T Ll e S Y
\"‘ - ~ w ..

Sas

Lyt

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

La modificacion m8A en la regulacién del transcrito de AgRP

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestro en Ciencias
PRESENTA:
DIEGO FRANCISCO MORELOS LAGUNA

TUTOR PRINCIPAL

DRA. SELMA ERENDIRA AVENDANO VAZQUEZ
Instituto Nacional de Medicina Gendmica

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
DRA. ALICIA GONZALEZ MANJARREZ
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM

DRA. LORENA AGUILAR ARNAL
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Ciudad de México. octubre, 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



La modificacion m6A en la regulacién del transcrito de AgRP

Este proyecto se realizo gracias al financiamiento del Fondo Sectorial de Investigacion para la
Educacion SEP-CONACYT [A1-S-38213] v al Instituto Nacional de Medicina Gendmica,
INMEGEN [09/2019/1y 08/2017 /1

Diego Francisco Morelos Laguna fue becado durante sus estudios de magestria por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT), becario # 1049826.

Queremos agradecer el valioso apoyo técnico de la QFB Cristina Aranda Fraustro y al M. en

C. Valentin Mendoza Rodriguez.



La modificacion m6A en la regulacién del transcrito de AgRP

DEDICATORIAS

A mis padres, Ordlia'y Jose, por ser mis modelos a seguir, por dedicarse en cuerpo y ama
a sus hios y por el apoyo incondicional gue siempre me han dado y me siguen dando para
que logre mis metas, y sobre todo por el amor incondicional que a diario me dan 'y me han
ensenado a dar.

A mis hermanos, Ruth'y Toté, por acompafiarme en la vida, por las risas vy los consejos que
me dan vy por todos esos momento felices gue siempre atesoraré en mis recuerdos.



La modificacion m6A en la regulacién del transcrito de AgRP

AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mis agradecimientos a mi tutora, la Dra. Selma Eréndira Avendano Vazouez,
por darme la oportunidad de continuar mi camino en la maestria permitiéndome estar en su
laboratorio, porgque siempre tuvo la disposicion de escucharme e ir mas alla del deber de un
tutor al preocuparse por miy sus demas aumnos como si de familia se tratase, v por la gran
amistad que pude forjar con ella.

Quiero agradecer a los miembros de mi comité tutor, la Dra. Lorena Aguilar Amal y la Dra.
Alicia Gonzalez Manjarrez, por sus comentarios, por su guia 'y su apoyo para gue mi desarrollo
en el érea de la investigacion siempre pudiese continuar hacia adelante.

También guiero agradecer a mis companeros de laboratorio, Jesds, Sarah, Nancy y Paula,
por la amistad que hemos podido forjar, por su amistad y Su apoyo, Por Sus CONSEOS Y SU
ensenanza.

Quiero darle un especial agradecimiento a mi gran amigo JesUs, quien mas ala de un
companero de laboratorio, sin tu guia no habria logrado conseguir aprender todo 1o que logré
durante mi maestria, pero, sobre todo, por tu incondicional amistad, por tu preocupacion y
por estar ahl cuando méas lo necesité.

Por Uttimo, quiero agradecerle altzel, ti me has acompariado a lo largo de mas de siete anos,
por haber enfrentado al mundo junto a mi, por tu amor incondicional y porque cada dia ser
mi inspiracion, mi modelo a seguir, la razon por la cual siempre seguiré adelante.



La modificacion m6A en la regulacién del transcrito de AgRP

g A
® joquimicas ‘;’}‘

CGEP/PMDCBQ/79
79BE06-632284DFDDA92
Asunto: Jurado de examen

SINODALES DESIGNADOS
Presente

Estimado académico:

Los miembros del Subcomité Académico en reunion ordinaria del 12 de septiembre de 2022, conocieron la solicitud de asignacion de
JURADO DE EXAMEN para optar por el grado de Maestro en Ciencias del/la estudiante MORELOS LAGUNA DIEGO FRANCISCO,
con la tesis "La modificacién m6A en la regulacion del transcrito de AgRP", dirigida por el/la Dr(a). AVENDANO VAZQUEZ SELMA
ERENDIRA.

De su andlisis se acordé nombrar el siguiente jurado en el que se encuentra usted incluido:

ACEPTA FECHA FIRMA
SOBERON CHAVEZ GLORIA PMDCBQ PRESIDENTE SIX_NO___ _28/.09 /2022 - 7 AN
REYES TABOADA JOSE LUIS PMDCBQ SECRETARIO SI.X NO___ 28 /09 /2022 ( : ’
MIRANDA RIOS JUAN PMDCBQ VOCAL SIX No__ 21 ,092022 A 1—%4 A
(o

VALDES RODRIGUEZ VICTOR JULIAN PMDCBQ VOCAL sIX NO___ _30/09 /2022

MEZA SOSA KARLA FABIOLA NO ACREDITADO VOCAL si.X NO__ 05 /10 /2022

Sin otro particular por el momento, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial saludo.

Atentamente .
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, Cd. Mx., a 19 de septiembre de 2022

Coordinadora
Dra. Claudia Lydia Trevifio Santa Cruz



La modificacibn m6A en la regulacién del transcrito de AgRP

INDICE DE FIGURAS

Fogua 1. Locdizacion anatomica del nucleo arqueado en el encéfdo  del
=10 2

Foura 2. Representacion del circuito de la regulacion del apetito y la saciedad de ARC-

FHoura 3: Linea temporal del desarrollo de neuronas AgRPy POMC deraton .............. 5
Foura 4. Esquematizacion de la modificacion guimica N6-metiladenosina ..o 7
Foura &: Via de regulacion de la modificacion mGA ... 10

Fgura 6: Modelo de la activacion del splicing de MAT2A regulada por METTL16 en respuesta
alosniveles de SAM 010

Foura 7 Hujo de trabajo v representacion grafica del flujo de trabgjo del algoritmo MACS2
para redlizar el andlisis de peak caling en bibliotecas MeRIP-seq ..., 22

Fgura 8. Resultados de prediccion de posibles sitios de metilacion m°A en el transcrito
completo de AgRP, mediante la herramienta n slicoSBAMP ... 24

Foura Q. El transcrito de AgRP esta mas metilado alas 2 semanas con respecto a 6 semanas
enNipotalaMO de raton ..o 2B

Figura 10: El splicing del transcrito de AgRP se regula epitranscriptomicamente ............. 26

Fgura 11; Cada marca de m°A en el transcrito de AgRP tiene un efecto local sobre €l
procesamiento de los elementos geNICOS VECINOS ..o 32

Foura 12; E transcrito de AgRP se metila y 1os niveles de metlacion son mayores a las 2
SEMANAS QUE A18S B SEMANAS ... e, 32



La modificacién m6A en laregulacién del transcrito de AgRP

NDICE DE TABLAS

Tabla 1: Proteinas reguladoras de mPA: escritores, lectores y borradores ..o, 8

Tabla 2. Conjuntos de datos de MeRIP-seq y RNA-seq de cereloro de ratones utilizados
PAra BSE raDal0 . o 0 14

Tabla 3. Preparacion de biblioteca y protocolos de secuenciacion de los conjuntos de datos
de MeRIP-seq vy RNA-seq utlizados paraeste trabao ............oco oo 16



La modificacién m6A en laregulacién del transcrito de AgRP

GLOSARIO

o 3UIR = Regidn no codificante &

o 5UIR = Region no codificante &'

e AgRP = Péptido relacionado a Agout

o ALKBHS5 = Proteina homdloga a AkB 5

o ARC = Nucleo argueado

e CART = Transcrito relacionado a cocaina vy anfetamina

e CBLL1 = Ligasa ubiquitin-proteina E3 Hakal

e CCR4-NOT = Represion de catabolitos de caroono-Negativo en TATA-less
e CHIP-seq = Secuenciacion profunda de inmunoprecipitacion de cromatina
e CPM = Cuentas por milon

e Dia E = Dia embrionario

e Dia P = Dia postnatal

o 2 =(x0n2
e 3=00Nn3
o e4=(xo0n4
e e5=0b0ONH

e ¢lF3 = Factor iniciador eucariota 3

e EM = Eminencia media

o ESC = Células troncales embrionarias

o F-KO = Knockout de FTO

o f-m°A = N°-formiladencsina

e FMRP = Proteina de retraso mental de X fragil

o FPKM = Fragmentos por kiobase de transcrito por millon de fragmentos mapeados
e FTO = Proteina asociada a obesidad v grasa corporal
e GABA = Acido y-aminobutirico

e GEO = Gene expression Omnibus

o NESC = Células troncales embrionarias de humano

h-mBA = N°-hidroximetiladenosina



La modificacién m6A en laregulacién del transcrito de AgRP

HNRNPA2B1 = Ribonucleoproteina nuclear heterogéenea A2/B'1

HNRNPC = Ribonucleoproteina nuclear heterogénea C

i2 = Intron 2
i3 = Infron 3
i4 = Intron 4

IGF2BP1-3 = Proteina de union al mRNA 1 del factor de crecimiento similar a insulina 2
IPSC = Células troncales pluripotentes inducidas

m°A = NB-metiladenosina

m°An = N°, 2'-O-dimetiladenosina

mSA-seq = Secuenciacion profunda de m°A

MAT2a = Metionina adenosiltransferasa 2A

MC3R = Receptor de melanocortina 3

MCA4R = Receptor de melanocortina 4

MeRIP-seq = Secuenciacion profunda de inmunoprecipitacion de mPA de RNA
MESC = Células troncales embrionarias de raton

METTL14 = Tipo metitransferasa 14

METTL16 = Tipo metitransferasa 16

METTLS = Tipo metiltransferasa 3

METTLS = Tipo metiltransferasa 5

M-KO = Knockout de METTLS

mRNA =Acido ribonucleico mensaiero

NCBl = National center of Biotechnology Information

Nkx2.1 = Factor de transcripcion tircideo 1/ NK2 homeobox 1
NPV = Nucleo paraventricular

NPY = Neuropéptido Y

NXF1 = Factor de exportacion de RNA nuclear 1

P-bodies = Cuerpos de procesamiento

POMC = Propiomelanocortina

Prdm12 = Proteina con dedos de zinc con dominio PR 12

Rax = Factor de transcripcion homeobox de retina y pliegue anterior



La modificacién m6A en laregulacién del transcrito de AgRP

RBM15/16B = Proteina de union al RNA putativa 15

Rl = Retencion de intron/intrones

SA = Splicing alterativo

SAM = S-adenosiimetionina

SRSF10 = Factor de splicing rico en serina vy arginina 10

SRSF3 = Factor de splicing rico en serina y arginina 3

TRMT112 = Subunidad activadora de metitransferasa tRNA 11-2
Vima = Proteina asociada a metitransferasa m°A parecida a vir

WT = Tipo sivestre

WTAP = Proteina asociada a WT'

YTH = Dominio con homaologia a YT5271

YTHDC1 = Proteina contenedora de dominio YTH 1

YTHDC2 = Proteina contenedora de dominio YTH 2

YTHDF1 = Familia de proteinas contenedoras de dominio YTH 1
YTHDF2 = Familia de proteinas contenedoras de dominio YTH 2
YTHDF3 = Familia de proteinas contenedoras de dominio YTH 3
/C3H13 = Proteina contenedora de dominio CCCH de dedos de Zinc 13
ZCCH4 = Proteina contenedora de dominio COHC de dedos de Zinc 4
a-MSH = Hormona estimulante de los melanocitos a

B-MSH = Hormona estimulante de los melanocitos 8



La modificacibn m6A en la regulacién del transcrito de AgRP

RESUMEN. 1
INTRODUCCION L., 2
MARCO TEORICO .. 3
HIPOTALAMO ..o 3
NUCLEO ARQUEADO ..o, 3
NEURONAS OREXIGENICAS Y ANOREXGENICAS ... 4
REGULACION DEL APETITO MEDIADO POR AGRP Y POMC ..., 5
DESARROLLO DE NEURONAS DEL NUCLEO ARQUEADO.........ooovo. 6
NB-METILADENOSINA Y LA EPTRANSCRIPTOMICA ..., 9
ANTECEDENTES DIRECTOS i) 18
HIPOTESIS 111 20
OBUETIVO GENERAL. . 20
OBUETVOS PARTICULARES ... 20
METODOLOGIA ... 21
Predictor de SO MPA . 21
SEIECCION dE DIDIOTECAS .o 27
Procesamiento de bibliotecas mPA-S8G ... oo 22
[dentificacion de PICOS MCA 23
Generacion de graficas de densidad de lecturas ..o, 24
Generacion y obtencion de archivos de coordenadas ..o 24
RESULTADOS L1 26

| a secuencia de AgRP presenta mditiples posibles sitios MCA.................. 26



La modificacién m6A en laregulacién del transcrito de AgRP

El transcrito de AgRP posee sitios modificados con m°A en bibliotecas

MeRIP-seq de hipotalamo de raton ..o 20
El splicing de AgRP se regula epitranscriptomicamente. ... 28
DISCUSION DE RESULTADOS . 1. 1., 30
CONCLUSIONES oo, 37

REFERENCIAS 39



RESUMEN

El ndcleo argueado de raton se encuentra en el hipotalamo y es el principal controlador del
apetito y el gasto energético del sistema nenvioso central, En la etapa adulta esta conformado
principalmente por dos tipos neuronales: las neuronas POMC/CART v las neuronas
NPY/AQRP. Durante el desarrollo del nicleo argueado, ambas estirpes neuronales provienen
de las mismas células progenitoras, v terminan de diferenciarse en etapas postnatales. Los
mecanismos gue llevan a la completa diferenciacion actualmente se estan estudiando. Uno
de los posibles mecanismos que podra guiar esta diferenciacion es la - modificacion
postranscripcional Ne-metiladenosina (m°©A), sobre transcritos claves. Esta metilacion ha sido
vinculada a procesos de diferenciacion y maduracion neuronal, asi como a eventos de splicing
dltemativo. En el presente trabajo analizamos bibliotecas publicas de MeRIP-seq y RNA-seq
y reportamos la influencia que tiene la modificacion m°A sobre el transcrito de AgRP, el cual
da lugar a uno de los principales péptidos orexigénicos (inductores del apetito) del ndcleo
arqueado. Nuestros andlisis muestran que esta modificacion postranscripcional puede
modular la retencion y exclusion de cada uno de los elementos intronicos y exonicos de este
transcrito, modulando su procesamiento v su traduccion. Sugerimos gue esto puede ser un

determinante para la definicion de las neuronas orexigénicas.
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INTRODUCCION

El DNA es €l reservorio de informacion genética de cada organismo, donde se almacenan 1os
datos necesarios para la sintesis adecuada de todas las proteinas gue son requeridas para
un buen funcionamiento de todos 10s procesos bioldgicos necesarios para la vida, La
informacion de estas proteinas esta dmacenada en los genes, y cada gen posee la
informacion para codificar para una proteina en las células eucariotas. En los organismos
pluricelulares, como los mamiferos, el organismo esta conformado por  diferentes
organizaciones celulares que dan origen a un tgjido u Grgano en especifico, y estas
agrupaciones especfiicas de células expresan genes especiicos 0 a niveles particulares en
patrones exclusivos de ellos. Este control especifico de la expresion génica es 1o gue da
origen a los diferentes tejidos y Organos con los gue funciona todo el organismo. Hoy en dia
conocemos multiples mecanismaos que regulan la expresion génica para diferentes tejidos y
organos, entre ellos se encuentran las modificaciones quimicas que ocurren en el DNA que
no alteran su secuencia de nucledtidos, conocida como epigenética, aunque también se han
descrito mditiples mecanismos gue regulan la expresion de genes postranscripcionalmente,
es decir, después de la transcripcion del DNA a mRNA, 1o gue ha dado pie a la investigacion
de este Uitimo tipo de mecanismos. Entre ellos se han descrito varios cambios quimicos que
ocuren en el RNA que no dlteran a su secuencia de nucledtidos, denominado
epitranscriptomica, siendo de estas modificaciones la mas comudn en el mRNA la N6-
metiadenosing, es decir, la adicion de un grupo metlo en el nitrdgeno seis de algunas
adenosinas presentes en la secuencia del mMRNA, también denominada mPA. La m°A ha sido
profundamente estudiada desde hace relativamente poco, v se ha relacionado con muitiples
procesos fisiologicos y celulares, como es el neurodesarrolo, la memoria, el aumento o
disminucion de la expresion de genes especiicos, e incluso se han identificado que las
alteraciones en el mecanismo de regulacion de mP°A estén relacionadas con la severidad de
algunos tipos de cancer y otro tipo de enfermedades cronico-degenerativas, como €l

Alzheimer.,

Por esto mismo, en el presente trabgjo analizamos dos bases de datos de MeRIP-seq de
cerebro de raton a diferentes edades v una base de datos de RNA-seq de cerebro de raton

con silenciamiento en METTL3 y FTO para determinar el efecto que tiene la marca m°A sobre
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la maduracion de AgRP con respecto al punto tiempo-especiiico del desarrollo neuronal.
Nuestros resultados muestran que efectivamente AgRP esta metilado en varios sitios m°©A,
ademas de que sugieren que estas marcas tienen un patron y enriguecimiento tiempo-
dependiente, y que cada marca de metilacion m°A puede regular la retencion y/o exclusion

de los intrones vy exones fisicamente cercanos.

MARCO TEORICO
HPOTALAMO

El hipotélamo de los mamiferos es uno de los principales centros integradores de una gran
variedad de procesos biclogicos, como la homeostasis energética (Wang et al., 2016). Esta
conformado por diversos tipos celulares que coordinan aspectos especficos, como: €l
metabolismo, el comportamiento, el control del peso corporal, la produccion de glucosa
nepatica, la temperatura corporal, la fisiclogia autonoma, los gjes neuroendocrinos, la
osmolaridad  sérica, €l ritmo cardiaco, entre otros (Wang et al., 2016). Estas células
especidizadas en el hipotalamo se encuentran fisicamente agrupadas, formando los diversos
ndcleos hipotalamicos. Entre ellos, el especializado en la regulacion del apetito v el consumo

energético es el nlcleo arqueado (ARC).

NUCLEO ARQUEADO
El nlcleo arqueado esta localizado en la eminencia media del hipotalamo. En esta zona, la

barrera hematoencefdlica es sumamente delgada, 1o que permite que las neuronas del ARC

NUCLEO ARQUEADO
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puedan reconocer hormonas periféricas que reportan el estado energético del organismo, v,
en respuesta, secretar neuropeptidos que estmularan a su vez al nicleo paraventricular
(NPV), la region medio dorsal, y otras areas del cerebro que regulan el consumo de alimento

y €l gasto energético (Wang et al., 2016).

Fgura 1. Localizacion anatdmica del nlcleo arqueado en el encéfalo del ratdn. El ndcleo argueado (ARC) se
aberga en la base del hipotalamo, justo por encima de la Eminencia media (EM). La barrera hematoenceféica
es particularmente delgada en la EM, lo que permite el contacto del ARC y mensajes quimicos en el torrente
sanguineo. FHgura obtenida y modificada de Allen Mouse Brain Atlas (http://atlas. brain-map.org/), v se disend
con base en Gomez-Montalvo, 2021.

NEURONAS OREXIGENICAS Y ANOREXIGENICAS

El ARC esta conformado principalmente por dos  poblaciones neuronales  altamente
diferenciadas: (1) las neuronas anorexigénicas (inductoras de la saciedad), las cuales tienen
como principal funcion la inhibicion del apetito mediante la accion de 1os neuropéptidos
derivados de propiomelanocortina  (POMC) y del transcrito relacionado a cocaina vy
anfetaminas (CART, por sus siglas en inglés) (; v (2) las neuronas orexigenicas (inductoras del
apetito) gue, por el contrario, son las responsables de promover el apetito vy el comportamiento
de forrajpo mediante la sintesis vy liberacion de neuropeptido Y (NFY) vy el neuropeptido
parecido a Agouti (AgHF, por sus siglas en inglés) (Deem et ., 2021). Es importante resaltar
el hecho de que las neuronas anorexigenicas maduras No expresan los neuropéptidos NPY
ni AgRP, mientras que las orexigénicas tampoco expresan POMC ni CART, por lo que son
nombradas por sus neuropéptidos caracteristicos: neuronas POMC/CART 'y neuronas

NPY/AGRP, respectivamente.

La actividad de estas neuronas se encuentra en un equiliorio dinamico, pero esto cambia
cuando aparece agun estimulo gue indigue un cambio en el estado energético del
organismo, como puede ser la liberacion de grelina o de leptina (Carranza-Quishgue et al.,
2016). La grelna vy la leptina son hormonas que se sintetizan vy secretan en respuesta al
estado energético. Cuando se presenta un déficit energético, el estomago libera grelina al
sistema circulatorio. Cuando esta hormona alcanza a las neuronas NPY/AGRP, promueve su
activacion, lo que se traduce en la sintesis v liberacion de NPY'y AgRP a sus neuronas blanco,
lo que desemboca en la estimulacion de la busgueda y consumo de alimento. Por otro lado,

cuando el organismo va se ha alimentado, el tejdo adiposo libera leptina. Esta hormona es
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reconocida por las neuronas POM/CART, 1o que estimula la sintesis vy liberacion de CART vy
péptidos derivados de POMC (a-MSH y B-MSH). Cuando estos neuropéptidos alcanzan a
SUS neuronas blanco que expresan al receptor de melanocortinas 3y 4 (MC3R y MC4R)
situadas en el nUcleo paraventricular, son capaces de inhibir el apetito al fomentar la sensacion
de saciedad (Figura 2) (Wang et al., 2016).

REGULACION DEL APETITO MEDIADO POR AGRP Y POMC

Cuando aumentan los niveles de leptina en el torrente sanguineo, las neuronas anorexigenicas
incrementan la sintesis de a-MSH vy B-MSH. Estas melanocortinas son liberadas en el ndcleo
paraventricular, especfiicamente a un conjunto de neuronas que expresan al receptor de
melanocortna 3 y 4 (MC3R y MC4R, respectivamente). La interaccion entre estas
melanocortinas y 1os receptores MC3R y MC4R activa una cascada de sefdizacion que
induce la sensacion de saciedad. Por otro lado, cuando se activan las neuronas NPY/AGRP,
éstas sintetizan vy liberan al péptido relacionado a Agouti (AgRP), el cual compite con las
melanocortinas para unirse a MC4R y, en menor medida, a MC3R. La union de AgRP a estos
receptores evita que se active su cascada de sefidizacion, e iNncluso es capaz de disminuir
su actividad basal, promoviendo un balance energético positivo, esto se debe a que AgRP

es un agonista inverso de estos receptores (Quishpe et al., 2016),
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Grelina Leptina " A R C

Figura 2. Representacién del circuito de la regulacion del gpstito v la saciedad de ARC-NPV. Las sefiales
perifericas reportan el estado energético del organismo a las neuronas del ARC. La leptina aumenta sus niveles
séricos posteriormente al consumo de alimento, 1o gue estimula a las neuronas POMC/CART; simulianeamente
inhibe a las neuronas NPY/AGRP, 1o que provoca gue las neuronas POMC/CART sinteticen a la melanocortina
a-MSH. La melanocortina es liberada a neuronas con el receptor de melanocortina 4 (MC4R) en el NPV
mediante proyecciones axonicas, donde la interaccion a-MSH-MC4R desencadena sefiales de saciedad,
Durante el ayuno aumentan los niveles séricos de greling, o que estimula a las neuronas PNY/AGRP provocando
la sintesis v lioeracion de AgRP hacia neuronas con MC4R; donde ejerce su funcion de agonista inverso de este
receptor, previniendo la interaccion a-MSH-MCA4R v reprimiendo la sefializacion basal de esta via. El diserio de
esta figura se baso en Gomez-Montalvo, 2027,

DESARROLLO DE NEURONAS DEL NUCLEO ARQUEADO

Siobien las neuronas POMC/CART vy las neuronas NPY/AQRP son  funcionamente
antagonicas, ambas se originan del mismo progenitor neuronal: las neuronas progenitoras
Rax/Nkx2. 1+, Estos progenitores son 1os responsables de dar origen a todo el ARC (Nilsson
etal,, 2005). Enraton, a partir del dia embrionario 10.5 (E10.5), estos progenitores comienzan
a expresar al transcrito de POMC. Es hasta el dia E15.5 cuando el transcrito de NPY es

detectable, aunque no ocurre asi con AgRP. De hecho, el transcrito de AgRP es el Ultimo en
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ser detectable, pues su mRNA solo ha podido ser detectado a partir del dia postnatal O (FO),
aungue sus niveles son extremadamente bajos, aumentando a o largo que transcurren los
siguientes dias, hasta alcanzar sus niveles de expresion maduros en el dia P21 (Padila et al.,
2010).
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m POMC i .
° mRNAN %t:::;ngs ¢ Deteccion  pjyeles muy Expresiénde
Desarrollo ® . POMC* NPY* ﬁgﬁf\a:a:: bajosde mRNA AgRP alcanza
ARC en ratén ® P * ° g de AgRP niveles qe
y maduracién
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> i;e:icrlruoﬂon ® L ® Neuronas
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b Deteccién de de neuronas incrementan 4
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de progenitores POMC* NPY* 18% a-MSH
ARC 60% NPY*

Figura 3. Linea temporal del desarrollo de neuronas AgRP y POMC de ratén y de la diferenciacion de células
madre embridnicas (hESC) y células pluripotenciales inducidas (PSC) a células de nidcleo arqueado (ARC). En
el desarrollo del hipotalamo de raton, las identidades peptidérgicas de las neuronas POMC y AgRP se establecen
en diferentes puntos temporales. Mientras que el MRNA de POMC es detectado a partir del dia E10.5, el mRNA
de NPY aparece hasta el dia E13-5. El mensajero de AgRP es el Ultimo en ser expresado, pues aparece hasta
el dia E15.5, pero no es hasta el dia P27 cuando su mRNA alcanza sus niveles de madurez. Durante esta
diferenciacion neuronal, se observa un interesante evento, en el cual las neuronas coexpresan los mMRNAs de
POMC v NPY durante el dia E14.5, v posteriormente un conjunto de estas neuronas adguirira la identidad
NPY/AgRP. Por otro lado, la diferenciacion i viiromuestra que entre los dias 12y 24, las hESC e IPSC expresan
los primeros marcadores de progenitores ACR. Aproximadamente, en el dia 29 se pueden identiicar a los
peptidos de POMC y NPY en poblaciones que solo expresen a uno de estos dos, 0 a ambos simultanesamente.,
Alrededor del dia 33 de diferenciacion, ~18% de las células solo expresan a a-MSH, mientras que ~60% solo
expresa a NPY, pero ~22% coexpresa ambos peplidos; no obstante, l0s niveles del peptido de AgRP apenas
son detectables. Cerca del dia 45, los niveles de AgRP aumentan cerca de cualro veces, pero las células
siguen presentando identidades POMC/CART vy NPY/AQRP mezcladas. Figura tomada y modificada de Gomez
Montalvo, 2021; Coronado Monroy, 2020.

Una particularidad de la diferenciacion de estas dos estipes neuronales es gque 1os
progenitores Rax/Nkx2. 1+ primero expresan el mRNA de POMC, vy, graduamente, también
el mRNA de NPY, por lo que, en un momento del neurodesarrollo del nicleo argueado, existe
una poblacion de neuronas que expresa transcritos de ambas estirpes neuronales.
Posteriormente, llega un punto en la diferenciacion en el cual un conjunto de estas células se

diferencia al tipo anorexigénico, y otro al orexigénico (Chen et al., 2020), No obstante, no hay
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suficiente informacion para comprender 1os mecanismos por 1os cuales se define el destino
final de diferenciacion de estas neuronas. Recientemente, Chen y col (2020) analizaron i
existen diferencias entre los  perfiles transcriptomicos de las neuronas que se convertiran en
el tipo anorexigénico y las que se convertiran en &l tipo orexigénico del ARC, mostrando que
efectivamente hay diferencias, ya gue encontraron que hay 29 factores de transcripcion que
estan enriquecidos en uno de los dos grupos neuronales, con la principal diferencia de la
expresion de Prdm12, el cual fue detectado en las neuronas con destino POC/CART, pero
fue indetectable en las destinadas d tipo NPY/AGRP. Prdm12 es un factor de transcripcion
relacionado con la percepcion del dolor y con la especificacion del destino celular en €l
desarrollo de los ganglios sensoriales (Mona et al., 2017) v recientemente se ha relacionado
con la especificacion del destino celular de las neuronas POMC/CART del nicleo argueado
(Chen et d., 2020; Mona et al., 2017; Bartesaghi et al., 2019). Con esto, el grupo de
iNnvestigacion de Chen ofrece una pista importante de la existencia de diversos genes gue
definen el destino final de estas neuronas, €l crecimiento axonal y la formacion de la sinapsis,
y proponen gue 1os mecanismos para definir y mantener esta diferenciacion son factores
intrinsecos, es decir, factores intermos de las células, como la expresion o represion
programada de conjuntos especiiicos de genes en lugar de estimulos extermos (Chen et al.,
2020).

Actuamente, 10s avances tecnicos en secuenciacion y caracterizacion de células mediante
su transcriptoma han permitido  profundizar en el conocimiento que se tiene sobre las
neuronas gue componen al NUcleo argueado, como su funcion y su proceso de maduracion:
sin embargo, aun existen importantes desafios gue han dificultado responder las incognitas
sobre el destino final de estas neuronas. Limitaciones técnicas como la compleja labor de
obtener con certeza el ndcleo arqueado de ratones en estados embrionario © neonatales, la
falta de una linea celular establecida de alguna de las dos poblaciones de neuronas del ARC,
y el poco estudio de mas procesos de regulacion génica a diferentes niveles, son solo algunos
de los desafios que deben superarse para lograr un mejor entendimiento del desarrallo y
funcionamiento de este nlcleo hipotalamico. Recientemente se han explorado procesos

celulares que podrian estar facilitando la resolucion hacia la completa diferenciacion de las
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estirpes neuronales, uno de 1os gue han llamado mas la atencion es la metlacion de las
adenosinas del mRNA (Geua et dl., 2016).

N6-METILADENOSINA Y LA EPITRANSCRPTOMICA

LA N6-metladenosina (mPA) es una modificacion del RNA atamente conservada, que se
encuentra desde levaduras hasta mamiferos, como el raton v el humano. Se ha encontrado
en mayor abundancia cerca de los codones de paro, en las regiones 3UTR, en los exones
largos v en transcritos con splicing alterativo (SA) (Dominissini et al., 2012; Meyer et al.,
2012). Esta modificacion postranscripcional fue descrita por primera vez por Brown y Attardi
en 1965 en diversos tipos de RNA, pero no fue hasta el 2012 cuando se demostro gue es
la modificacion epitranscriptomica mas comun en los mRNA de transcritos humanaos y raton,
encontrandose con mayor presencia en tgjidos especificos, como el higado, €l riion vy el

cerebro (Meyer et al., 2012).

Recientemente, se ha descubierto gque la mPA es un nuevo nivel de regulacion de la expresion
génica, ya que influye en el metabolismo del mRNA. Es capaz de acelerar el procesamiento,
la traduccion, la degradacion, el transporte, v la localizacion de los mRNAs (Mever at al.,
2017).

Debido a gue la modificacion m°A es un fendmeno dinamico capaz de regular el metabolismo
de los mRBRNAs metilados, se puede considerar como un «nterruptor», Dicho interruptor es
controlado por tres tipos de proteinas: los escritores, los lectores vy los borradores (Galarce-
Sosa, 2020),
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Fgura 4. Esquematizacion de la modificacion guimica NG-metiladenosina.

Los escritores son  metitransferasas  que  utiizan como  sustrato donador a la S-
adenosimetionina (SAM) para transferir un grupo metilo a un residuo de adenosina situado en
el RNA. Hasta ahora, se han caracterizado como escritores a METTLS, METTL14, METTL16,
WTAP, RBM15/15B v KIAA1429. Se ha identificado al complgjo escritor de mPA,
conformado por varios escritores y otras moléculas, entre 1os mas importantes se encuentran
METTLS y METTL14, la porcion catdlitica y el activador alostérico, respectivamente. Ademas,
METTL14 tiene funcidon de union al RNA objetivo (Wang et al., 2016; Liu et al., 2014), &
complejo escritor de mPA es el actor principal responsable de la mayoria de las modificaciones
m°A en los transcritos (Fig. X); no obstante, existen otros escritores ajenos al complejo escritor
gue son capaces de actuar en condiciones particulares. Tal es el caso de METTL16, una
metitransferasa cuya union a su MRNA blanco, el transcrito de adenositransferasa | a
(MAT2a), es dependiente de la biodisponibiidad del sustrato SAM. MATZ2a codifica a la
enzima responsable de la biosintesis de SAM cuando los niveles intracelulares de este
sustrato donador de grupos metll disminuyen.  Este escritor se une al extremo 3UTR del
transcrito de MAT2a vy cataliza la adicion de la m°A para luego separarse del transcrito para
metilar al siguiente. Esta metilacion tiene como resultado la retencion de sus intrones (Rl), 1o

que provoca la degradacion del transcrito; no obstante, cuando no hay suficiente sustrato
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donador (SAM) en el medio intracelular, METTL16 es incapaz de metilar al transcrito de
MAT2a, 1o que provoca gue se mantenga unida al transcrito. Este evento dispara el
procesamiento del transcrito a un mMRNA maduro, 1o que resutta en su traduccion v la
piosintesis de SAM (Pendleton et ., 2017).

_ ESCRITORES
WTAP —;
RBM15
METTL3 VIRMA = D R A CH —_BORRADORES _
METTL14 SAM ALKBHS5
HAKAI )* 1 ¢
ZC3H13 | s FTO
— D RmPA|ICH —
__ESCRITORES
NUCLEO YTHDC1
CITOPLASMA YTHDF1
YTHDF2
YTHDF3
FUNCIONES YTHDC2
| | | |
Degradacién Traduccién Splicing Localizacion Exportacion

Figura 5. Via de regulacion de la modificacion mPA. Representacion esouenéatica de los componentes principales
conocidos de la maguinaria reguladora de la modificacion m°A. En azul se encuentran los escritores que
conforman al complejo escritor MPA, el principal responsable de la mayoria de las modificaciones m°A en los
motivos DRACH presenten en el RNA. En rojo se encuentran los borradores FTO vy ALKBHS, las desmetilasas
responsables de revertir la modificacion meA en el RNA. En verde se encuentran los lectores con dominio YTH
gue reconocen al motivo DRACH que contiene m°A y son proteinas de union al RNA que gjecutan las funciones
reguladoras relacionadas a la metlacion m°A. Imagen tomada y modificada de Batista, 2017,

CON SAM SAM>SAH METTL16

MAT2A-RI
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SIN SAM SAM<SAH
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Se induce el splicing

" i ATP
MAT2A-mRNA — Exporte a citoplasma MAT2A SAM
maduro Traduccién de mRNA —
Met + SAH
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Figura 6. Modelo de la activacién del splicing de MAT2A regulada por METTL16 en respuesta a los niveles de
SAM intracelulares. La ocupacion de METTL16 en el primer hairpin controla la produccion de SAM mediante la
induccion del plicing del intron retenido en MAT2A en condiciones de SAM imitada. Cuando la SAM esta
disponible, METTL16 se une al primer hairpin del 3UTR del transcrito de MAT2A, lo metila e inmediatamente se
disocia. Aungue ocurre un gplicing basal imitado, el corto tiempo que pasa METTL16 unido al transcrito no es
suficiente para inducir el splicing de manera robusta. El transcrito de MAT2A que retiene a su intron es degradado
mediante NVD (non-sense mediated decay). En condiciones de SAM limitado, METTL16 se une al primer
hairpin, pero no se disocia debido a la falta de un donador de grupos metil. La ocupacion incrementada resultante
de la metiltransferasa estimula el splicing del intron retenido de MAT2A, o que promueve la maduracion del
mMBRNA, su exportacion v su traduccion. Esto provoca que la proteina codificada por MAT2A se traduzca y
aumente los niveles intracelulares de SAM.Imagen tomada y modificada de Pendieton et al., 2017,

Los lectores son proteinas de union a BNA que son capaces de reconocer de manera
especfiica a las regiones m°A modificadas en el RNA, lo que les permite unirse gracias a su
dominio YTH para gjercer sus funciones (Stoilov et al., 2002). En mamiferos se han descrito
cinco lectores con dominio YTH, los cuales se pueden dividir en tres categorias: (1) YTHDCT,
el cual se encuentra ampliamente expresado, se localiza en el ndcleo vy esta principalmente
involucrado en procesos de splicing alternativo, ya gue puede promover la union del factor de
splicing SRSF3 al transcrito metilado para favorecer la inclusion exénica y prevenir la union de
SRSF10 al transcrito metilado para evitar la exclusion exénica (Xao et al., 2016 ); (2) YTHDC2,
el cual se expresa solo en algunos tejidos, se puede localizar en el ndcleo y en el citoplasma,
y puede promover tanto la traduccion como la degradacion de los transcritos metlados
(Kretschmer et al., 2018; Jain et al., 2018; Hsu et al., 2017); v (3) YTHDF, conformado por
tres pardogos proteicos (YTHDFT, YTHDF2 v YTHDE3) con una similitud muy alta en sus
secuencias de aminoacidos, 10s lectores de esta categoria se localizan en el citoplasma
(Wang et al., 2013; Wang et al., 2015; Du et al., 2016; Shi et al., 2017). Mientras que
YTHDRF2 puede promover la degradacion de los transcritos metlados a los gue se une
mediante el transporte alos cuerpos de procesamiento y el reclutamiento del complejo COR4-
NOT, el cual promueve la deadenilacion y degradacion de los mRNAs metlados; YTHDFT
puede promover la traduccion cap-independiente mediante el reclutamiento del factor de
traduccion elF3, asimismo, YTHDRF3 puede faclitar que los transcritos metiados se unan a
YTHDFT para faciltar su traduccion (Wang et al., 2015; Shi et al., 2017). Recientemente se
Na publicado un trabajo el cual se inclina hacia una funcion diferente de los miemboros de la
familia YTHDF, en el cual se propone que algunos artefactos metodologicos presentados en

tralpgjos anteriores generaron ideas errdneas de la funcion de estos lectores, v que realmente
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esta familia de proteinas solo tiene la funcidn de promover la degradacion de os transcritos

con marcas MPA (Zaccara y Jeffrey, 2020).

Tabla 1. Proteinas reguladoras de m“A: escritores, lectores v borradores. Modificada de Lv et al., 2027
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Tipo de Nombrede Localizacién celular Efecto sobre la metilacién de RNAy su Referencia
regulador proteina mecanismo
Escritor METTL3 Nucleo y citoplasma Metiltransferasa principal que instala Linetal., 2019
residuos m6A en mRNAs y IncRNAs en
eucariotas
METTL5 Regula la modificacion m6A del rRNA 185  van Tran et al., 2019;
humano con la activacion de TRMT112 lgnatova et al., 2020
METTL14 Ndcleoy citoplasma Forma heterodimero estable con METTL3 y
mejora la actividad de metilacién de
METTL3
WTAP Nucleo Cambia el patrén de splicing alternativoen Ping et al., 2014; Liu et
el mRNA; forma parte del complejo escritor al., 2014
y mejora la actividad del heterodimero
METTL3-METTL14.
TRMT112 Forma heterodimero estable con METTL5 y van Tran et al., 2019;
mejora la actividad de metilacién de lgnatova et al., 2020
METTLS
VIRMA/KIAA14 Ensambla los componentes del nicleo del Yue et al., 2018
29 complejo escritor mediante su N-terminal
RBM15/15b Regula la modificacion m6A de IncRNA-XIST Patil et al., 2016
ZCCH4 Regula la modificacion m6A del rRNA 285 Ma H. et al., 2019; Ren et
humano al., 2019; Pinto et al.,
2020
ZC3H13 Nucleo Promueve la funcion catalitica de WTAPy  Knuckles et al., 2018;
MTC, que son retenidos en motas de Wen et al., 2018
splicing al interaccionar mediante su
dominio de baja complejidad (LC)
CBLL1 Nucleo Apoya la activacion de WTAP mediantela Figueroaet al., 2009
formacién de interacciones estables
Borrador FTO Principalmente en el Remueve m6A del mMRNAy m1A de tRNA  Jiaetal., 2011
ntcleo mediante su C-terminal
ALKBH5 Principalmente en el Remueve m6A del mRNA Zheng et al., 2013
nicleo
Lector YTHDC1 Nucleo Estimula el splicing y la exportacion del Roundtree and He, 2016;
mRNA (unidn directa a m6A); reduce la Roundtree et al., 2017;
sintesis de rRNA Chenetal., 2021
YTHDC2 Nucleo y citoplasma Estimula la traduccidn y la degradacion del Hsu et al., 2017; Wojtas
mRNA (unién directa a m6A) etal., 2017
YTHDF1 Citoplasma Estimula la traduccidn del mRNA (unién Wang et al., 2015
directa a m6A)
YTHDF2 Citoplasma Estimulala traduccién y degradacion del  Wanget al., 2014
mMRNA (unién directa a m6A)
YTHDF3 Citoplasma Estimulala traduccidn y degradacion del  Li A. etal., 2017; Shi et
mRNA (unidn directa a m6A) al, 2017
HNRNPA2B1 Nucleo Regula el procesamiento de miRNAs m6A- Alarcon et al., 2015
dependiente y puede afectar al splicing
(uniodn regulada por cambios estructurales
m6A-dependientes)
HNRNPC Nucleo Affecta al splicing del mRNA (unién Liu et al., 2015
regulada por cambios estructurales m6A-
dependientes)
IGF2BP1-3 Nucleo y citoplasma Incrementa la estabilidad del mRNA (unién Huang et al., 2018
regulada por cambios estructurales m6A-
dependientes)
FMRP Nucleo y citoplasma Mantiene directa o indirectamente la Edupuganti et al., 2017;

estabilidad del mMRNA metilado al unirse  Huang et al., 2018
directamente a YTHDF2 (union bona fide a
proteinas de unién a m6A)
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Los borradores son enzimas desmetilasas especializadas en remover las marcas m°A del
mMRNA. Hasta la fecha, se han descritos dos borradores: (1) FTO (Wei et al., 2018) v (2)
ALKBHS (Zheng et al., 2013). Ambas desmetlasas pertenecen a la famila de Akb de
dioxigenasas dependientes de alfa-cetoglutarato/Fell), v redlizan una desmetilacion oxidativa
utlizando RNA de cadena sencila como sustrato (Lopez-Pérez et a., 2021). FTO fue la
orimera desmetilasa identificada para catalizar a m°A en el RNA. FTO se expresa
principalmente en el cerebro vy el tejido adiposo. Su funcion como desmetilasa provoca una
reaccion de oxidacion que genera que mMPA forme a los  intermediarios  NB-
hidroximetiadenosina (h-m°A) y n6-formiladenosina (f-m°A). Estos intermediarios poseen una
vida media muy corta para finamente convertirse en una adenosina regular (Fu et al., 2013).
ALKBHS fue la segunda desmetiasa identificada especficamente para desmetlar m°A, la cual
tiene un mecanismo enzimatico similar a FTO; no cbstante, mientras que FTO puede catalizar
tanto la desmetilacion de m°A como de m°A,,, ALKBHS desmetila exclusivamente a la m°A
en el RNA. Otra gran diferencia que existe entre estas dos desmetiasas es que ALKBHS se
expresa en tejdo testicular, a diferencia de FTO, que tiene mayor expresion en el cerebro y €l
tejido adiposo (Jiet al., 2018).

Es importante destacar que hay estudios gque proponen a ALKBHS como el principal borrador
de mPA, incluso descartan a FTO como un borrador de m°A, pues los resultados de estos
estudios senalan que FTO no tiene afinidad por la modificacion mPA presente en los mRNAS,

sino por la modificacion m°Am presente en los snRNAs (Koh et al., 2019; Mauer et al., 2019).

Una gran cantidad de trabejos han mostrado que cerca del 90% de los sitios m°A en los
mRNAS ocurren dentro de una secuencia en particular, la cual se ha descrito como DRACH
D=AGoUR=A0G H=A CoU)(Jangetal,, 2021). Esta secuencia es reconocida
por el complejo escritor (Meyer et al., 2014); sin embargo, aunque pueden existir varias
adenosinas metiladas en un mismo MRNA, son pocas las secuencias DRACH gue realmente
se modifican, pues existen mas factores gue influyen en el destino de metilacion de las
adenosinas. Un claro giemplo de esto es que se ha encontrado gue aproximadamente el
70% de los sitios m°A coinciden con regiones cercanas a histonas trimetiladas en Lys36 (Ru
et al., 2020; Huang et al., 2019). Esta modificacion epigenética recluta al complejo escritor,

el cual se acopla a la RNA polimerasa Il para poder realizar modificaciones m°A sobre el mRNA
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naciente de manera cotranscripcional (Huang et al., 2019). Otro factor que influye en la
deposicion de un grupo metilo a las adenosinas son los factores de transcripcion, ya que
algunos pueden reclutar escritores o borradores de m°A (Song et al., 2019; Bertelo et al.,
2018).

A nivel fisioldgico, la modificacion mPA es importante para un correcto desarrollo embrionario,
pUEs, aungue sus Niveles son bajos durante la embriogénesis, se ha descubierto que es
fundamental para la correcta maduracion neuronal (Dominissini et al., 2012, Batista et 4al.,
2014). Un trabajo publicado por el grupo de Shafik (2021) mostro el aumento de la metilacion
m°A tejido especifico en tejdo hipotalémico de ratones en diferentes edades postnatales.
Cabe destacar que los transcritos hipotalamicos metilados eran en su mayoria de genes

involucrados en el desarrollo hipotalamico.

Diversos trabajos han demostrado gue el siienciamiento parcial o total de METTL3 y METTL14
afectan de manera significativa el correcto desarrollo y maduracion neuronal durante la
embriogénesis. Por gjemplo, el silenciamiento parcial de METTLS en células madre
embrionarias de ratén y humano disminuye los niveles de mP°A, lo que resulta en un grave
deterioro en la transicion de las neuronas de la autorrenovacion a la diferenciacion; mientras
que &l silenciamiento total de esta metitransferasa resuita en un fenctipo letal, ya que en las
ESC naive y en epiblasto preimplantado causa un inicio de linaje celular aberrante en la etapa
postimplantacion, 1o que conleva a letalidad embrionaria temprana (Geula et al., 20158), Por
otro lado, el silenciamiento de METTL14 en células madre neuronales embrionicas de raton,
provoca la pérdida prematura de las células del reservorio de neuronas madre, debido a gue
la diferenciacion de estos progenitores ocurre de forma prematura y disminuye su proliferacion
(Yoon et al., 2017), ademas gue los embriones METTL14” mueren o son reabsorbidos &l
dia EQ.5 (Wang et al., 2019). Esta evidencia resalta la importancia de la modificacion m°A
como un factor fundamental en el apropiado desarrollo de los tejidos cerebrales, aungue ain
faltan estudios mas profundos para poder comprender de manera concreta los mecanismos

por los cuales m®A cumple sus funciones en el neurodesarrolo.

La modificacion m°A tiene una significativa influencia sobre el metabolismo de los mMRNAS,
incluyendo el splicing y el splicing alternativo (SA). La metilacion m°A puede promover la

maduracion de los mRNAS, aungue tambiéen es capaz de promover eventos de SA. Se han
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identificado mecanismos por los cuales los lectores mPA, como YTHDC1T, pueden promover
el splicing 0 el SA, aungue todavia se requieren de mas estudios para conocer a mayor
profundidad todos los mecanismos por los cuales la m°A puede controlar el procesamiento
del mRNA.,

El estudio de la modificacion meA ha resultado particularmente desafiante, en comparacion
con otras modificaciones epitranscriptomicas, ya que esta metilacion no es susceptidle a
campios por reacciones guimicas, como o son otras. Para poder abordar su estudio en todo
el transcriptomay conocer su posicion en cada transcrito, se desarrolld una técnica en la cual
el RNA es fragmentado e inmunoprecipitado con anticuerpos anti-meA, para luego ser
secuenciado con tecnologias de NGS (Next gen sequencing). Esta técnica es conocida
como mBA-seq 0 meRIP-seq, la cual fue desarrollada en 2012 (Meyer et al., 2012). Gracias
a esta técnica, se han podido estudiar diversos procesos en 1os que la mBA esta directa o
indirectamente relacionada, ademas de gue se han podido identificar mRNAs metiados gue
estan relacionados a importantes vias biologicas. Esta técnica ha sido implementada
ampliamente ya que nos permite evaluar las diferencias de enriguecimiento de distintos sitios
MOBA en todo el transcriptoma bajo diferentes condiciones y/0 tratamientos, ademas gque Nos
permite ver esto mismo en un solo transcrito bajo diferentes criterios. Hoy en dia se han
desarrolado mas aproximaciones para evaluar y estudiar la modificacion meA, no obstante,
la técnica de meRIP-seq sigue siendo una de las mas utiizadas, por 1o que hay muchos
trabajos que se han dedicado a mejorarla para ser cada vez mas precisa y eiminar el alto
grado de falsos positivos gue en un principio presento esta técnica debido a la inespecificidad

que legan a presentar los anticuerpos comerciales (Anreiter et al., 2021).
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ANTECEDENTES DRECTOS

Una herramienta que podria resultar sumamente Ut para poder estudiar los mecanismos
moleculares que rigen la diferenciacion de las neuronas del ARC y regulan la expresion de
SuUS neuropeptidos caracteristicos es un modelo celular de las dos poblaciones neuronales
del ARC: POMC/CART y AgRP/NPY. En nuestro grupo de trabajo, buscamos generar estos
maodelos celulares a partir de unalinea celular de ARC de raton. Para ello, generamaos mditiples
clonas a partir de células Unicas para poder tener cultivos gue solo presentaran células
POMC/CART o AgRFP/NPY. Sin embargo, al momento de caracterizar las clonas mediante
SUS transcritos, observamos que en todas se encontraba el transcrito maduro de POMC y
de CART, pero también encontramos un transcrito de AgRP que retiene dos intrones.
Cuando analizamos la presencia de los neuropéptidos mediante Western blot, AgRP no fue
detectable, mientras gue POMC y CART sflo fueron. Esto no fue solo un artefacto de la linea
celular, ya gue tambien 1o observamos en el ARC de ratones postnatales de 7 dias (F7),
aungque en ratones adultos, solo cbservamos al transcrito de AgRP maduro (Coronado-
Monroy, 2020). Este descubrimiento abrid nuevas interrogantes: /por qué hay neuronas que
tienen los transcritos POMC, CART v AgRP?: ;cudl es el mecanismo molecular que regula la
retencion de estos intrones en el transcrito de AgRP v qué funcion tiene esta retencion de

intrones”?

La importancia que tiene la m°A sobre el metabolismo de los transcritos blancos, su papel
esencial para el neurodesarrollo, su regulacion dinamica dada por los escritores y borradores
durante diferentes estimulos y eventos dependientes del tiempo vy sus altos niveles durante el
desarrolo  hipotalamico, permiten  considerar que podria  ser gue la  modificacion
epitranscriptomica NG6-metladenosina (m°A) es capaz de regular la expresion génica de AgRP.
Los mRNAs metlados de esta manera son reconocidos por lectores de m°A, y promover €l

splicing alternativo (AS).

Se ha corroborado gue €l silenciamiento de METTLS en células troncales embrionarias (CTE)
y cuerpos embrionarios (CE) provoca la deplecion casi completa de la metilacion m°A en los
mMRBNAS, 10 gue evita gue los procesos de diferenciacion den inicio, 1o que hace gue estas
Células muestren un fenotipo pluripotencial "hiper naive”. Ademas de esto, la deplecion de

MPA en los mRNAs debido a silenciamiento de METTL3 en estas células provoca eventos
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aberrantes de splicing altermativo, entre los mas destacados se encuentra el aumento de
eventos de retencion de intrones en los mMRNAS, por 10 que estos resultados sugieren que la
metilacion mPA esté intimamente vinculada a la fina regulacion del splicing y del splicing

aternativo (Geula et al., 2015).

Esta informacion nos hace preguntamos si podra ser gue la metilacion mA esté regulando la

expresion genica de AgRP mediante la retencion de sus intrones.
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HPOTESIS

La modificacion postranscripcional m°A en su transcrito regula la expresion de AgRP en el

nUcleo argueado de raton,

OBJETVO GENERAL

Determinar s el transcrito de AgRP presenta modificaciones m°A v si éstas modulan su

procesamiento v traduccion en raton.

OBJETVOS PARTICULARES

1) Andlizar la existencia de positles sitios m°A en el transcrito de AgRP de ratdn mediante

herramientas /1 siico.

2) Buscar la presencia de transcritos de AgRP metilados (mPA) en bibliotecas de m°A-seq

disponibles en bases de datos publicas de Mus musculus.

3) Buscar cambios de metilacion m°A en el transcrito de AgRP en condiciones de

slenciamiento de FTO y MET TL3 en bases de datos publicas de Mus musculus.

4) Andlizar el estatus de maduracion vy traduccion de los transcritos de AgRP en Mus

ITUSCUILS,
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METODOLOGIA

Predictor de sitios mPA

Para determinar potenciales sitios mPA, se empled la herramienta SRAMP (sequience-based
FINA adenosine methyation site predicion (/hou et al., 2016). SRAMP toma una secuencia
en formato FASTA de una secuencia de DNA o de RNA v la compara con mapas de sitios
m°A de 1 nucledtido de resolucion de mamiferos generados experimentalmente. De manera
general, SRAMP evalla la secuencia examinada mediante una ventana flangqueante de 1os
motivos DRACH de W nucledtidos de longitud (ventana ) v tres clasiicadores Ranaom Forest
para predecir si hay secuencias DRACH capaces de metlarse y el umbral de confianza de
los potenciales sitios m°A: (1) clasificador binario, el cual representa a cada nucledtido en la
secuencia de la ventana F como un vector binario; (2) clasiicador KNIN, el que representa la
similitud de la ventana F con sittios m°A conocidos; vy (3) clasificador de espectro, que
representa el contexto de secuencia de un sitio m°A/no-m°A mediante la frecuencia de todos
los posibles pares de nucledtidos con anucledtidos entre ellos, dentro de la ventana F.
SRAMP combina estos tres puntajes de prediccion para determinar el umbral de confianza

de cada sitio m°A dentro de una secuencia DRACH.,

Seleccion de bibliotecas

Las bibliotecas de m°A-seq de tejido cerebral de ratén fueron obtenidas de la base de datos
Gene Expression Omnibus (GEO) de NCHI. Los términos implementados para realizar la
bUsqueda fueron: <nypothalamus», «arcuate nucleus», «MeRIP-seq», «AgRP neuron», «mPA-
seqy vy «epitranscriptomics». Posteriormente, se aplico otro filtro para seleccionar solo a las
pibliotecas realizadas con Mus musculusy gue las edades estuvieran explicitamente definidas.

Por ulimo, se eligieron aguellas que fueron realizadas con alguna plataforma llumina.
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Tabla 2. Conjuntos de datos de MeRIP-seq y RNA-seq de cerebro de ratones utlizados para este trapajo.

Numero de
identificacién GEO

Organismos

Edad Tejido o tipo

neuronal

Condicién Referencia

tratamientos

GSE144032 Mus musculus 2,4,6,26y52 Corteza; cerebelo; S5XFAD (M. Shafik et al., 2021
semanas (M. hipocampo; musculus)
musculus); 12y 69 hipotadlamo (M.
afios (H. sapiens)  musculus)

GSE29714 Mus musculus 6-16 semanas (M. Cerebro completo Meyer et al., 2012
musculus) (M. musculus)

GSE154992 Mus musculus E15.5 Corteza cerebral FTO KO y METTL3  Du et al., 2020

KO especifico en
corteza cerebral

Tabla 3. Preparacién de bibliotecas y protocolos de secuenciacion de los conjuntos de datos de MeRIP-seq y

RNA-seq utiizados para este trabgjo.

Numero de Kits para Direccionalidad Plataforma Tipo de Numero de Referencia
identificacion  preparacion de de lecturasde Illumina secuenciaciéon lecturas (x1076)
GEO bibliotecas las bibliotecas
GSE144032 SMARTer Unstranded lllumina HiSeq  Single-end 11-156 Shafik et al.,
Stranded Total 2000 2021
RNA Sample
prep kit
GSE29714 Illumina mMRNA-  Unstranded lllumina HiSeq  Single-end 37-96 Meyer et al.,
seq 8-Sample 2000 (M. 2012
prep kit musculus);
lllumina Genome
Analyzer lix (M.
musculus)
GSE154992 NEBNext Unstranded llumina HiSeq  Paired-end 24-77 Du et al., 2020
UltraTM RNA 2000 (M.
ibrarv prep kit musculus)

Para conveniencia de este trabajo, 1os datos obtenidos de estas bibliotecas de perfl de
metilacion m°A de los RNA comprenden diferentes edades, gue van de edades embrionarias
(B), postnatales (P) a semanas (W): E156.5, 2W, 6W, y 16W.

Procesamiento de bibliotecas mPA-seq

Los archivos fastg crudos fueron obtenidos mediante la plataforma en linea Galaxy con la

herramienta Download and Extiract Feads in FASTA/C (version de Galaxy 2.11.0+galaxyO)

Algan et _al., 2020). Verificamos la calidad de los archivos fastg crudos mediante la

herramienta FastQO (version de Galaxy O.72+gaaxyO1) Mediante el reporte de calidad

obtenido con FastQC, obtuvimos los adaptadores Utiizados para la generacion de cada una

de las bibliotecas. Las secuencias de los adaptadores, las lecturas de baja calidad (puntaje
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de caldad <20), v las secuencias de rRNA residuales fueron eliminadas con la herramienta
Cutadapt (version de Gaaxy 3.4+galaxyO), utiizando los parametros por defecto, excepto
para Qually Cutor, gue Tue ajustado a un valor de 20; y Minimum Length, que fue ajustado
segun lalongitud de las lecturas de cada réplica. A este proceso le denominamaos «curacion»,
Posteriormente, vovimos a redlizar el andlisis de calidad de los archivos fastg curados
mediante FastQC para verificar su correcto procesamiento. Una vez gue curamos los archivos
fastq apropiadamente, generamos los archivos de alineamiento en formato BAM mediante ¢l
mapeo de las lecturas curadas con las version del genoma de Mus musculus GRCm37 de
la base de datos Ensembl (NCBl: mmQ), con la herramienta RNA STAR (version de Galaxy
2.7 Ba+gaaxyQ), utlizando los parametros predeterminados, excepto MAFC) value for unigue

mapoers (austado a 255),

[dentificacion de picos m°A

Para identificar las regiones que albergaban sitios m°A, se utiizd el método computacional
peak caling. Este método permite identificar areas que han sido enriquecidas con lecturas de
alineamiento como consecuencia de experimentos de inmunoprecipitacion-secuenciacion.
Para ello, se Utiizo la herramienta MACSZ (version de Galaxy 2.1.1.20160309.6). MACS?2
es un algoritmo desarrollado originalmente para andizar datos de CHIP-seq, no obstante, hay
estudios que demuestran su validez para andlizar datos de mP°A-seq. En general, MACS2
requiere tres archivos input: (1) archivo BAM de meRIP-seq; (2) archivo BAM de RNA-seq de
la misma muestra bicldgica utlizada para meRIP-seq; v (3) la longitud en nucledtidos de
genoma efectivo, es decr, de todo el genoma en el que se alinearon las lecturas, MACS2
normaliza la profundidad de los dos archivos BAM vy determina las acumulaciones de lecturas
aineadas (picos) de la muestra inmunoprecipitada v las compara con las acumulaciones del
packground, de esta forma, puede diferenciar las regiones enriquecidas por la

Inmunoprecipitacion de las presentes en &l transcriptoma total,
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Fgura 7. Flujo de trabgjo v representacion gréfica del fiujo de trabago del algoritmo MACS?2 para realizar el anélisis
de «peak caling» en bibliotecas MeRIP-seq (Zhang et ., 2008).

Generacion de gréficas de densidad de lecturas

La densidad de lecturas fue graficada mediante pyGenomelracks (version de Galaxy 3.6)
(Lopez-Delisle et al., 2020). pyGenomeTracks toma dos archivos como input, (1) un archivo
de dineamiento de lecturas, el cual puede estar en una gran variedad de formatos (Digwig,
am, bedgraph, bed/dtf, etc.); v (2) un archivo de anotacion de genes. Las réplicas con las
mismas condiciones y de las mismas bibliotecas fueron fusionadas mediante Samtodls merge

(version de Galaxy 1.13). Se utiizo la anotacion de genes de ratdn de Ensembl NCBIM37 .67

Generacion y obtencidn de archivos de coordenadas
Para la obtencion del archivo de conservacion de elementos (PhastCons), utlizamos el archivo

obtenido del sitio web de UCSC, mediante la siguiente ruta:

WWW.genome.ucse.edu/index. html = Downloads = Genome Data = Mouse = Jul. 2007

(NCBI37/mm9) = Multiple aignments = Conservation scores for alignments of 29 vertebrate

genome with Mouse = placental/ = chr8.placental.pp.data.gz

Para la obtencion del archivo de tasa de conservacion (PhyloP) utiizamos el archivo obtenido

del sitio web de UCSC, mediante la siguiente ruta:
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WWW. genome.ucse.edu/index. html = Downloads = Genome data = Mouse = Jul. 2007

(NCBIZ7/mm9) = Basewise conservation scores (PnyioP) of 29 vertebrate genomes with

Mouse =2 placental/ = chr8.placental.pp.data.gz

Una vez obtenidos ambos archivos, 10s cargamos en la plataforma virtual de Galaxy para
descomprimiros v darles el formato BEDGRAPH (PhastCons) y WIG (PhyloP), ademas de
asignarios a la version mm9 del ratdon, con lo cual estuvieron listos para ser utiizados en

pyGenomeTracks.

PhastCons es un programa disefado para identificar elementos conservados en multiples
secuencias alineadas. Esta basado en un modelo Markov filogenético discreto (phylo-HVIMY,
un tipo de modelo estadistico que considera tanto el proceso por el cual las sustituciones de
nucledtidos ocurren en cada sitio en un genoma y como este proceso cambia de un sitio al

siguiente (Siepel et al., 2005),

PhyloP es un programa disefiado para medir la conservacion evolutiva de cada sitio de
dineamiento de manera individual. La interpretacion de los puntajes es comparada con la
evolucion esperada bajo deriva neutral. Los puntajes positivos representan alta conservacion,
es decir, los gitios que cambian evolutivamente mas lento de o esperado; mientras gue los
puntajes negativos representan  alta aceleracion, es  decir, 1os sitios que  cambian
evolutivamente mas rapido de o esperado. Los valores absolutos de los puntajes de PhyloP

representan 1os valores p bajo la hipdtesis nula de evolucion neutral (Pollard et al., 2009).
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RESULTADOS

La secuencia de AgRP presenta mUittiples posibles sitios mPA

Ya que hasta ahora no se ha estudiado especficamente si el transcrito de AQRP posee
modificaciones m°A, o primero que se redlizd fue andlizar su secuencia mediante el predictor
de sitios mPA especiico para transcritos de mamiferos SRAMP (sequence-based RNA
adenosine methylation site predictor) (Zhou et al., 2016), SRAMP es un predictor basado en
machine leaming y con un esguema de trabgjo gue permite discriminar con alta eficiencia
posibles sitios M°A, ademéas de ser de acceso gratuito, estar disponible en linea vy tener una
Interfaz de facil manejo por los usuarios. Bl andlisis de la secuencia de AgRP con este predictor
mostréd que AgRP tiene ocho posibles sitios m°A, de los cuales, cuatro son de alta confienza
(ountaje combinado = 0.6). Estos resultados sugieren que el transcrito de AgRP muy

probablemente posea sitios modificados con m°A.

Distribucién de puntaje de prediccién a lo largo de la secuencia examinada

4 3 i2 Nimero total de sitios 8

Baja confianza 1 | Alta confianza

Media confianza 3 | Muy alta confianza | g

1500 1000 Posicién 500 0
el I L I I

Figura 8. Resultados de prediccidn de posibles sitios de metilacion mPA en dl transcrito completo de AgRP,

mediante la heramienta i1 siico SRAMP. Cadla pico representa un probable sitio m°A reconocido por SRAMP.
Cada umbral representado de distintos colores indica la confianza que SRAMP le asigna a cada sitio predicho.
El verde es para los que tienen baja confianza, el azul para los de media confianza, el morado para los de alta
confianza, y el rojo para los de muy alta confianza. El transclrito esta representado por la linea inferior, donde se
pueden observar 10s exones como las cajas v los intrones junto con las regiones UTR como las lineas continuas.

El transcrito de AgRP posee sitios modificados con mPA en bibliotecas MeRIP-seq de
hipotalamo de ratéon

Para comprobar que el transcrito de AgRP realmente se metila en el hipotalamo de ratones,
analizamos dos conjuntos de datos publicos de MeRIP-seq de cerebro de ratdn. Para este

propdsito, utlizamos MACS2. En las bibliotecas de cereloro completo e hipotdlamo de raton
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logramos observar que AgRP alberga picos de enriguecimiento de m°A. En las bibliotecas de
nipotalamo de raton a las dos vy seis semanas de edad, encontramos gue el patron de
enriguecimiento de sitios m°A se concentraba principalmente en i2, e3 y el 3UTR, aunque
también presentaron cobertura en i3 e i4. Un resultado muy interesante es gue, aungue la
distribucion temporal de la metilacion mPA del transcrito de AgRP en hipotdlamos de ratones
de dos y 6 semanas no parece cambiar, se presentan mayores niveles de modificaciones
MPA a las dos semanas, en comparacion con seis semanas. En conjunto, estos resultados
demuestran que €l transcrito de AgRP se encuentra activamente metilado en el hipotalamo
de ratones, y sugieren gue los niveles de m°A de este transcrito son temporalmente
dinémicos, siendo mayores a edades tempranas vy disminuyendo conforme el hipotalamo

madura.
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Fgura 9. Hl transcrito de AgRP esta méas metlado a las 2 semanas con respecto a 6 semanas en hipotdlamo
de ratén. El grafico de densidad de lecturas de datos de MeRIP-seq de cerebro total de raton adulto (6-16wk)
(Mever et al., 2012), hipotalamo de ratones de 2 y 6 semanas de edad (2wk y Bwk, respectivamente) (Shafik
etal., 2021), muestran que el transcrito de AgRP esta activamente modificado con metiaciones m@A. El ge v
muestra la densidad de lecturas. Las marcas en naranja son todas las secuencias DRACH existentes en AgRP,
mientras que las que se destacan en ofros colores son los predichos con SRAMP (verde=baja confianza;
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azul=confianza moderada; morado=alta confianza). La linea vertical negra situada debajo de cada gréfico de
densidad de lecturas representa el punto maximo de lecturas apiladas obtenido con MACS?2. En la anotacion,
las lineas representan a los intrones v las cajas a los exones. La region codificante de AgRP se resalta en azul
marino. La conservacion de slementos PhastCons se encuentra representada en color plrpura, mientras que
la tasa de conservacion evolutiva PhyloP se representa en azul rey v rojo para los valor positvos y negativos,
respectivamente.

El splicing de AgRP se regula epitranscriptomicamente

Dado a que la metlacion mPA es una modificacion dinamica regulada por proteinas escritoras
y borradoras de mPA, como METTL3 y FTO, respectivamente, exploramos la posibiidad de
gue alguno de estos dos reguladores de mPA tuviera influencia sobre el procesamiento del
transcrito de AgRP. Para este fin, utlizamos una base de datos de RNA-seq donde silenciaron
amettl3 y a FTO en cerebro de ratones, con ratones WT como control (M-KO; F-KO; y WT,
respectivamente). Observamos gue la abundancia de lecturas en e2e /2es mayor en ratones
F-KO con respecto a los ratones WT, mientras gue no se observa alguna diferencia entre 10s
ratones M-KO vy WT en estos mismos elementos genicos. Por otro lado, tanto en os ratones
M-KO como en los F-KO encontramos mayor abundancia en €5 con respecto a los ratones
WT. La abundancia en /3 mostrd un ligero aumento en ratones F-KO con respecto a WT,
mientras gue los ratones M-KO no parecen tener agun cambio aparente con respecto a los
WT. En los ratones F-KO también logramos observar una notable disminucion de la
abundancia en e4, con respecto a los ratones M-KO y WT, mientras que no se observa

ninguna diferencia entre estos dos ditimos.
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Fgura 10. H splicing del franscrito de AgRP se regula epitranscriptoémicamente. | os graficos de densidad de
lecturas de datos de RNA-seq de cerebro deraton E186.5 (Du et al,, 2020), muestran gue los elementos genicos
de AgRP estan regulados por la modificacion m°A mediante METTL3 v FTO. B gje )y muestra la densidad de
lecturas. Las marcas en naranja son todas las secuencias DRACH existentes en AgRP, mientras que las que
se destacan en otros colores son los predichos con SRAMP (verde=baja confianza; azul=confianza moderada;
morado=alta conflanza). En la anotacion, las lineas representan a los intrones v las cajas a los exones. La region
codiicante de AQRP se resalta en azul marino. La conservacion de elementos PhastCons se encuentra
representada en color plrpura, mientras que la tasa de consenvacion evolutiva Phyio se representa en azul rey
y rojo para los valor positivos y negativos, respectivamente,
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La abundancia en /4 es notablemente menor en los ratones F-KO con respecto a los WT;
pOr otro lado, los ratones M-KO parecen tener una abundancia simiar a la de los WT, sin
embargo, la cobertura de este intron abarca principalmente su region &'y disminuye conforme
se aproxima a su extremo 3', mientras que en los ratones WT parece abarcar toda la longitud
del exon. La abundancia en eb parece ser ligeramente mayor en los ratones F-KO en
comparacion con los WT, mientras gue no se observa diferencia alguna entre M-KO y WT,
Inesperadamente, estos resultados conjuntamente sugieren un comportamiento de iNnclusion
y exclusion particular para cada uno de los elementos génicos de AgRP M A-dependiente;
esto tambien muestra que potenciamente la exclusion de e2e /2 esta directamente regulada

por la desmetlacion mediada por FTO, mientras que /4 podra requerir la metilacion para
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retenerse y la desmetilacion para ser removido; por otro lado, hay elementos génicos, como

&5, gue pueden requertr la actividad tanto de METTL3 como de FTO para excluirse.

DISCUSION DE RESULTADOS

En trabajos anteriores, nuestro grupo de investigacion encontrd una isoforma del transcrito de
AQRP que presenta la retencion de dos de sus intrones: el intron 3 (/3 y el intron 4 (/). Este
nalazgo fue observado en muestras de hipotalamo de ratones en la etapa postnatal (P)
temprana, sin embargo, esta isoforma del transcrito de AgRP no fue encontrada en los
hipotdlamos de ratéon adulto. En este trabajo, analizamos bases de datos publicas de mPA-
seq y RNA-seq pali-A de cerebro e hipotalamo de raton en diferentes puntos temporales del
desarrolo embrionario vy postnatal, con la finalidad de analizar la relacion entre esta isoforma

de AgRP vy la modificacion epitranscriptomica meA.

Los eventos de metilacion mPA en el transcrito de AgRP fueron identificados en cada uno de
los conjuntos de datos de m°A-seq. Cuando se analizaron los datos de hipotédlamo de ratén
a las dos vy seis semanas de edad, hubo un importante aumento de eventos m°A en ¢l
periodo de dos semanas de edad en comparacion con las seis semanas de edad. Se ha
reportado que la modificacion mPA esta estrechamente involucrada en la regulacion de la
diferenciacion de las células troncales neuronales a diferentes estirpes en diversas regiones
del cerebro murino. Por gemplo, Ma y colaboradores (2018) identificaron dos tipos de
metilacion de mBNA durante el desarrollo del cerebelo, clasificandolos en dos categorias: (1)
aguellos transcritos que mantienen sus patrones de metilacion inmutables a o largo del
desarrollo cerebelar, v; (2) aguelos que presentan cambios en sus patrones de metlacion
tiermpo-especiicos a lo largo de cuatro procesos del desarrollo postnatal. Este Ulimo tipo de
transcritos exhibe remarcables cambios en el patron de distribucion/abundancia de sus sitios
m°A de manera tiempo-dependiente. De igual manera, se ha propuesto un modelo por €l
cual, al ocurr la sefal de diferenciacion, 1os genes que mantienen el estado «nalve» de las
células troncales detienen su transcripcion, mientras gue los mRNAs existentes de estos
genes son marcados con M°A para promover su transporte a cuerpos de procesamiento
(cuerpos-P) para su degradacion, esto Ulimo permite que estas células salgan del estado de

pluripotencialidad vy puedan ingresar a etapas mas avanzadas de su diferenciacion neuronal,
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En conjunto con el aumento de la metilacion m°A en el transcrito de AgRP a las dos semanas
con respecto alas 6 semanas observada, nuestros resultados sugieren que la abundancia y
los patrones de sitios mMPA en AgRP son controlados de manera tiempo-espectfica,
presentando mayores niveles en etapas tempranas en comparacion con etapas mas

avanzadas del desarrolo hipotalamico.

Frye v colaboradores (2018) han propuesto un modelo en el cual la modificacion meA tiene
un papel clave en la diferenciacion de las células progenitoras «naive» neuronales. Mediante
una secuencia de eventos gue comienza al ocurrr la senal de diferenciacion, los RNAS
asociados al estado «naive» marcados con mMPA se degradan, lo que faciita cambiar el
programa de expresion génica de las células progenitoras por otro programa, permitiendo ast
entrar en procesos de diferenciacion. Esto graduamente permite que las células progenitoras
neuronales abandonen sus caracteristicas «naive» y simultaneamente adguieren, de manera
progresiva, las caracteristicas de identidad de la estime neuronal a la que daran origen.
Nuestros resultados muestran una metlacion diferencial del transcrito de AgRP de los
nipotalamos de ratdn de 2 v 6 semanas de edad, donde se pudo observar gue la abundancia
de sitios MPA es mayor en el mMRNA de AgRP a las 2 semanas, v disminuye a las 6 semanas
de edad. En conjunto, esto sugiere gue, al ser la expresion de AgRP especifica del ndcleo
arqueado, su transcrito se encuentre metlado en las etapas tempranas del desarrollo de este
ndcleo hipotalamico, momento en el cual las neuronas NPY/AGRP aun no han madurado en
su totalidad, positlemente porgue el transcrito de AgRP esté traduccionalmente reprimido por
la marca m°A, y su desmetilacion podria aumentar sus niveles de proteina cuando el nicleo
arqueado se encuentre en un estado mas avanzado de maduracion, como o es a las 6
semanas de edad, cuando los ratones han dejado de ser amamantados y ya han iniciado la
Ingesta de almentos sdlidos. Lo que aln no es claro es sila desmetilacion del tfranscrito de
AQRP es consecuencia de la maduracion del nicleo arqueado, © viceversa, ni sila isoforma

que retiene al (3 e /4 sea resultado de la metilacion de este transcrito.

Se conoce que, en los ratones, el gen de AgRP se activa transcripcionamente en el dia
E15.5;, sin embargo, los niveles de su transcrito son bajos incluso en el dia PO,
posteriormente, estos niveles aumentan de manera gradual conforme va madurando €l

nipotalamo, hasta alcanzar sus niveles maximos en el dia P21, momento en el cual las
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neuronas NPY/AgRP han establecido completamente su identidad peptidérgica. Ademas, se
na reportado que la proteina codificada por este gen no es detectable sino hasta luego del
periodo perinatal y sus niveles siguen el mismo patron gue los de su transcrito. Un reciente
estudio mostro la existencia de mditiples transcritos que presentan patrones diferenciales de
metilacion m°A a lo largo de distintas edades postnatales en cuatro diferentes regiones del
cerelro murino, entre ellas, el hipotalamo (Shaflk et al., 2021). Un interesante hallazgo de este
trabajo es la identificacion de un subconjunto de transcritos especiiicos de cada uno de estos
tejidos cerebrales, los cuales mostraron patrones de metiacion diferenciales especificos de
dichos tejdos, por gemplo: en el hipotdlamo se presentaron patrones de metilacion
diferenciales en mditiples transcritos relacionados a su apropiado desarrollo, ademas, estos
patrones diferenciales no fueron cbservados en ninguna de las otras tres regiones cereborales
examinadas. Nuestros resultados muestran que el transcrito de AgRP, el cual es especifico
del ndcleo arqueado, esta siendo modificado activamente con mUitiples sitios m°A vy presenta
mayores niveles de metilacion a las dos semanas en comparacion con las bibliotecas de
ratones de 6 semanas de edad. Esto sugiere que los altos niveles de metilacion en el
transcrito de AgRP a las dos semanas pueden deberse a un mecanismo por el cual se regula
la traduccion de AgRP en las neuronas que aun no terminan de definir su identidad
peptidérgica, y, una vez definido su destino final, la represion traduccional se elimina
paulatinamente hasta legar a expresar al péptido AgRP en niveles encontrados  en

nipotalamaos maduros.

Un estudio enfocado en conocer 1os patrones de metilacion en cuatro diferentes regiones del
cerebro de raton y humano en la enfermedad de Alzheimer encontrd que en el hipotédlamo
murino existen genes diferencialmente metilados entre dos edades, donde existe un mayor
nivel de m°A durante las 2 semanas de edad, y disminuye a las 6 semanas de edad,
especidmente en genes gue se expresan principal 0 exclusivamente en el hipotalamo. Los
resultados del presente trabajo muestran que el transcrito de AgRP presenta mayores niveles
de metilacion a las 2 semanas de edad con respecto a los tejidos hipotalamicos analizados
de ratones con 6 semanas de edad, 1o gue concuerda con lo reportado en la literatura, pues
se sabe que el gen de AgRP se expresa principaimente en el ndcleo arqueado, region

exclusiva del hipotalamo. También se ha mostrado que una de las principales funciones de la
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modificacion m°A en el mMRNA es disminuir su establidad. Con esto podemos sugerir que el
transcrito de AgRP esta mayormente metilado en la etapa postnatal temprana, cuando los
ratones adn se aimentan de leche materma, por lo que la activacion de la via orexigénica
mediada por AgRP no es esencial para su supenvivencia, o que provoca gue los altos niveles
de metilacion del transcrito de AgRP disminuyan su vida media. Por otro lado, a las 6 semanas
los ratones ya han comenzado una dieta sdlida y han abandonado la aimentacion con leche
matermna, iguaimente la identidad peptidérgica de las neuronas NYF/AQRP ya se ha definido,
por lo que probablemente estas neuronas disminuyen sus niveles de m°A en el transcrito de

AQRP para poderio expresar apropiadamente.

Es conocido que cada siio marcado con mPA en un transcrito es crtico para su
procesamiento, ya gue el lugar donde se lleve a cabo dicha marca determina el tipo de lector
MPA que interaccione con &l transcrito. Un glemplo es YTHDF2, la cual cuando se une &l
transcrito metilado es capaz de transportarlo a cuerpos-P (cuerpos de procesamiento), donde
recluta al complejo CCR4-NOT para promover la deadenilacion y la subsecuente degradacion
del transcrito metlado (Du et al., 2016). Por otro lado, YTHDC1 faciita la exportacion nuclear
dependiente de NXF1 de los RNAs metilados mediante la interaccion con SRSF3 (Xiao et al.,
2016). La interaccion de YTHDF1T con el transcrito metilado promueve la interaccion con elF3,
lo que resulta en niveles elevados de traduccion del transcrito metiado, asimismo, YTHDES
es capaz de interaccionar con los transcritos metilados para promover la union de YTHDFT,
y asl promover su traduccion (Wang et al., 20158). Nuestro andlisis del perfil de mPA del
transcrito de AgRP en condiciones mettl3-Ko y FTO-KO mostro que tanto la ausencia de la
metitransferasa como de la desmetilasa alteran activamente las isoformas del transcrito de
AQRP, donde el cambio es mas pronunciado en la condicion de FTO-KO. Nuestros
resultados sugieren un potencial papel de cada una de las marcas mPA en el transcrito de
AGRP, ya que parece ser que cada sitio metiado tiene un efecto local sobre el procesamiento
de los elementos genicos vecinos, pues encontramos que la retencion o exclusion de cada
uno de estos elementos INtronicos y exonicos No sigue un destino conjunto, SN0 gque su
procesamiento esta regulado por marcas m°A fisicamente cercanas e independientes,
contrario a la idea de gue una Unica marca meA puede definir el destino metabodlico del mRNA

completo. Ademas de esto, el cambio mas notorio observado en la condicion FTO-KO podria
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ser debido a que la ofra desmetilasa descrita ALKBHS no tiene funcion redundante con FTO
sobre este procesamiento, por 1o que la falta de FTO posiblemente no pueda ser sustituida o

reemplazada por esta desmetilasa.

Nuestro trabajo aporta mas informacion de como la participacion de la modificacion meA influye
en el procesamiento de los transcritos por splicing. Ademas, nuestro trabajo favorece la idea
de que la modificacion mPA juega un papel importante en la regulacion de la expresion génica
a nivel postranscripcional. Lo gue entendemos de la metlacion mPA hasta el momento, ha
sido gracias a un limitado ndmero de trabajos realizados en el campo, ya gue a pesar de que
Nay NUMErosos trabajos enfocados en el sisterma nervioso central, son muy Pocos aguellos
que abordan el estudio de regiones especiiicas, y mucho menor el ndmero que o abordan
durante el desarrollo, un gjemplo de esto es que a pesar de la blsgueda exhaustiva realizada
en este proyecto, solo encontramos una base de datos pdblca con bibliotecas de
nipotdlamo, y ninguna de nucleo arqueado de raton. Futura investigacion nos permitira
establecer con mayor detale esta participacion, asi como nos permitira esclarecer su
relevancia para la expresion del gen de AgRP v su implicacion en la maduracion de las
neuronas del ndcleo arqueado. Para obtener resultados conclusivos es requernido generar
datos experimentales especificos de m°A en nlcleo arqueado durante el neurodesarrolio,
pues en la literatura no existen los suficientes como para poder redlizar noy en dia un estudio

para poder.

Es importante mencionar gue, durante el desarrollo de este proyecto de investigacion,
utlizamos las bibliotecas de tres trabajos publicados en la base de datos GEO, de las cuales,
dos correspondian a estudios de MeRIP-seq (Meyer et al., 2012, Shafik et al., 2021) v la
tercera a un estudio de RNA-seq v Ribo-seq (Du et al., 2021). Con €llas, buscamos hacer &l
analisis diferencial de la expresion de genes, el andlisis de retencion de intrones y el andlisis
de RNAs asociados a ribosomas. El primero de estos analisis fue inconcluso debido a que,
en todas las bibliotecas, el ndmero de lecturas que correspondian a AgRP fue tan bajo que
el algoritmo del software utiizado (DESEQ2) elimind a AgRP de los genes que considerd para
dicha tarea. Es importante en este punto sefialar que la profundidad de la secuenciacion es
un factor clave, ya que hace referencia al nimero total de fragmentos que son leidos, por 1o

gue una mayor profundidad significa que hay mas fragmentos leidos por las plataformas, 1o
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que permite tener una mayor cantidad de informacion y un sesgo mucho menor, ya que una
profundidad baja puede significar gue el ndmero de lecturas de fragmentos de un gen
potencidmente sean reducidas drasticamente 0 incluso elminadas por completo;  sin
embargo, la profundidad que presentan las bibliotecas que utlizamos fue de 10 a 256 millones
de fragmentos leidos, 1o que se considera una profundidad baja, siendo 1o ideal para nuestro
tralbajo una profundidad de aproximadamente 100 milones de lecturas. En el segundo analisis
ocurmo lo mismo, ya que el software utiizado, IREAD, tiene un umbral minimo de lecturas en
los intrones y de cobertura total de la secuencia de estos para tomarlos en cuenta, Para tratar
de sortear este desafio, modiicamos el codigo de IREAD para que considerara un minimo de
1 lectura por intron para gue 1o tomara en cuenta, sin embargo, la cobertura fue tan baja que
los resultados volvieron a ser inconclusos. Otro punto importante resaltar agui es la cobertura,
gue hace referencia a la cantidad de bases de la region de interés que se cubre por €l
conjunto de fragmentos secuenciados, por 10 que una cobertura alta significa que 10s
fragmentos en conjunto que Mmapean para un gen cubrieron casi o la totalidad de bases que
corresponden a dicho gen, aungue también se puede aplicar para los elementos genicos
como son los intrones vy los exones. En nuestro caso, al tener una profundidad baja, la
cantidad de lecturas que corresponden a AgRP es demasiado baja, por lo que IREAD es
incapaz de determinar silos eventos de retencion de intrones son negativos por 10s procesos
piologicos o por la falta de mas lecturas que eliminen este sesgo. Tanto la profundidad como
la cobertura son caracteristicas de las bibliotecas que pueden variar ampliamente, ya gue
para algunos andlisis, ambas pueden tener valores bajos y No involucra algdn problema para
los genes analizados; sin embargo, para andlisis de genes especiicos de poblaciones
celulares que representan una fraccion diminuta de todo el tgjido analizado, o para el analisis
de variantes de splicing, tanto la cobertura como la profundidad requeridas deben ser
significativamente altas para poder tener resultados gue no sean afectados por 10s sesgos
metodologicos v puedan considerarse como resultados veraces. Por Utimo, el andlisis de
RNAs asociados a rnibosomas consiste en secuenciar Unicamente a los mRNAS gue estan
protegidos por 1os ribosomas por el proceso de la traduccion, en el cua se inhibe la
traduccion, se utlizan ribonucleasas para degradar todo el RNA gue no esté asociado a
rbosomas, posteriormente se utiizan proteasas para degradar a los ribosomas y los

fragmentos de RNA son secuenciados. No obstante, luego de la eliminacion de los
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ribosomas, los fragmentos de mRNA requieren ser preparados con adaptadores para generar
las bibliotecas de cDNA para la secuenciacion, por o que, a momento de curar estas
pibliotecas, los criterios de calidad son similares a los gue se aplican a las bibliotecas de RNA-
seq. Este andlisis fue imposible de realizar, ya gue las bibliotecas de Ribo-seq utiizadas no
pasaron nuestros estandares de calidad al momento de procesarias para la elminacion de
los adaptadores vy las lecturas de baja calidad, por lo que tuvimos gue descartar todos 1os
datos de estas bibliotecas y solo mantuvimos aguellas que pasaron las pruebas de calidad,

de las cuales ninguna correspondio a las bibliotecas de Ribo-seq. La técnica de Ribo-seq.

Es requerido generar datos experimentales especfficos de mPA en nlicleo argueado de ratén
durante el neurodssarrollo, pues hoy en dia en las bibliotecas publicas disponibles No existen
los suficientes datos como para poder redizar un estudio gue nos lleve a resultados

conclusivos,
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CONCLUSIONES

Nuestros datos muestran por primera vez que €l transcrito de AgRP esta activamente
modificado con marcas m°A en ratones, vy gue esta metilacion es temporalmente dinamica,
pues presenta un patron diferencial entre los MRENAs de AgRP en ratones jovenes en
comparacion de ratones adultos, mas adn, el analisis de las biliotecas FTO-KO sugiere que
la modificacion m°A es dindmica adn dentro de la vida de un transcrito, pues parece ser que
el transcrito de AgRP requiere se metilado vy luego desmetlado para su completo
procesamiento. También podemos sugerir que la influencia de la metilacion m°A es especffica
e independiente para cada uno de los intrones y exones del transcrito de AgRP. Finalmente,
sugerimos gue la influencia que tiene MPA sobre el procesamiento de AgRP es clave para la

diferenciacion de las neuronas NPY/AgRP.

Exclusién

Y s

AgRP

Figura 11. Cada marca de m6A en €l transcrito de AgRP tiene un efecto local sobre el procesamiento de los
elementos génicos vecinos.

Mayor expresion de
variante AgRP; 5 i
L

2 semanas 6 semanas

Mayor expresion de
AgRP maduro

Imagen 12. Hl transcrito de AgRP se metila, y 10s niveles de metilacion son

mayores a las 2 semanas gue a las 6 semanas.
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PERSPECTIVAS

Generar bibliotecas de m°A mediante las técnicas de MeRIP-seq y miICLIP-seq. en nlcleo
arqueado de raton de O, 7, 14y 21 dias postnatales para determinar obtener el paisaje
de metilacion a estas edades y obtener los cambios de los patrones y enriguecimientos
de mPA.

Determinar cudl de los anticuerpos comerciales es el Optimo para la técnica de miCLIP-
Seq.

Validacion de bibliotecas mediante técnicas colorimétricas.

Determinar los cambios de los patrones y enriguecimientos de mP°A  sobre los transcritos
de AgRP, NPY, POMC, CART y LEPR a lo largo del desarrollo del nicleo arqueado, asf
la expresion diferencial de estos genes, la retencion de intrones vy los patrones de los
elementos géenicos INtronicos y exonicos.

Furificar la porcion de RNA asociado a ribosomas de los transcritos de AgRP, NPY,
POMC, CART vy LEPR para determinar si existe alguna relacion entre su grado de
madurez, traduccion y metilacion,
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