSIPLQIEEYL 274 (motivo box 2) en IFN-yR2.
La union del ligando conduce a la oligomerizacion del receptor, con dos cadenas de IFN-yR1
unidas a un homodimero de IFN-y, y el reclutamiento posterior de dos cadenas de IFN-yR2 al

complejo (Tau G., et al., 2001).

La agregacion mediada por IFN-y de sus componentes del receptor acerca las JAK inactivas
asociadas con las colas citoplasmaticas de las cadenas a y B entre si. Una vez agrupadas, las
JAK se activan reciprocamente a través de eventos secuenciales de autofosforilacion y transfos-
forilacion. El motivo intracelular (LI) es importante para dirigir al receptor a través de la célula,
incluyendo el reciclamiento del mismo a la superficie. Cuando no hay estimulo, los receptores
IFN-yR1 e IFN-yR2 no se asocian fuertemente; sin embargo, la cinasa Janus] inactiva (JAK1)
se une a la secuencia de 4 aminoacidos (LPKS) del dominio intracelular de IFN-yR1, mientras
que la JAK2 inactiva se une a una secuencia rica en prolinas(PPSIPLQIEEYL) (Tau G., et al.,
2001).
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3. Senalizacion a STAT1.

Las JAK cinasas fosforilan un residuo de tirosina especifico cerca del extremo C del IFN-yR1
(Y440). Este par de residuos de tirosina fosforilados (uno en cada cadena de IFN-yR1) esta
incrustado dentro de una secuencia de reconocimiento ( 440 YDKPH 444 ) a la que se une STAT1
(transductores de sefiales y activadores de la transcripcion) a través de su dominio SH2 (Tau G.,
et al., 2001). El acoplamiento de las moléculas STAT1 a sus secuencias diana en el complejo
IFN-yR es seguido por su fosforilacion en el residuo de tirosina Y701 por las JAK asociadas al
receptor se forman homodimeros de STAT1 que se translocan al nticleo donde se unen a secuen-
cias de activacion de IFN-y o GAS (sitio de activacion de IFN-y).

Una vez fosforiladas, dos proteinas STAT1 se homodimerizan a través de interacciones recipro-
cas SH2-fosfotirosina, formando un complejo proteico identificado primero como GAF (factor
activado por gamma). El homodimero STAT1 luego se transloca al nucleo, donde se une a una
secuencia de consenso de nueve nucledtidos, TTNCNNNAA, conocida como un elemento GAS
(sitio activado por gamma). de genes inducibles de IFN-y presente en los promotores de los

genes estimulados por IFN (ISG) que contienen la secuencia consenso TTCN(2-4)GAA.

Este sitio de union se ha identificado en las regiones reguladoras de méas de 200 genes; por lo
tanto, el reconocimiento de este elemento por los homodimeros STAT1 puede modular la expre-
sion de una amplia gama de genes, mediando asi las funciones bioldgicas de IFN-y. (Tau G., et

al., 2001).
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Figura 19. Cascada de sefializacion del IFN-y. El receptor IFN-y esta compuesto de cadenas a.y f. JAKI esta
constitutivamente asociado con IFN-yR1, mientras que JAK?2 estd constitutivamente asociado con IFN-yR2.
La union de IFN-y a su receptor provoca la agregacion de los componentes del receptor. Posteriormente, las
JAK se activan mediante eventos de autofosforilacion y transfosforilacion. Las JAK activadas fosforilan el
residuo de tirosina cerca del extremo C del IFN-yR1. Las moléculas de STATI se acoplan al receptor fosforilado
v luego son fosforiladas por las JAK activadas. Las proteinas STATI fosforiladas homodimerizan mediante
interacciones reciprocas SH2-fosfotirosina y se translocan al nucleo, donde regulan la transcripcion génica.
(Tomado y modificado de 2The Interactions Between Cancer Stem Cells and the Innate Interferon Signaling
Pathway, 2020).
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1.3 Genes estimulados por IFN-y.

Los virus emplean innumerables estrategias para contrarrestar la deteccion de patogenos y la
senalizacion JAK-STAT, lo que deja en claro que la necesidad de velocidad esta bajo una estricta
presion evolutiva. En ausencia de una respuesta intacta al interferon (IFN-y), los mamiferos
pueden ser susceptibles a una infeccion viral letal. La capacidad de promover la traduccion
eficaz de ARNm seleccionado incluso antes de la transcripcion de ISG proporcionaria un meca-
nismo para mejorar rapidamente la deteccion de patdgenos y/o amplificar la sefializacion de
IFN-y (Schneider W., et al., 2015)

Los ISG asumen una amplia gama de actividades. Varias proteinas transductoras de sefiales des-
critas anteriormente, como JAK2, STAT1/2, estan presentes en la linea de base, pero también
son ISG y refuerzan la respuesta de IFN. Muchos ISG controlan las infecciones virales, bacte-
rianas y parasitarias al dirigirse directamente a las vias y funciones necesarias durante los ciclos
de vida de los patégenos. La regulacion al alza de quimiocinas y receptores de quimiocinas
permite la comunicacion de célula a célula, mientras que los reguladores negativos de la sefali-
zacion ayudan a resolver el estado inducido por IFN y facilitan el retorno a la homeostasis ce-
lular. Los ISG adicionales codifican proteinas proapoptoticas, lo que conduce a la muerte celular

en determinadas condiciones (Schneider W., et al., 2015)
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2. LAPROTEINA ISG15 Y LA MODIFICACION POSTRADUCCIONAL ISGILACION.

La proteina del gen 15 estimulado por interferén (ISG15, también conocida como UCRP, G1P2,
IP17, IMD38, IFI15) es una molécula intracelular similar a la ubiquitina bien conocida que
participa en la ISGilacion. Se expresa en niveles bajos bajo condiciones fisioldgicas en células
y tejidos normales.Se identificd por primera vez en 1979, como la primera UBL (proteina similar
a la ubiquitina) en células tumorales de ascitis de Ehrlich tratadas con IFN (Sandy Z., et al.,

2020).

Inicialmente denominada proteina reactiva cruzada de ubiquitina (UCRP) después de su
capacidad de reaccionar de forma cruzada con anticuerpos de ubiquitina. Esta proteina de 15
kDa luego se descubrio que era una forma madura de una proteina precursora de 17 kDa (Pro-
ISG15). Mas tarde se le cambid el nombre a ISG15. Se traduce a partir de una secuencia de
ARNm de 711 bases, que genera una proteina precursora de 165 aminoacidos (aa) y una masa
de 17 kDa. Este precursor se procesa para eliminar ocho aa en el C-terminal, asi como la
metionina del N-terminal. La ISG15 madura es una proteina de 15 kDa con 156 aa formada por
dos dominios similares a la ubiquitina (UB) conectados por una secuencia "bisagra". Los dos
dominios UB adoptan el pliegue B-plegada, y cada dominio contiene cuatro hojas  y una a-

hélice (Tecalco A., 2020) (Figura 20).

Ortologo de proteina relacionada con Ubp1
‘/—-\

Producto del gen ISG15, 17 kDa ISG15, 15 kDa

Figura 20. Estructura de ISG15: Representacion tridimensional de ISG15, El esquema representa que un precursor de
17 kDa (Pro-1SG15) contiene dos dominios similares a ubiquitina unidos por una bisagra polipeptidica flexible. Una
proteina relacionada con la isopeptidasa Ubp 1 especifica de ISG15 expone el motivo Gly-Gly C-terminal necesario para
la conjugacion con proteinas celulares (Tomado y modificado de “ISG15 and ISGylation in Human Diseases” 2022).
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2.1. Proceso de ISGilacion.

La ISGilacion es el resultado de la coordinacion de tres actividades enzimaticas: activacion,
conjugacion y ligacion, realizadas por las enzimas activadoras de ISG15 (E1), enzimas
conjugadoras de ISG15 (E2) y enzimas ligadoras de ISG15 (E3), respectivamente (Sandy Z., et
al., 2020).

1. Activacion: Inicialmente, un precursor inactivo de 17 kDa de ISG15 se transcribe antes de ser
escindido proteoliticamente en su forma madura de 15 kDa, exponiendo un motivo LRLRGG
C-terminal altamente conservado requerido para la conjugacion canodnica. La activacion inicial
se lleva a cabo de una manera dependiente de ATP por la enzima UBA7 de ISG15 E1 (también
conocida como UBEI1L) (Sandy Z., et al., 2020).

2. Conjugacion: Luego, la ISG15 activada se transfiere a la cisteina activa del E2 UBE2L6
(también conocido como UBCHS). antes de ser conjugado en sustratos por una de las tres ligasas

(Sandy Z., et al., 2020).

3. Ligacion: Las enzimas E3 identificadas: HERCS, TRIM25 (EFP) o ARIH1 (HHARI) catali-
zan la unidn covalente entre ISG15 y su proteina objetivo por especificidad de un enlace pep-

tidico (Sandy Z., et al., 2020).
3. DesISGilacion: la eliminacion de ISG15 de los sustratos y el procesamiento de pro-ISG15

pueden ser catalizados por USP18 (también conocido como UBP43), que se ha confirmado

como la principal de ISGilasa in vivo (Sandy Z., et al., 2020)..
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2.2 Recorrido historico de ISG15.

Figura 21. Cascada de conjugacion de ISG15:
SG15 se conjuga covalentemente con sus pro-
teinas sustrato mediante un proceso de tres pa-
sos similar a la ubiquitinacion, conocido como
ISGilacion. Este proceso consiste en una en-
zima activadora de El1 (UBEIL), una enzima
conjugadora de E2 (UBCHS) y una de tres liga-
sas de E3(HERCS, ARIHI,TRIM25) ISGI5
puede separarse de su sustrato mediante la pep-
tidasa USP18. (Tomado de ISG15: “A link be-
tween innate immune signaling, DNA replica-
tion, and genome stability”, 2023).

Afio Descripcion.

1979 ]| ISG15 se identificod y descrito por primera vez por Peter Lemgyel como una proteina
de 15 kDa en células tumorales de Ehrlich tratadas con IFN

1984 Se detectd ISG15 en lineas celulares humanas y bovinas tratadas con IFN tipo I

1987 | ISG15 se identifico como una proteina reactiva cruzada con ubiquitina (UCRP)/se
descubrio que es una proteina antiviral/ se describe el proceso de ISGilacion.

1988 Se descubrid que una proteina ISG15 de 15 kDa era una forma madura de una proteina
precursora de 17 kDa (Pro-ISG15).

1992 Se descubrié que ISG15 estaba conjugado con proteinas celulares.

1996 Se descubrié que ISG15 era una citocina inducida por interferon.

2005 Se determind una estructura tridimensional de ISG15

2008 Se identifico a ISG15 como un posible marcador prondstico en el cancer de mama
humano. / podria estar promoviendo la degradacion de proteinas/ Se identificé a ISG15
como un nuevo biomarcador tumoral para la sensibilidad a los farmacos.

2011 Se encontré que ISG15 estaba elevado en la esclerosis lateral amiotrofica

2012 Se descubrid que la deficiencia hereditaria de ISG15 estaba asociada con una enfer-
medad micobacteriana grave en humanos.

2013 | Se descubri6 que ISG15 altera la arquitectura del citoesqueleto y promueve la motili-
dad de las células de cancer de mama humano (ISG15 promueve la tumorigénesis).

2019 | LaISGilacion aumenta en casos de veteranos de ELA expuestos a TCE

2022 | LaISGilacion aumenta en las células mononucleares de sangre periférica derivadas de
pacientes sintomaticos con COVID-19.

Tabla 4. Cronologia de la investigacion sobre ISG15. (Informacion tomada de “ISG15 and ISGylation
in Human Diseases”, 2022).
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2.3 ISG1S5 libre y la ISGilacion, un arma de doble filo.

Los ISG codifican todas las enzimas conjugadas y desconjugadas de ISGI1S5, es decir, su
expresion estd regulada por interferones. Las enzimas de la via ISG15 también se regulan
positivamente con tratamientos de lipopolisacaridos y acido retinoico y con exposicion a dafio
del ADN o reactivos genotoxicos. La proteina ISG15 libre sintetizada a partir del gen ISG15 se
conjuga postraduccionalmente con proteinas celulares y también es secretada por las células al
medio extracelular. La proteina ISG15 se expresa minimamente en condiciones fisiologicas. Sin
embargo, su expresion dependiente de IFN se encuentra aberrantemente elevada o
comprometida en diversas enfermedades humanas, incluyendo multiples tipos de cancer,
trastornos neurodegenerativos (ataxia telangiectasia y esclerosis lateral amiotrdfica),
enfermedades inflamatorias (susceptibilidad mendeliana a la enfermedad micobacteriana
[MSMD], bacteriopatia y viropatia), y en la médula espinal lumbar de veteranos expuestos a

traumatismo craneoencefalico (TCE) (Mirzalieva, O., et al., 2022).

La expresion de ISG15 es minima en condiciones fisioldgicas normales. Sin embargo, se
observa una elevacion constitutiva de ISG15 en casos de cancer, enfermedades
neurodegenerativas, en casos de TCE (Traumatismo Craneoencefélico), y en respuesta a
infecciones por patdogenos. Se han demostrado varios mecanismos mediante los cuales la ISG15
libre y la ISGilacion posiblemente contribuyan a la etiologia de enfermedades humanas. ISG15
esta involucrado a través del marcado de proteinas para degradacion, antagonizando la
degradacion de proteinas (estabilizando proteinas), afectando la localizaciéon de proteinas,
previniendo la formacion de complejos proteicos o regulando las respuestas inmunes. Se ha
observado que el ISG15 libre aumenta su respuesta con IFN a los primeros 30 minutos y tiene
su proceso de [SGilacion a partir de las 12 a 72 hr, lo que sugiriere que las enzimas conjugadoras
de ISG15 codificadas por ISG pueden no ser inducidas eficientemente (dentro de los 30 minutos)
en todos los tipos de células después del tratamiento con IFN, retrasando en consecuencia la

ISGilaciéon (Mirzalieva, O., et al., 2022).
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En 2005, se realizaron dos estudios protedmicos para ayudar a aclarar las funciones y el alcance
de la conjugacion de ISG15. Estos estudios revelaron que ISG15 se conjuga con una multitud
de objetivos dentro de la célula tras la estimulacion con interferon. Estos objetivos celulares
estan involucrados en cada aspecto de la funcidn celular, incluida la replicacion/reparacion del
ADN, el metabolismo celular, la transduccion de sefiales y la organizacion del citoesqueleto,

entre varios otros (Mirzalieva, O., et al., 2022).

Un estudio encontrd que la mayoria de los objetivos nucleares para ISG15 estan involucrados
en la remodelacion de la cromatina/transcripcion de la ARN polimerasa II o el procesamiento
del ARN. La consecuencia de la conjugacién de ISG15 con la mayoria de los otros objetivos
celulares sigue sin estar clara. Por otra parte, en los Gltimos afos, el desarrollo de herramientas
genéticas (siRNAs, shRNAs y ratones KO para ISG15, Ubelll y Ubp43) y ensayos enzimaticos
in vitro, asi como la disponibilidad comercial de proteinas/enzimas purificadas, han facilitado
nuestra comprension de las funciones bioldgicas/celulares de ISG15.Se demostrd que la ISG15
podria estimular la produccion de IFN-y en células mononucleares de sangre periférica bovina,
linfocitos T y células T CD3+. Ademas, la ISG15 estimuld la proliferacion de células asesinas
naturales CD56+ en presencia de células T CD3+, lo que resultd en una lisis mejorada de células
diana restringida por el complejo de histocompatibilidad activado por linfocinas (Bogunovic D.,

etal., 2013).

Estudios recientes han revelado que los niveles de proteina ISGilacion y MX-1 (proteina de
resistencia a Myxovirus-1), ambos inducidos por IFN tipo I, aumentan en las células mononu-
cleares de sangre periférica (PBMC) de pacientes sintomaticos (SARS-CoV-2) pero no en pa-
cientes asintomaticos, y no infectados. No esta claro si los niveles aumentados de ISGilacion y
MX-1 se deben a la elevacion persistente de la induccion de IFN. Se necesitan mas estudios para
determinar si los niveles sostenidos de ISGilacion y MX1 se deben a la falta de estabilizacion
mediada por ISG15 de USP18 en pacientes sintomaticos de COVID-19 (Mirzalieva, O., et al.,
2022).

También se demostro que el ISG15 libre purificado recombinante tiene una actividad

inmunomoduladora similar a la de las citocinas, lo que sugiere que el ISG15 puede tener

funciones de inmunovigilancia del cancer antitumoral in vivo (Mirzalieva, O., et al., 2022).
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Se encontré que los pools de ISG15 (UCRP) y LMP2 estaban basalmente elevados en
fibroblastos humanos con la rara enfermedad neurodegenerativa hereditaria Ataxia
Telangiectasia (AT) debido a la activacion constitutiva de la via de induccion de IFN-. Por otro
lado, se ha revelado que ISG15 esta de hecho elevado en fibroblastos derivados de pacientes
con AT y tejido cerebral tanto de pacientes con AT como de ratones KO. En particular, la
expresion elevada de ISG15 en AT es tres veces mayor en el cerebelo, una parte del cerebro
afectada en AT, en comparacion con el tejido cerebral en los mismos ratones. De manera similar
al cancer, la degradacion proteica defectuosa es un sello distintivo de los trastornos

neurodegenerativos (Bogunovic D., et al., 2013).

Estos resultados sugieren que la activacion de ISG es una caracteristica compartida de las lesio-
nes neuronales y que ISG15 puede ser un biomarcador adecuado para detectar lesiones neuro-
nales en el sistema nervioso central (SNC). Sin embargo, se requiere mayor investigacion para
determinar si existe una relacion causal con la neurodegeneracion. ISG15 y la ISGilacion
desempefian funciones inhibidoras y/o estimuladoras en la etiologia y patogénesis de las enfer-
medades humanas. Por lo tanto, ISG15 se considera un arma de doble filo para las enfermedades
humanas en las que su expresion esté elevada. Debido a las funciones de ISG15 e ISGilacion en
la proliferacion, migracion y metastasis de células cancerosas, lo que confiere sensibilidad a los
farmacos anticancerigenos en las células tumorales, y a su elevada expresion en cancer, trastor-
nos neurodegenerativos y veteranos expuestos a TCE, tanto ISG15 como ISGilacion se consi-
deran actualmente biomarcadores diagnosticos/prondsticos y dianas terapéuticas para estas en-

fermedades (Bogunovic D., et al., 2013).

Utilizando anticuerpos especificos de ISG15, se demostr6 inicialmente que el ISG15 libre y su
forma conjugada de proteina (ISGilacion) aumentan en tumores soélidos humanos y lineas
celulares tumorales en relacion con sus respectivas contrapartes normales. Desde entonces,
varios estudios han revelado que la via ISG15 est4 constitutivamente elevada en la mayoria de
las neoplasias malignas humanas y que el ISG15 elevado contribuye a la transformacion maligna
de células en cultivo. Hasta la fecha, es evidente que la expresion del gen ISG15 esté elevada en
la mayoria de los canceres. Sin embargo, se dispone de muy poca informacion sobre los niveles

de expresion de la proteina ISG15 libre y sus conjugados en canceres humanos (Desai S., 2015).
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La deficiencia hereditaria de ISG15 se asocia con una enfermedad micobacteriana grave tanto
en ratones como en humanos. Este fenotipo infeccioso probablemente se deba a la falta de ISG15
secretado, ya que pacientes y ratones con otros errores innatos de inmunidad a IFN-y también
presentan enfermedades micobacterianas. Ademas de plantear cuestiones mecanisticas, los
estudios aqui descritos abren el camino para estudios clinicos en diversos aspectos, desde el uso
de ISG15 recombinante en pacientes con enfermedades infecciosas hasta el uso de agentes
bloqueadores de ISG15 en pacientes con enfermedades inflamatorias (Mirzalieva, O., et al.,

2022).

A, ———  Extracelular = B. ——  |ntracelular

- %@Eﬁ

l l l I5G15 lcu IS5G15 conjugada

,.

5' s . J'\ ariagonsin/promai

IFN<y. IL-10 ) . ’ . degradacion de protoinas
e Seoecon Activacon FN-y
EsSmutacion '\a.fl- 3
tumor Quimictats secrecon .
riiracion o
o o
; \ )
® x g Al
& = T >
= T’L ™Y Ropicac n‘m de DNA
Mocrofago Natral kller Newtrofio ooluls T ¥ ¥ repacon y
- : MRUING IR
’* |:';.; :;Av*.u ““})”‘
Progresian dal cclo cokdar transcripcion de R

Figura 22. Funciones de ISG15 libre y conjugado: (4)ISG15 estimula la produccion de IFN-y en células mononuclea-
res de sangre periférica bovina, linfocitos T y células T CD3 *. ISG15 estimula la proliferacion de células asesinas
naturales CD56 * en presencia de células T CD3 *, lo que conduce a una lisis mejorada de la célula diana restringida
por complejo no mayor de histocompatibilidad activado por linfocinas. La union de ISG15 al receptor LFAI en las
células NK estimula la liberacion de IFN-y e IL-10 de las células NK cebadas con IL-12. La ISG15 secretada también
puede influir en la quimiotaxis de los neutrofilos.

(B). La proteina ISG15 libre sintetizada a partir del gen ISG15 se encuentra en las células en sus formas intracelulares
libre y conjugada. La ISG15 libre intracelular, desestabiliza algunas proteinas celulares. La mayoria de los objetivos
nucleares para ISG15 participan en la remodelacion de la cromatina/transcripcion de la ARN polimerasa 11 o el proce-
samiento del ARN. La ISGilacion de proteinas inhibe la degradacion de proteinas mediada por el proteasoma 'y aumenta
la degradacion de proteinas por autofagia selectiva. La ISGilacion confiere sensibilidad a farmacos dirigida a la topoi-
somerasa a las células tumorales. Las consecuencias de la ISGilacion para la degradacion de proteinas de sustratos
mediada por ubiquitina son variables y pueden ser especificas del contexto. (Tomado de ISG15: “A link between innate
immune signaling, DNA replication, and genome stability”, 2023).
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3. IFN-y, ISG15 Y LA MICROGLIA.

El cerebro ha sido considerado durante mucho tiempo como un sitio inmunoldgicamente privi-
legiado debido a la falta de un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), la expresion de
antigenos en las células neurales, la falta de drenaje linfoide y la presencia de la barrera hema-
toencefalica, que bloquea la invasion del sistema inmunolégico. células y anticuerpos en el ce-
rebro. Sin embargo, las linfocinas, especialmente el IFN-y, inducen la expresion del antigeno
del MHC de clase I en las células neuronales y gliales. El IFN-y también induce la expresion
del MHC de clase II en la microglia, algunas poblaciones de astrocitos y células endoteliales, lo

que les permite funcionar como células presentadoras de antigenos (APC) (Suzumura A. 2008).

Para presentar eficazmente antigenos a las células T, las APC deben expresar moléculas coesti-
muladoras. Se ha demostrado que la microglia, los astrocitos y las células endoteliales expresan
estas moléculas coestimuladoras, y su expresion se ve reforzada por el IFN-y. El IFN-y también
regula al alza las moléculas de adhesion en las células gliales. En ciertas condiciones patologicas,
por lo tanto, el IFN-y puede alterar la funcion de las células gliales para inducir una interaccion
activa con las células inmunes. IFN-y también induce la produccion de una variedad de citocinas.
El IFN-y junto con el lipopolisacarido (LPS), induce la produccion del heterodimero funcional
de IL-12 e IL-23 en las células gliales, citocinas criticas para inducir respuestas T helper 1 (Th1).
Ademas, IFN-y activa la funcion de la microglia como células efectoras en la desmielinizacion
inflamatoria o en la degeneracion neuronal. Mejora la produccion de TNF-a, 6xido nitrico (NO)

y superdxido por microglia y astrocitos IFN-y (Suzumura A. 2008).

La microglia activada por IFN-y puede matar neuronas al secretar estos productos solubles.
Ademas, segtn se informa, el IFN-y induce la gliosis astrocitica al inducir la proliferacion de
astrocitos. Por tanto, el IFN-y juega un papel fundamental en la induccion de diversas patologias
del sistema nervioso central (SNC). La produccion de IFN-y se considera restringida a las célu-
las linfoides. Recientemente, se ha demostrado, sin embargo, que las células del prosencéfalo
fetal humano son inducidas a expresar ARNm y proteina de IFN-y cuando se estimulan con el
factor desencadenante de linfocitos tripanosoma (TLTF). Los autores afirman que los astrocitos
son los principales productores de IFN-y en respuesta a TLTF. Otros estudios también han su-

gerido la posibilidad de que las células del SNC produzcan IFN-y. (Kawanokuchi J., et al., 2006).
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La induccion de IFN-y puede desempefiar un papel fundamental en el desarrollo de diversas
patologias del SNC activando la microglia para que funcione como células inmunorreguladoras
o efectoras. Los roles emergentes de la microglia se estan investigando actualmente en el cerebro
sano y enfermo con un creciente interés en sus diversas funciones. En los Gltimos afios, se ha
demostrado que las microglias no solo son inmunocéntricas, sino también neurobioldgicas y
pueden afectar el desarrollo neuronal y el mantenimiento de la funcién de las células neuronales
tanto en contextos sanos como patologicos. En el contexto de la enfermedad, existe un consenso
generalizado de que las microglias son células dinamicas con el potencial de contribuir tanto al

dafio como a la reparacion del sistema nervioso central. (Kawanokuchi J., et al., 2006).

De hecho, varios estudios han encontrado que las condiciones micro ambientales pueden modi-
ficar selectivamente los fenotipos y funciones tnicos de la microglia. Tanto en el SNC sano
como en el enfermo, las microglias estan expuestas perpetuamente a diversos estimulos ambien-
tales que pueden influir en su funcion y, a menudo, corresponden a un perfil molecular y mor-
fologico tinico El IFN-y también regula al alza las moléculas de adhesion en las células gliales.
En ciertas condiciones patologicas, por lo tanto, el IFN-y puede alterar la funcion de las células

gliales para inducir una interaccidn activa con las células inmunes (Bogunovic D., et al., 2013).

Muchos ISG, controlan las infecciones virales, bacterianas y parasitarias al dirigirse directa-
mente a las vias y funciones necesarias durante los ciclos de vida de los patéogenos. Los ISG
adicionales codifican proteinas proapoptoéticas, lo que conduce a la muerte celular en determi-
nadas condiciones. Uno de los ISGs inducido por IFN-y en algunos tipos celulares es ISG15

(Bogunovic D., et al., 2013).

Los neutrofilos, monocitos y linfocitos humanos pueden liberar ISG15, aunque esta proteina no
tiene una secuencia de péptido sefial detectable. También se ha encontrado ISG15 en los granu-
los secretores de los granulocitos. ISG15 e IFN-y parecen definir un circuito innato que opera
preferencialmente, pero no exclusivamente, entre granulocitos y células NK (Bogunovic

D., etal., 2013).

El producto génico estimulado con interferon ISG1S5, es uno de los genes mas inducidos en
respuesta a la infeccion viral. ISG15 es parte de una clase de proteinas que comparten una ho-

mologia estructural con la ubiquitina (Ub) (Bogunovic D., et al., 2013).
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Aunque ISG15 juega un papel importante en la activacion de la inmunidad antiviral, también
proporciona supresion por retroalimentacion negativa de las vias de sefializacion antiviral, este

también consta de otros procesos (Bogunovic D., et al., 2013).:

1. Actividad de citocina extracelular-doble vida es detectable tanto en sangre como en

orina como citocina y quimiocina.

2. Inhibicion de la degradacion proteosomal

3. Autofagia selectiva

4. Inhibicion de la traduccion de proteinas

Por otra parte, el receptor de ISG15 extracelular se identificé recientemente como el antigeno 1
asociado a la funcion leucocitaria (LFA-1), una molécula de adhesion de la familia de las inte-
grinas compuesta por una subunidad aL y 2. Sin embargo, también puede influir en muchos
otros procesos celulares, incluida la inhibicion de la secrecion de exosomas, la atenuacion de la
hipoxia, la activacion de la secrecion de citocinas, asi como la modulacion de la dinamica del
citoesqueleto. Ademas, se predijo que un porcentaje similar de dianas de [SGilacion se ubicarian
en el nucleo, el citoplasma, el espacio extracelular o como proteinas secretadas (Bogunovic, D.,

et al., 2013).

ISG15 y su proceso de ISGilacion, estan involucrados en la regulacion del metabolismo mito-
condrial. Las proteinas ISGiladas se pueden encontrar en todas las localizaciones mitocondriales,
principalmente en el espacio intermembrana mitocondrial (IMS) y la membrana mitocondrial
interna (IMM), donde también est4 presente ISG15 libre. La interaccion entre IFN-y e ISG15
en microglia es un area de investigacion activa. El IFN-y, una citocina clave en la inmunidad,
puede inducir la expresion de ISG15 en varios tipos de células, incluyendo microglia. ISG15 es
una proteina que puede ser conjugada a otras proteinas, modificando su funcion y actividad. En
microglia, la sefializacion de IFN-y y la expresion de ISG15 estan involucradas en la regulacion

de la respuesta inmune, la fagocitosis y la neuroinflamacion (Bogunovic D., et al., 2013).
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e El papel del IFN-y en la regulacion de ISG15 en microglia:

1. El IFN-y, producido por células T y células NK, puede activar la microglia e inducir la

expresion de ISG15.

2. ISG15, a su vez, puede influir en la funcion de la microglia, incluyendo la fagocitosis de

patogenos y células dafiadas.

3. La interaccion entre IFN-y e ISGIS5 puede ser importante en la defensa contra

infecciones y en la regulacion de la neuro inflamacion.
e El papel de ISG15 en la funcion de la microglia:

1. ISG15 es una proteina, similar a la ubiquitina, que puede conjugarse a otras proteinas,

alterando su funcion y actividad.

2. La conjugacion de ISG15 puede afectar la actividad de las proteinas involucradas en la

respuesta inmune de la microglia.

3. En la microglia, ISG15 puede influir en la fagocitosis, la presentacion de antigenos y la

liberacidn de citocinas.

4. La expresion de ISG1S5 en la microglia también puede afectar la senalizacion del IFN-I

y la respuesta a infecciones virales.

En resumen, la interaccion entre IFN-y e ISG15 en microglia es un proceso complejo con
implicaciones importantes en la inmunidad, la neuro inflamacion y potencialmente en
enfermedades neuroldgicas. La investigacion en curso esta explorando los mecanismos precisos

de esta interaccion y su papel en la salud y la enfermedad.
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

(La via de sefializacion del IFN-gamma podrian modular los niveles de ISG15 en células de

microglia y estar asociados con la activacion de estas células en algunas neuropatologias?

IV. HIPOTESIS.

La via de sefializacion del IFN-y incrementara los niveles de la proteina ISG15 en las células de

microglia, lo cual podria relacionarse con la progresion de algunas neuropatologias.

V. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto del IFN-y sobre los niveles de ISG15/ISGilacion en células de microglia 'y su

asociacion con algunas neuropatologias.

VI. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Analizar la expresion de ISG135, en el Sistema Nervioso humano / raton.

2. Evaluar los niveles de proteina ISG15, en células gliales.

3. Evaluar el efecto del IFN-y, sobre la morfologia de las células microgliales.

4. Analizar la localizacion y abundancia de ISG15, en células microgliales.

5. Analizar la relevancia de ISG15, en un contexto neuropatoldgico (isquemia).
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.
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1. CULTIVO/LINEA CELULAR HMC3.

La linea celular HMC3, correspondiente a la clona de microglia humana, fue establecida en
1995 por el equipo del profesor Tardieu mediante un proceso de inmortalizacién dependiente
del virus SV40. Esta linea se origind a partir de células microgliales extraidas de tejido cortical

y medular humano, obtenido de embriones con una edad gestacional entre 8 y 12 semanas.

Las células primarias utilizadas presentaban un patrén de division lento y una morfologia com-
pleja. Antes del procedimiento de inmortalizacion fueron cultivadas durante un periodo de 10 a
15 dias. Una vez establecida la linea HMC3, se observo que las células conservaron caracteris-
ticas propias de la microglia primaria, incluyendo la expresion de marcadores mieloides como
CD68, CD11b y CD14, aunque la intensidad de dicha expresion resultd variable segun el anti-

cuerpo primario empleado, en especial en el caso de CD68.

Despues el proceso de inmortalizacion, las células HMC3 mostraron un incremento significa-
tivo en sus tasas de proliferacion, con tiempos de duplicacion que oscilaron entre 24 y 48 horas,
manteniendo a la vez rasgos fenotipicos y morfologicos semejantes a las células microgliales

originales.

ATCC Number: CRL-3308
Designation: HMC3 Clone 3

©ATCC® ©ATCC®

Loy Duesany High Density

Figura 23. Células HMC3: Organismo-Humano, Tejido-Cerebro fetal; Aplicaciones-cultivo celular3D, Neu-
rociencia, Neuroinflamacion, Sinonimos-Clon 3 de microglia humana, CHME-3,CHME3,; Morfologia -ma-
crofago (Tomada de “ATCC”).
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2. EXTRACCION Y FRACCIONAMIENTO CELULAR.

La extraccion y fraccionamiento celular es una técnica fundamental en biologia molecular y ce-
lular cuyo objetivo es aislar y purificar los distintos componentes funcionales de la célula, tales
como organulos, proteinas y macromoléculas, para su andlisis bioquimico y funcional. El pro-
ceso implica dos etapas principales: primero, la lisis celular (ruptura de la membrana celular)
para crear un homogeneizado uniforme del tejido o cultivo celular; y segundo, la separacion de
los orgénulos y componentes mediante métodos como la centrifugacion diferencial o la centri-

fugacion en gradiente de densidad.

Esta metodologia permite la localizacion subcelular precisa de biomoléculas especificas, lo cual
es crucial para elucidar sus funciones dentro del compartimento celular correspondiente en el

contexto de la investigacion.

Para ello, la linea celular HMC3-microglia, se encontraba dependiente de SV40 ( papovirus SV-
40 para mantener su proliferacion); en nitrégeno liquido. El cultivo celular HMC3 fue resem-
brado y distribuido para obtener una muestra de control y una muestra estimulada con IFN-y
durante 24 horas. Posteriormente se retiro el medio de cultivo con la bomba de vacio, se realizo
el lavado con 500 pl de PBS 1x (este en frio) y su posterior aspiracion. Posteriormente se
rasparon las células y los lisados obtenidos se recolectaron en tubos eppendorf, se dejaron en
agitacion durante 15 min a 4 °C, después se centrifugd a 13. 2 Krpm por 5 min a 4 °C, y se
recuper6 el sobrenadante (muestra total citoplasmatica) y en otros tubos se mantuvo el extracto

nuclear..

24 h.

En el caso del fraccionamiento, al retirar el medio del cultivo celular, se 1 ml de buffere de
homogenizacion, con sacaroza e imidazol ( 0.1715 g de sacarosa y 60 pl de imidazol por 2 ml
de agua).

Se realizo 13 veces un fraccionamiento mecanico de las muestras con ayuda de una aguja de 22
G. La s muestras se centrifugaron a 3.4 Krpm,por 10 min a 4°C. Las muestras se pasaron por
frio hasta visualizar una separacion. A cada muestra nuclear se le agrego 1ml de RIPA y 500 pl
a las muestras citoplasmaticas. Furon mantenidas en agitacion por lhora a 4°C; nuevamente

fueron centrifugadas a 13.4 Krpm por 5 min a 4°C, para posteriormente ser resguardadas.
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3. ELECTROFORESIS SDS-PAGE Y WESTERN BLOT .

Esta técnica es de alta sensibilidad y rapidez empleada para identificar y estudiar proteinas,
basada en la interaccion especifica entre un antigeno y su anticuerpo. El proceso comienza con
la separacion de proteinas mediante electroforesis en gel bajo condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE). Posteriormente, las proteinas se transfieren de forma irreversible a una mem-
brana de PVDF, lo que permite inmovilizarlas para su analisis. En esta fase, los antigenos pre-
sentes en la membrana son reconocidos selectivamente por anticuerpos monoclonales o poli-

clonales, lo que facilita su deteccion y caracterizacion.

Las muestras del fraccionamiento celular fueron centrifugadas por 1 minuto a 13.2 Krpm. Se
realizaron tres tipos de geles de separacion, uno al 7.5 % para la separacion de tubulina y uno

al 15% para la separacion de ISG15. Y el tercero es el gel concentrador al 4%.

En los pozos se agregaron las muestras que contaron con SDS (lauril sulfato s6édico o dodecil
sulfato s6dico), el cual permitio la ruptura de las proteinas, y su separacion por Peso Molecular,

después se agreg6 el buffer de corrida en el equipo y las muestras corrieron de catodo a dnodo.

Se mantuvieron varios voltajes hasta obtener las siguientes referencias:
= 80 volts — hasta que la muestra observo por debajo de los pozos.
* 90 volts — hasta que las muestra se encuentro a la mitad del gel separador
= 100 volts — hasta al borde final del gel separador

Esto tuvo un tiempo aproximado de 1:50 minutos.

Lo obtenido en nuestro gel fue transferido a una membrana de PVDF; esto fue realizado con
un buffer de transferencia (suero de leche al 5%) donde se fijaron las muestras con un anticuerpo
monoclonal (5 ml) para identificar a la proteina ISG15 (Ac-conejo) (1:1000) (F-9, sc-166,755
Santa-Cruz Biotechnology) y la tubulina (Ac-ratén) anticuerpo primario anti-o-tubulina (1:1000)
(B7, sc-5286 Santa-Cruz Biotechnology). Al fijarse las muestras en la membrana, se realiz6 el
revelado para la deteccion de las proteinas; primeramente, se agregd 1 uL de anticuerpo de
cada uno con 10 ml de TBT-T por una hora, para pasar después por 3 lavados de 3 minutos.
Pasado el tiempo, se agrega el reactivo de deteccion, se ird a un cuarto oscuro, donde se adi-
ciond un fijador y agua. Ya con el apoyo de un foco rojo seran detectadas las proteinas ISG15

y tubulina.
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4. INMUNOFLUORESCENCIA.

Para realizar la técnica se realizo lo siguiente:

Se prepard una caja de 6 pozos con cubreobjetos y se sembraron las células HMC3.

En cada pozo se coloco un cubreobjetos a los cuales se les realizaron 3 lavados con 1 ml de
alcohol etilico, después un lavado con 1 ml de PBS estéril, y posteriormente se agreg6 1 ml
de polilisina a cada pozo con cubreobjetospor 10 min. Pasado el tiempo, se retir6 la polilisina
y se lavo con 1 ml de PBS estéril y se dejé en luz UV por 30 min. Una vez preparada la caja,

en cada uno de los pozos se sembraron las células y se dejaron crecer.

Cuando las células saturaron loscubreobjetos, se retird el medio de cultivo,por medio de 3
lavados con PBS, después delos lavados se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% por 8
min, terminada la fijacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS. Posteriormente se
permeabilizaron con triton 100x al 0.1% por 5 min, y asi los anticuerpos ingresaron a las
células. Una vez permeabilizadas, las células se bloquearon con albiimina al 10% por 1 hora,
para evitar alguna inespecificidad en los anticuerpos. Terminado el bloqueo, se agregd el
anticuerpo primario ( anti-ISG15) (1:100) (F-9, sc-166.755). y se dejaron incubando toda la

noche a 4 °C. Se lavaron las células con PBS tres veces por5 min cada lavado.

Se coloco un anticuerpo secundario (1:100) IgG antiraton Alexa Fluor 647 (ab150107, Ab-
cam),correspondiente para cada proteina que tienew fluoréforo en ellos y se dejaron incu-
bando pr 1 hora en oscuridad; pasada la hora se lavaron 3 veces con PBS por 5 min, por
ultimo, se colocaron cubreobjetos sobre los portaobjetos con DAPI para montarlos, ya mon-

tados los cubreobjetos £protegieron de la luz y fueron observados al microscopio.
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5. ANALISIS DE VIABILIDAD MEDIANTE COLORANTES FLUORESCENTES.

La calceina-AM es un colorante muy lipéfilo y permeable a la membrana celular. Si bien, en si
misma no es una molécula fluorescente, la calceina generada a partir de la calceina-AM por
esterasas en una célula viable emite una fluorescencia verde fuerte (Aex 490 nm, Aem 515 nm).

Por consiguiente, la calceina-AM solo tifie las células viables.

Por el contrario, el colorante de tincién de los nucleos. El yoduro de propidio tifie a las células
no viables de color rojo, ya que las células no viables tienen una membrana plasmatica compro-
metida y el colorante puede entrar en la célula y se une al ADN. Alcanza el nucleo atravesando
areas desordenadas de la membrana de células muertas, y se intercala en la doble hélice del
ADN para emitir fluorescencia roja (Aex 535 nm, Aem 617 nm). Dado que tanto la calceina-AM
como el PI-ADN pueden excitarse con luz de 490 nm, es posible el control simultaneo de células

viables y muertas con un microscopio de fluorescencia de excitacion.

Las células transfretadas se incubaron con calceina-AM y luego las células se analizaron me-
diante microscopia de fluorescencia. La morfologia celular se realiz6 utilizando un microscopio

de barrido laser confocal.

6. ANALISIS In silico, “ The Human Protein Atlas”

Para cada uno de los tres conjuntos de datos transcriptomicos (HPA, GTEx y FANTOMY), se
utilizé el valor promedio de TPM de todas las muestras individuales para cada tejido humano o
tipo de c€lula humana para estimar el nivel de expresion génica. Para poder combinar los con-
juntos de datos en niveles de expresion de transcripcion de consenso, se configurd una tuberia
para normalizar los datos para todas las muestras. En resumen, todos los valores de TPM por
muestra se escalaron a una suma de 1 millon de TPM (denotado pTPM) para compensar las

transcripciones no codificantes que se habian eliminado previamente.
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El conjunto de datos de secuenciacion de ARN de sangre no se ajustd a limma. Los valores de
expresion de la transcripcion resultantes, denominados expresion normalizada (NX), se calcu-

laron para cada gen en cada muestra.

En el Atlas de Proteinas Humanas, el valor de NX para cada gen y tejido se calculo y visualizo
en la pagina de resumen de genes, junto con los valores pTPM de cada muestra. Los niveles de
expresion de transcripcion de consenso para cada gen se resumieron en 74 tejidos humanos,
basandose en datos transcriptomicos de tres fuentes: HPA, GTEx y FANTOMS. El valor de
expresion normalizada de consenso (NX) para cada gen y 6rgano/tejido representa el valor ma-
ximo de NX en las tres fuentes de datos. Para tejidos con multiples subtejidos (regiones cere-
brales, células sanguineas, tejidos linfoides e intestino), se utiliza el maximo de todos los subte-
jidos para el tipo de tejido. El numero total de tipos de tejido en el conjunto de consenso de

tejidos humanos es de 37 y el numero total de tipos de células sanguineas humanas es de 18.

Los niveles de expresion de la transcripcion de consenso se resumen en 10 regiones cerebrales
donde se combinaron muestras subregionales y se utilizd el maximo de subregiones para la re-
gion cerebral. El cuerpo calloso, la médula espinal, la retina y la hipofisis también se incluyeron

en el andlisis, pero no se definieron como una de las 10 regiones cerebrales.

Para tejidos con multiples subtejidos (regiones cerebrales), se utiliza el maximo de todos los
subtejidos para el tipo de tejido. El conjunto de datos FANTOMS se normalizé por separado a
nivel de muestra mediante TMM. Las etiquetas por millon normalizadas para cada gen se cal-

cularon con base en el promedio de todas las muestras individuales de cada tejido humano.

Los niveles de expresion de transcripcion de consenso para cada gen se resumieron en 50 tejidos
humanos con base en datos transcriptomicos de las dos fuentes HPA y GTEx. El valor de con-
senso de nTPM para cada gen y tipo de tejido representa el valor maximo de nTPM basado en

HPA y GTEx.
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VIII. RESULTADOS.

1. Analisis de la expresion de ISG15 en el sistema nervioso humano y raton.

Para identificar la expresion de ISGI5 en regiones cerebrales se utilizd “The Human Protein
Atlas”. En todas las regiones del tejido cerebral se reporta la expresion de ISG15. La Grafica 1
nos refiere que la expresion de ISG15 es alta e igual en la corteza cerebral como en la amigdala,
a una media proporcion en el hipotalamo y en los ganglios basales, y se encuentra en una pro-

porcion muy baja en el cerebelo.
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Figura 24. Distribucion de la proteina ISG15 en regiones cerebrales.
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Conjunto de datos de consenso sobre el cerebro humano
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Grafica 1. Expresion de ISG15 en regiones cerebrales: Se crearon niveles de expresion
normalizada por consenso (NX) para las 10 regiones cerebrales combinando los datos de
dos conjuntos de datos transcriptomicos (GTEx y FANTOMS). La codificacion por colores
se basa en la region cerebral y la barra muestra la expresion mas alta entre las subregiones
incluidas.
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Se obtuvo un plano transversal, que nos ayuda a identificar hasta qué tanto se dispersa su expre-
sion en los tejidos mas internos. De esta manera podemos ver mejor la region de la amigdala,
los ganglios basales, el hipotalamo y el cerebelo. En la Grafica 2, podemos ver que su expresion
estd fuertemente detectada en la médula espinal. Estas distribuciones son un poco mas diversas,

ya que se estan comparando de 10, a 13 y 14 regiones cerebrales

Figura 25. Cortes transversales del cerebro, nos permite una mejor identificacion de ISG15.
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Conjunto de datos del cerebro humano de HPA
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Grafica 2. Consenso de datos en 13 regiones cerebrales con respecto a ISG15:

se muestran niveles de la expresion de ARN normalizados (nTPM)

Conjunto de datos de ARN-Seq del cerebro humano GTEx
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Grafica 3. Expresion del genotipo respecto al
tejido cerebral.
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Grafica 4. Anadlisis de la capacidad de la
expresion genica por FANTOMS.

En las Graficas 3 y 4, la expresion de ISG15 es detectada fuertemente en la amig-

dala, su expresion tanto en el hipotalamo como en el hipocampo es equivalente,

seguida de los ganglios basales y la corteza cerebral. Respecto a la grafica 5, la

expresion de ISG15 es sumamente alta en la corteza cerebral, puente de valorio,

médula oblongata, ganglios basales y el bulbo olfatorio.
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En general, estos resultados sugieren que la presencia de ISG15, puede estar en

ciertas regiones del cerebro, y que podria ser importante en la funcionalidad de

diferentes partes del cerebro, sin embargo, es altamente constante su deteccion en

la cortea cerebral, lo que podria estar asociado con una funcion en la proteccion

del tejido cerebral. También en todas las graficas se confirma, su baja presencia en

el cerebelo, por lo que mas estudios serdn necesarios para entender las implicacio-

nes de ISG15 en la fisiologia del cerebelo.

Figura 26. Visualizacion lateral y cortes transversales del cerebro de raton.
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Grafica 5. Conjunto de datos de raton HPA. Los datos de te-

Jjido de secuenciacion de ARN de HPA se presentan como

nTPM medio, para cada region cerebral analizada en ratones.
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Grafica 6. El ISH del cerebro del raton Allen.
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Ademas, la expresion de ISG15 tiene un comportamiento diferencial en tejido cerebral de raton.
Basados en la Grafica 5., la expresion de ISG15 es alta en la glandula pituitaria, y en la com-
paracion de la Figura 30, en el bulbo olfativo, region por la cual el raton conoce y regula infor-
macion también ISG15 esta medianamente expresado. Observando la Grafica 6., la expresion

de ISG15 se detecta también en la amigdala como en el hipotalamo.
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2. Evaluacion los niveles de proteina ISG15, en células gliales.
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Figura 27. Resultados de la expresion de ISG15 en células de HMC3.

Tubulina-a

Para evaluar los niveles de la proteina ISG15 en su forma conjugada covalentemente a otras

proteinas (ISGilacion) o en su forma libre por WB, se utilizaron diferentes tipos celulares de

origen celular glial humano.
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Como resultado, debemos recalcar la diferencia de cada célula. De acuerdo con la informacion
en la literatura, se conoce que las células HMC3 son derivadas de microglia fetal humana y
corresponden a una linea inmortalizada. Los demads tipos celulares son transformados, prove-
nientes de tumores del cerebro humano. U87 es una linea celular humana de glioblastoma que
presenta una morfologia similar a la de las células epiteliales. A-172 (A172 o A-172 MG) es
una importante linea celular derivada también de glioblastoma humano utilizada en la investi-
gacion neurocientifica que procede del tejido cerebral de un varén de 53 afios con glioblastoma.
LN-18 es una linea celular con morfologia epitelial humana, del 16bulo temporal derecho con

glioblastoma.

Como se puede apreciar en la Figura 27., se observd que ISGI15 es detectado en todos los
tipos celulares. Sin embargo, el perfil de ISGilacion y la forma de ISG1S5 libre, es diferente
dependiendo del tipo celular, resultando interesante que las células de microglia presenten altos
niveles de ISG15 libre en comparacion con los otros tipos celulares. En cuanto a la ISGilacion,
el perfil de proteinas conjugadas a ISG15 se observa presente en todas las lineas celulares, pero
parece diferir en abundancia y en el patron de bandas. Por lo tanto, ISG15 se detecta en células

de microglia con un patrén especifico diferente a las células derivadas de tumores gliales.
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3. Evaluacion del efecto del IFN-y, sobre la morfologia de las células microgliales.

-IFN-y + IFN-y

Figura 28. Resultados del andlisis de la morfologia de la microglia por estimulacion de IFN-.

Es evidente el cambio de morfologiacon la presencia del [IFN-y; podemos visualizar de nuestro
lado izquierdo que sin la presencia de IFN-y (-IFN-y), se presenta el comportamiento natural
de la microglia. Se tiene un estado de reposo, un estado ameboide escaso de ramificaciones,
vemos que las células tienen una interaccion mas cercana una a otra, lo que sugiere el fenotipo
M2. Por el lado derecho, al presentar la estimulacion de IFN-y, las ramificaciones o extensio-
nes de la microglia son mas evidentes entre las células, y una limitada interaccion entre ellas,
sugiriendo que el fenotipo M1 de la microglia es activado por la estimulacion de IFN-y, siendo

el fenotipo M1 su estado de activacion clasica proinflamatoria de primer estado de defensa.
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Vida Muerte Comparacion

Figura 29. Resultados del ensayo de vida o muerte: las células HMC3 tienen la viabilidad de tener una
estimulacion se encuentran altamente activas y los fenotipos M1 y M2 microgliales son evidentes.

En la Figura 29., se realizé un ensayo de vida muerte utilizando calceina y ioduro de propidio.
Como resultado, se observaron nuevamente los cambios morfologicos de las células tratadas
con IFN-y. De manera interesante, se observa que el estimulo con IFN-y no afecta la viabilidad
celular, ya que no se detectan células muertas. No obstante, el IFN-y mantiene a las células

viables con un cambio morfoldgico hacia el fenotipo M1.




4. Analisis de la localizacion y abundancia de ISG15, en células microgliales.
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Figura 30.Electroforesis SDS-Page de la presencia de ISG15 en células gliales a partir de la
estimulacion por IFN- y.

El efecto del IFN-y sobre la abundancia de ISG15 se evaluo en células de microglia y en células
derivadas de glioblastoma (antes descritas) y la linea celular U-373 también derivada de glio-
blastoma. Adicionalmente, se analizaron las células Daoy, derivadas de meduloblastoma, un
tumor maligno de cerebelo. El resultado muestra que el estimulo de IFN-y incrementa los ni-
veles de la forma libre y conjugada de ISG15 en todas las lineas celulares (Fig. 30). Sin em-
bargo, los niveles de la forma libre de ISG15 y la ISGilacion inducidos por IFN-y parecen ser

mads abundantes en las células de microglia.
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Figura 31. Resultados de la inflorescencia en células HMC3 y la expresion de ISG15 libre, a partir de la
estimulacion por IFN-y.

Para analizar la distribucion subcelular de ISG15 en las células de microglia se utilizaron en-
sayos de inmunofluorescencia (Fig. 31). En ausencia del estimulo del IFN-y, ISG15 se encuen-
tra principalmente en el citoplasma, pero en presencia del tratamiento con IFN-y, la deteccion
de ISG15 se incrementa en el citoplasma y se detecta también en el nlicleo celular. De manera
interesante, en las extensiones citoplasmaticas debidas al cambio fenotipico de las células es-
timulado por IFN-y, se detecta la presencia de ISG15, por lo que, es probable que ISG15 pu-

diera tener una participacion en la remodelacion del citoesqueleto celular.
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5. Analisis de la relevancia de ISG15, en un contexto neuropatoldgico (isquemia).

Dado que ISG15 se detecta en células de microglia y el IFN-y incrementa sus niveles con una
distribucion principalmente en el citoplasma, se decidi6 analizar, si pudiera ISG15 tener una
implicacion en un contexto neuropatoldgico. Para ello, se consultd la base de datos “The

Myeloid Landscape 2” (Grafico 7.y 8.).
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Grafica 7. Monocitos y microglia en el humano. "Log2(Fold Change)" es un término comunmente utili-

zado en el andlisis de datos bioldgicos y estadisticos, especialmente en el campo de la transcriptomica y

la proteomica, para expresar la magnitud del cambio en la expresion de un gen o la abundancia de una

proteina entre dos condiciones o grupos. Fold Change: Representa la relacion entre la cantidad de una

sustancia (como un gen o una proteina) en una condicion experimental en comparacion con una condicion

de control.
El grafico de violin muestra la distribucion y la densidad de la expresion de ISG15 (en escala
Log2(TPM + 1)) en las células de Microglia y Monocitos. Los puntos individuales representan
los valores de expresion para cada muestra. El grafico de barras superior indica el cambio de
expresion (Log2(Fold-change)) entre los grupos, donde la barra verde indica una regulacion al
alza (Up) con una significancia estadistica de P < 0.05. La leyenda en la parte superior explica
que "Not Signif." (gris) significa no significativo, "Up (P<0.05)" (verde) significa regulacion

al alza significativa, y "Down (P<0.05)" (azul) significa regulacion a la baja significativa.
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Los resultados indicaron que la expresion de ISG15 esta incrementada en los monocitos en
comparacion con la microglia, como lo indica la barra verde en el grafico superior y la mayor
expresion general en el grafico de violin para los monocitos (Grafica 7). Sin embargo, al com-
parar la microglia con células del SNC, incluyendo astrocitos, células endoteliales, microglia,
neuronas, células precursoras de oligodendrocitos, oligodendrocitos recién formados y oligo-
dendrocitos mielinizantes, se observd que la expresion de ISG15 de manera significativa es

mas alta en microglia, lo que sugiere que podria tener funciones cruciales en este tipo celular.
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Grafica 8. Comparacion de la expresion de ISG15, a partir de RNA-seq
entre el conjunto de células gliales y de SNC.

El panel superior muestra el cambio de expresion (Log2(Fold-change)) de ISG15. La barra
verde indica que la expresion de ISG15 esté significativamente "Up" (incrementada) en un tipo
de célula en particular (P<0.05), aunque no se especifica explicitamente qué tipo de célula
representa esa barra en este panel. El panel inferior muestra los niveles de expresion de ISG15
(Log2(rpkm + 1)) en varios tipos de células, incluyendo astrocitos, células endoteliales, micro-
glia, neuronas, células precursoras de oligodendrocitos, oligodendrocitos recién formados y

oligodendrocitos mielinizantes.
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Un contexto neuropatologico de gran importancia es la isquemia cerebral, la cual se genera en
un entorno inflamatorio agudo en el cerebro, caracterizado por activacion de la microglia hacia
un fenotipo M1 proinflamatorio, con liberacion de citocinas, quimiocinas y especies reactivas,
Ademas, implica la infiltracion de monocitos periféricos que atraviesan la barrera hematoen-
cefalica dafiada. De manera importante, se ha asociado con la produccion de interferones tipo
Iy IT (IFN-y), por lo que podria estar asociado con la induccién de la expresion de genes esti-

mulados por interferon como ISG15.

Not Signif. Il Up (P<0.05) W Down (P<0.05)

9

L

Log2(Fold
-change)

9.0

Isg15
Log2(level)

8.0

o ( ’v Y
M~ o z
surgery: s“am \R

genotype: O a oo

Grafica 9. Respuesta de la microglia a la lesion isquémica transitoria.

La Grafica 9., corresponde a una representacion grafica de resultados de expresion génica
(ISG15) en un modelo experimental de cirugia con isquemia/reperfusion (I/R) comparado con

un grupo control (sham), en animales de genotipo silvestre (wild type).

En el panel principal se observa un grafico tipo violin, donde se muestran los niveles de expre-

sion de ISG15 en escala logaritmica base 2. Los grupos comparados son:
e Sham: cirugia simulada, donde los niveles de expresion se mantienen mas bajos.

o [I/R: isquemia/reperfusion, donde se aprecia un incremento evidente en la expresion de

ISG15.
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e (Cada punto dentro del violin representa un valor individual, indicando la variabilidad

bioldgica entre muestras.

Como se observa en la Grafica 9.,la expresion de ISG15 esta incrementa de manera significativa
en un modelo murino de isquemia en comparacion con el control, sugiriendo que, bajo dichas
circunstancias neuropatolégicas, la induccion de ISG15 podria ser una respuesta neuroprotec-
tora ante un dafio agudo en el cerebro isquémico. Por lo tanto, el eje IFN-y-microglia-ISG15-
ISGilacién, forman parte de una red inmunologica cerebral cuya desregulacion estd implicada

en la génesis de enfermedades neuroldgicas, como la isquemia.
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IX. DISCUSION.

E1TFN-y se ha estudiado principalmente en el sistema inmunologico, y recientemente en algunos
contextos de cancer (Oropeza E., 2024). De manera interesante, uno de los genes inducidos por
el IFN-y en cancer de mama y glioblastoma corresponde a ISG15, pero se desconocia si este
gen podria también ser modulado por este interferon en células de la neuro microglia. Investigar
la modulacion de ISG15 por IFN-y en células de microglia resulta importante por dos principales
razones. Primero, las células microglia, son parte de las células gliales confiriendo soporte y
manteniendo las redes neuronales, y son consideradas el sistema inmune del cerebro, mante-
niendo su homeostasis. Las vias de sefializacion de las células microglia, incluyendo al IFN-y,
no han sido completamente exploradas. Ademas, la expresion y su potencial modulacion de
ISG15 por IFN-y, también se desconocia. Como segundo punto, ISG15 es una proteina parecida
a la ubiquitina, y una de sus funciones es actuar como un modulador postraduccional en la mo-
dificacion poco conocida a la fecha llamada ISGilacion. De esta forma, resulta relevante indagar

si IFN-y podria modular los niveles de ISG15 y el perfil de proteinas ISGiladas.

Nuestros resultados de la expresion de ISG15 analizada en tres bases de datos diferentes (HPA,
GTex, FANTOMY) del Human Protein Atlas. De acuerdo con GTex y FANTOMS, ISGIS se
expresa en diferentes tejidos del cerebro, mayoritariamente en corteza cerebral, hipocampo,
amigdalas, y el hipotdlamo, y en menor proporcion en cerebelo. En cambio, HPA sugiere una
mayor expresion de ISG15 en la médula espinal. Similarmente, en el caso del cerebro de raton,
ISG15 se expresa altamente en el hipocampo y en el hipotalamo, pero también en las amigdalas
y el bulbo olfatorio. Estos resultados indican que la expresion de ISG/5 es importante en el

cerebro y que podria tener funciones diferenciales en las diferentes partes que lo conforman.

Para analizar los niveles de proteina de ISG15 por WesternBlot se utilizaron las células de mi-
croglia fetal humana HMC3 inmortalizadas, y se compararon con los niveles de ISG15 en célu-
las derivadas de células gliales astrociticas transformadas tales como U87, A172 y LN18. Sin
embargo, es interesante notar que, los niveles de ISG15 libre y el perfil de ISGilacién son mas

altos en las células de microglia HMC3 en comparacion con las otras lineas celulares.
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Estos resultados sugieren que ISG15 podria tener implicaciones en las funciones protectoras de
la microglia. En un contexto de células gliales-astrocitos transformado, los niveles de ISG15/1S-
Gilacion son detectados en menor proporcion que en células de microglia normales. Dada la
plasticidad de las células de microglia y la pequena poblacion que constituyen dentro de la neu-

roglia, la modulacién de ISG15/ISGilacion podria ser critica para cumplir la funcion microglial.

Nuestro siguiente punto fue evaluar si existia un cambio morfoldgico de las células de microglia
en respuesta al IFN-y, dado que las células microgliales se han descrito con dos diferentes feno-
tipos, M1 en estado de reposo y M2 en estado activo (con prolongaciones tipo ameboides). En
microglia aislada de modelos murinos se ha observado que IFN-y induce una activacion micro-
glial. Nuestros resultados sugieren que el IFN-y también en microglia humana puede inducir
activacion de las células de microglia, caracterizada por un cambio morfologico M1, que es
principalmente evidenciado por prolongaciones y la presencia de algunas ramificaciones. Me-
diante ensayos de vida/muerte usando calceina y yoduro de propidio, respectivamente, se ob-
servo que las células se mantienen viables, pero con cambios en su morfologia en respuesta al
IFN-y sugiriendo su comportamiento de M2 y M1. De forma interesante, estas células en su
presumible estado M2 parecen estar mas agrupadas, mientras que en el estado M1 tienen una

distribucidn menos cercana entre ellas.

Para conocer el efecto que podria tener el estimulo del IFN-y sobre la abundancia y la localiza-
cion del ISG15 en células de microglia HMC3, realizamos inmunoblot y ensayos de inmuno-
fluorescencia. El resultado muestra que en todos los casos el IFN-y incrementa los niveles de
ISG15, tanto de la forma libre (proteina de 15 kDa) como de la forma conjugada que se repre-
senta con las bandas a partir de >25 kDa. Dado que ISG15 libre y el perfil de ISGilacion son
mas altos en las células de microglia en comparacion con las lineas celulares gliales transfor-
madas U-87, A-172, LN-18 U-373 y Daoy , asi como cé€lulas derivadas de meduloblastoma, un
tumor de cerebelo. En consecuencia, se logra detectar una mayor induccion de ISGI15 en las

células de microglia en respuesta al IFN-y.

Adicionalmente, observamos que la localizacion de ISG15 en las células de microglia en ausen-
cia del estimulo del IFN-y es mayoritariamente citoplasmatica, pero posterior al tratamiento con
IFN-y, ISG15 se localiza también dentro del nticleo celular y notoriamente detectado en las

prolongaciones de la microglia en estado activado clasico (M1). Por lo tanto, ISG15 y el perfil
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de ISGilacion son modulados positivamente por IFN-y durante los cambios morfologicos de la
microglia resultado de su estado proinflamatorio por dicho estimulo. La deteccion de ISG15 en
las prolongaciones de la microglia estimulada por IFN-y, sugiere que la remodelacion del ci-
toesqueleto durante el cambio de morfologia microglial, podria implicar la ISGilacion de pro-
teinas, por ejemplo, de la proteina MIIA, la cual previamente por nuestro grupo y otros se ha
demostrado que es un blanco de ISGilacion. Mas estudios seran requeridos para demostrar si el
incremento y la localizacion extranuclear de ISG15 podria estar asociada a la ISGilacion de

proteinas del citoesqueleto para modular su funcion.

Con el proposito de entender la relevancia funcional de ISG15 en un contexto fisiopatolégico,
se evalud la base de datos “The Myeloid Landscape 2", que contiene datos de expresion génica
principalmente en modelo de ratdon. La comparacion de la expresion de ISG15 en diferentes
células como microglia, astrocitos, oligodendrocitos, neuronas, células mieloides y endoteliales,
muestran que la mayor expresion de ISG15 se presenta en la microglia, sugiriendo su importan-

cia en este tipo celular.

Ademas, los resultados indican que la microglia de raton sometida a una isquemia transitoria
tiene una mayor expresion de ISG15 comparada con el control. Se ha reportado que ISG15 tiene
una funcion protectora contra la isquemia, (Tecalco A., et al., 2025). Esto sugiere que, ante el
dafio isquémico, tanto la microglia como el incremento de ISG15 son criticos conjuntamente en
la funcion neuro protectora. No obstante, los detalles moleculares no se conocen, pero podrian
estar vinculados a la ISGilacioén de proteinas. En este contexto en particular, el incremento de
ISG15 por IFN-y podria tener un efecto protector, pero en otros contextos la activacion de la
microglia por IFN-y podria conducir a la expresion de ISGI35, pero también de otros ISGs aso-

ciados con funciones no neuroprotectoras e incluso neurodegenerativas.
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En conjunto, nuestro trabajo demuestra otro contexto celular del SNC donde ISG15/ISGilacion
podria ser crucial, la microglia. Nuestros datos sugieren que la activacion de la microglia y
muchas de sus funciones pueden ser dependientes de ISG15 y la ISGilacion de proteinas. Ade-
mas, IFN-y podria tener una funcion dual, de activar la neuroproteccion por la microglia, o bien,
interferir en esta actividad de una manera dependiente del contexto patologico, lo cual implica
la desregulacion de diversas y diferentes vias de sefializacion celular. Nuestros datos abren nue-
vas propuestas de estudio, para conocer los mecanismos moleculares del IFN-y y de ISG15/IS-
Gilacioén de proteinas en contextos de neuropatologias, para sugerir potenciales nuevos biomar-

cadores o blancos terapéuticos.

X. CONCLUSION.

La via de senalizacion del IFN-y modula los niveles de la proteina ISG15 en las células de
microglia, incrementando su abundancia y localizacion citoplasmatica, nuclear y en las prolon-

gaciones de la microglia activada, lo cual podria relacionarse con un efecto neuroprotector en

un contexto patoldgico de dafio isquémico.

XI. PERSPECTIVAS.

e Identificar blancos de ISGilacion en la microglia en reposo y activada por IFN-y.

e Indagar el eje de regulacion de IFN-y e ISG15 en diferentes modelos de neuropatologias.

e Analizar si la reduccion de la expresion de ISG15 afecta las actividades neuroprotectoras

de la microglia.

e Analizar los niveles de ISG15 en muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes con

diferentes neopatologias.
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