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GLOSARIO 
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• Día P = Día postnatal 

• e2 = Exón 2 

• e3 = Exón 3 

• e4 = Exón 4 

• e5 = Exón 5 

• eIF3 = Factor iniciador eucariota 3 

• EM = Eminencia media 

• ESC = Células troncales embrionarias 

• F-KO = Knockout de FTO 

• f-m6A = N6-formiladenosina 

• FMRP = Proteína de retraso mental de X frágil 

• FPKM = Fragmentos por kilobase de transcrito por millón de fragmentos mapeados 

• FTO = Proteína asociada a obesidad y grasa corporal 

• GABA = Ácido γ-aminobutírico 

• GEO = Gene expression Omnibus 

• hESC = Células troncales embrionarias de humano 

• h-m6A = N6-hidroximetiladenosina 
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• HNRNPA2B1 = Ribonucleoproteína nuclear heterogénea A2/B1 

• HNRNPC = Ribonucleoproteína nuclear heterogénea C 

• i2 = Intrón 2 

• i3 = Intrón 3 

• i4 = Intrón 4 

• IGF2BP1-3 = Proteína de unión al mRNA 1 del factor de crecimiento similar a insulina 2 

• iPSC = Células troncales pluripotentes inducidas 

• m6A = N6-metiladenosina 

• m6Am = N6, 2’-O-dimetiladenosina 

• m6A-seq = Secuenciación profunda de m6A 

• MAT2α = Metionina adenosiltransferasa 2A 

• MC3R = Receptor de melanocortina 3 

• MC4R = Receptor de melanocortina 4 

• MeRIP-seq = Secuenciación profunda de inmunoprecipitación de m6A de RNA 

• mESC = Células troncales embrionarias de ratón 

• METTL14 = Tipo metiltransferasa 14 

• METTL16 = Tipo metiltransferasa 16 

• METTL3 = Tipo metiltransferasa 3 

• METTL5 = Tipo metiltransferasa 5 

• M-KO = Knockout de METTL3 

• mRNA =Ácido ribonucleico mensajero 

• NCBI = National center of Biotechnology Information 

• Nkx2.1 = Factor de transcripción tiroideo 1/ NK2 homeobox 1 

• NPV = ´Núcleo paraventricular 

• NPY = Neuropéptido Y 

• NXF1 = Factor de exportación de RNA nuclear 1 

• P-bodies = Cuerpos de procesamiento 

• POMC = Propiomelanocortina 

• Prdm12 = Proteína con dedos de zinc con dominio PR 12 

• Rax = Factor de transcripción homeobox de retina y pliegue anterior 
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• RBM15/15B = Proteína de unión al RNA putativa 15 

• RI = Retención de intrón/intrones 

• SA = Splicing alternativo 

• SAM = S-adenosilmetionina 

• SRSF10 = Factor de splicing rico en serina y arginina 10 

• SRSF3 = Factor de splicing rico en serina y arginina 3 

• TRMT112 = Subunidad activadora de metiltransferasa tRNA 11-2 

• Virma = Proteína asociada a metiltransferasa m6A parecida a vir 

• WT = Tipo silvestre 

• WTAP = Proteína asociada a WT1 

• YTH = Dominio con homología a YT521 

• YTHDC1 = Proteína contenedora de dominio YTH 1 

• YTHDC2 = Proteína contenedora de dominio YTH 2 

• YTHDF1 = Familia de proteínas contenedoras de dominio YTH 1 
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• α-MSH = Hormona estimulante de los melanocitos α 
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RESUMEN 

El núcleo arqueado de ratón se encuentra en el hipotálamo y es el principal controlador del 

apetito y el gasto energético del sistema nervioso central. En la etapa adulta está conformado 

principalmente por dos tipos neuronales: las neuronas POMC/CART y las neuronas 

NPY/AgRP. Durante el desarrollo del núcleo arqueado, ambas estirpes neuronales provienen 

de las mismas células progenitoras, y terminan de diferenciarse en etapas postnatales. Los 

mecanismos que llevan a la completa diferenciación actualmente se están estudiando. Uno 

de los posibles mecanismos que podría guiar esta diferenciación es la modificación 

postranscripcional N6-metiladenosina (m6A), sobre transcritos claves. Esta metilación ha sido 

vinculada a procesos de diferenciación y maduración neuronal, así como a eventos de splicing 

alternativo. En el presente trabajo analizamos bibliotecas públicas de MeRIP-seq y RNA-seq 

y reportamos la influencia que tiene la modificación m6A sobre el transcrito de AgRP, el cual 

da lugar a uno de los principales péptidos orexigénicos (inductores del apetito) del núcleo 

arqueado. Nuestros análisis muestran que esta modificación postranscripcional puede 

modular la retención y exclusión de cada uno de los elementos intrónicos y exónicos de este 

transcrito, modulando su procesamiento y su traducción. Sugerimos que esto puede ser un 

determinante para la definición de las neuronas orexigénicas. 
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INTRODUCCIÓN 

El DNA es el reservorio de información genética de cada organismo, donde se almacenan los 

datos necesarios para la síntesis adecuada de todas las proteínas que son requeridas para 

un buen funcionamiento de todos los procesos biológicos necesarios para la vida. La 

información de estas proteínas está almacenada en los genes, y cada gen posee la 

información para codificar para una proteína en las células eucariotas. En los organismos 

pluricelulares, como los mamíferos, el organismo está conformado por diferentes 

organizaciones celulares que dan origen a un tejido u órgano en específico, y estas 

agrupaciones específicas de células expresan genes específicos o a niveles particulares en 

patrones exclusivos de ellos. Este control específico de la expresión génica es lo que da 

origen a los diferentes tejidos y órganos con los que funciona todo el organismo. Hoy en día 

conocemos múltiples mecanismos que regulan la expresión génica para diferentes tejidos y 

órganos, entre ellos se encuentran las modificaciones químicas que ocurren en el DNA que 

no alteran su secuencia de nucleótidos, conocida como epigenética, aunque también se han 

descrito múltiples mecanismos que regulan la expresión de genes postranscripcionalmente, 

es decir, después de la transcripción del DNA a mRNA, lo que ha dado pie a la investigación 

de este último tipo de mecanismos. Entre ellos se han descrito varios cambios químicos que 

ocurren en el RNA que no alteran a su secuencia de nucleótidos, denominado 

epitranscriptómica, siendo de estas modificaciones la más común en el mRNA la N6-

metiladenosina, es decir, la adición de un grupo metilo en el nitrógeno seis de algunas 

adenosinas presentes en la secuencia del mRNA, también denominada m6A. La m6A ha sido 

profundamente estudiada desde hace relativamente poco, y se ha relacionado con múltiples 

procesos fisiológicos y celulares, como es el neurodesarrollo, la memoria, el aumento o 

disminución de la expresión de genes específicos, e incluso se han identificado que las 

alteraciones en el mecanismo de regulación de m6A están relacionadas con la severidad de 

algunos tipos de cáncer y otro tipo de enfermedades crónico-degenerativas, como el 

Alzheimer. 

Por esto mismo, en el presente trabajo analizamos dos bases de datos de MeRIP-seq de 

cerebro de ratón a diferentes edades y una base de datos de RNA-seq de cerebro de ratón 

con silenciamiento en METTL3 y FTO para determinar el efecto que tiene la marca m6A sobre 
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la maduración de AgRP con respecto al punto tiempo-específico del desarrollo neuronal. 

Nuestros resultados muestran que efectivamente AgRP está metilado en varios sitios m6A, 

además de que sugieren que estas marcas tienen un patrón y enriquecimiento tiempo-

dependiente, y que cada marca de metilación m6A puede regular la retención y/o exclusión 

de los intrones y exones físicamente cercanos. 

 

MARCO TEÓRICO 

HIPOTÁLAMO 

El hipotálamo de los mamíferos es uno de los principales centros integradores de una gran 

variedad de procesos biológicos, como la homeostasis energética (Wang et al., 2016). Está 

conformado por diversos tipos celulares que coordinan aspectos específicos, como: el 

metabolismo, el comportamiento, el control del peso corporal, la producción de glucosa 

hepática, la temperatura corporal, la fisiología autónoma, los ejes neuroendócrinos, la 

osmolaridad sérica, el ritmo cardiaco, entre otros (Wang et al., 2016). Estas células 

especializadas en el hipotálamo se encuentran físicamente agrupadas, formando los diversos 

núcleos hipotalámicos. Entre ellos, el especializado en la regulación del apetito y el consumo 

energético es el núcleo arqueado (ARC). 

NÚCLEO ARQUEADO 

El núcleo arqueado está localizado en la eminencia media del hipotálamo. En esta zona, la 

barrera hematoencefálica es sumamente delgada, lo que permite que las neuronas del ARC 
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puedan reconocer hormonas periféricas que reportan el estado energético del organismo, y, 

en respuesta, secretar neuropéptidos que estimularán a su vez al núcleo paraventricular 

(NPV), la región medio dorsal, y otras áreas del cerebro que regulan el consumo de alimento 

y el gasto energético (Wang et al., 2016). 

Figura 1. Localización anatómica del núcleo arqueado en el encéfalo del ratón. El núcleo arqueado (ARC) se 
alberga en la base del hipotálamo, justo por encima de la Eminencia media (EM). La barrera hematoencefálica 
es particularmente delgada en la EM, lo que permite el contacto del ARC y mensajes químicos en el torrente 
sanguíneo. Figura obtenida y modificada de Allen Mouse Brain Atlas (http://atlas.brain-map.org/), y se diseñó 
con base en Gómez-Montalvo, 2021. 

NEURONAS OREXIGÉNICAS Y ANOREXIGÉNICAS 

El ARC está conformado principalmente por dos poblaciones neuronales altamente 

diferenciadas: (1) las neuronas anorexigénicas (inductoras de la saciedad), las cuales tienen 

como principal función la inhibición del apetito mediante la acción de los neuropéptidos 

derivados de propiomelanocortina  (POMC) y del transcrito relacionado a cocaína y 

anfetaminas (CART, por sus siglas en inglés) (; y (2) las neuronas orexigénicas (inductoras del 

apetito) que, por el contrario, son las responsables de promover el apetito y el comportamiento 

de forrajeo mediante la síntesis y liberación de neuropéptido Y (NPY) y el neuropéptido 

parecido a Agouti (AgRP, por sus siglas en inglés) (Deem et al., 2021). Es importante resaltar 

el hecho de que las neuronas anorexigénicas 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 característicos: neuronas POMC/CART y neuronas 

NPY/AgRP, respectivamente.  

La actividad de estas neuronas se encuentra en un equilibrio dinámico, pero esto cambia 

cuando aparece algún estímulo que indique un cambio en el estado energético del 

organismo, como puede ser la liberación de grelina o de leptina (Carranza-Quishque et al., 

2016). La grelina y la leptina son hormonas que se sintetizan y secretan en respuesta al 

estado energético. Cuando se presenta un déficit energético, el estómago libera grelina al 

sistema circulatorio. Cuando esta hormona alcanza a las neuronas NPY/AgRP, promueve su 

activación, lo que se traduce en la síntesis y liberación de NPY y AgRP a sus neuronas blanco, 

lo que desemboca en la estimulación de la búsqueda y consumo de alimento. Por otro lado, 

cuando el organismo ya se ha alimentado, el tejido adiposo libera leptina. Esta hormona es 
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reconocida por las neuronas POM/CART, lo que estimula la síntesis y liberación de CART y 

péptidos derivados de POMC (α-MSH y β-MSH). Cuando estos neuropéptidos alcanzan a 

sus neuronas blanco que expresan al receptor de melanocortinas 3 y 4 (MC3R y MC4R) 

situadas en el núcleo paraventricular, son capaces de inhibir el apetito al fomentar la sensación 

de saciedad (Figura 2) (Wang et al., 2016). 

REGULACIÓN DEL APETITO MEDIADO POR AGRP Y POMC 

Cuando aumentan los niveles de leptina en el torrente sanguíneo, las neuronas anorexigénicas 

incrementan la síntesis de α-MSH y β-MSH. Estas melanocortinas son liberadas en el núcleo 

paraventricular, específicamente a un conjunto de neuronas que expresan al receptor de 

melanocortina 3 y 4 (MC3R y MC4R, respectivamente). La interacción entre estas 

melanocortinas y los receptores MC3R y MC4R activa una cascada de señalización que 

induce la sensación de saciedad. Por otro lado, cuando se activan las neuronas NPY/AgRP, 

éstas sintetizan y liberan al péptido relacionado a Agouti (AgRP), el cual compite con las 

melanocortinas para unirse a MC4R y, en menor medida, a MC3R. La unión de AgRP a estos 

receptores evita que se active su cascada de señalización, e incluso 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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Figura 2. Representación del circuito de la regulación del apetito y la saciedad de ARC-NPV. Las señales 
periféricas reportan el estado energético del organismo a las neuronas del ARC. La leptina aumenta sus niveles 
séricos posteriormente al consumo de alimento, lo que estimula a las neuronas POMC/CART; simultáneamente 
inhibe a las neuronas NPY/AgRP, lo que provoca que las neuronas POMC/CART sinteticen a la melanocortina 
α-MSH. La melanocortina es liberada a neuronas con el receptor de melanocortina 4 (MC4R) en el NPV 

mediante proyecciones axónicas, donde la interacción α-MSH-MC4R desencadena señales de saciedad. 
Durante el ayuno aumentan los niveles séricos de grelina, lo que estimula a las neuronas PNY/AgRP provocando 
la síntesis y liberación de AgRP hacia neuronas con MC4R; donde ejerce su función de agonista inverso de este 

receptor, previniendo la interacción α-MSH-MC4R y reprimiendo la señalización basal de esta vía. El diseño de 
esta figura se basó en Gómez-Montalvo, 2021. 

DESARROLLO DE NEURONAS DEL NÚCLEO ARQUEADO 

Si bien las neuronas POMC/CART y las neuronas NPY/AgRP son funcionalmente 

antagónicas, ambas se originan del mismo progenitor neuronal: las neuronas progenitoras 

Rax+/Nkx2.1+. Estos progenitores son los responsables de dar origen a todo el ARC (Nilsson 

et al., 2005). En ratón, a partir del día embrionario 10.5 (E10.5), estos progenitores comienzan 

a expresar al transcrito de POMC. Es hasta el día E15.5 cuando el transcrito de NPY es 

detectable, aunque no ocurre así con AgRP. De hecho, el transcrito de AgRP es el último en 
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ser detectable, pues su mRNA solo ha podido ser detectado a partir del día postnatal 0 (P0), 

aunque sus niveles son extremadamente bajos, aumentando a lo largo que transcurren los 

siguientes días, hasta alcanzar sus niveles de expresión maduros en el día P21 (Padilla et al., 

2010). 

 

Figura 3. Línea temporal del desarrollo de neuronas AgRP y POMC de ratón y de la diferenciación de células 
madre embriónicas (hESC) y células pluripotenciales inducidas (iPSC) a células de núcleo arqueado (ARC). En 
el desarrollo del hipotálamo de ratón, 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 día E10.5, el mRNA 
de NPY aparece hasta el día E13-5. El mensajero de AgRP es el último en ser expresado, pues aparece hasta 
el día E15.5, pero no es hasta el día P21 cuando su mRNA alcanza sus niveles de madurez. Durante esta 
diferenciación neuronal, se observa un interesante evento, en el cual las neuronas coexpresan los mRNAs de 
POMC y NPY durante el día E14.5, y posteriormente un conjunto de estas neuronas adquirirá la identidad 
NPY/AgRP. Por otro lado, la diferenciación in vitro muestra que entre los días 12 y 24, las hESC e iPSC expresan 
los primeros marcadores de progenitores ACR. Aproximadamente, en el día 29 se pueden identificar a los 
péptidos de POMC y NPY en poblaciones que solo expresen a uno de estos dos, o a ambos simultáneamente. 
Alrededor del día 33 de diferenciación, ~18% de las células solo expresan a α-MSH, mientras que ~60% solo 
expresa a NPY, pero ~22% coexpresa ambos péptidos; no obstante, los niveles del péptido de AgRP apenas 
son detectables. Cerca del día 45, los niveles de AgRP aumentan cerca de cuatro veces, pero las células 
siguen presentando identidades POMC/CART y NPY/AgRP mezcladas. Figura tomada y modificada de Gómez 
Montalvo, 2021; Coronado Monroy, 2020. 

Una particularidad de la diferenciación de estas dos estirpes neuronales es que los 

progenitores Rax+/Nkx2.1+ primero expresan el mRNA de POMC, y, gradualmente, también 

el mRNA de NPY, por lo que, en un momento del neurodesarrollo del núcleo arqueado, existe 

una población de neuronas que expresa transcritos de ambas estirpes neuronales. 

Posteriormente, llega un punto en la diferenciación 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 información para comprender los mecanismos por los cuales se define el destino 

final de diferenciación de estas neuronas. Recientemente, Chen y col (2020) analizaron si 

existen diferencias entre los  perfiles transcriptómicos de las neuronas que se convertirán en 

el tipo anorexigénico y las que se convertirán en el tipo orexigénico del ARC, mostrando que 

efectivamente hay diferencias, ya que encontraron que hay 29 factores de transcripción que 

están enriquecidos en uno de los dos grupos neuronales, con la principal diferencia de la 

expresión de Prdm12, el cual fue detectado en las neuronas con destino POC/CART, pero 

fue indetectable en las destinadas al tipo NPY/AgRP. Prdm12 es un factor de transcripción 

relacionado con la percepción del dolor y con la especificación del destino celular en el 

desarrollo de los ganglios sensoriales (Mona et al., 2017) y recientemente se ha relacionado 

con la especificación del destino celular de las neuronas POMC/CART del núcleo arqueado 

(Chen et al., 2020; Mona et al., 2017; Bartesaghi et al., 2019). Con esto, el grupo de 

investigación de Chen ofrece una pista importante de la existencia de diversos genes que 

definen el destino final de estas neuronas, el crecimiento axonal y la formación de la sinapsis, 

y proponen que los mecanismos para definir y mantener esta diferenciación son factores 

intrínsecos, es decir, factores internos de las células, como la expresión o represión 

programada de conjuntos específicos de genes en lugar de estímulos externos (Chen et al., 

2020). 

Actualmente, los avances técnicos en secuenciación y caracterización de células mediante 

su transcriptoma han permitido profundizar en el conocimiento que se tiene sobre las 

neuronas que componen al núcleo arqueado, como su función y su proceso de maduración; 

sin embargo, aún existen importantes desafíos que han dificultado responder las incógnitas 

sobre el destino final de estas neuronas. Limitaciones técnicas como la compleja labor de 

obtener con certeza el núcleo arqueado de ratones en estados embrionario o neonatales, la 

falta de una línea celular establecida de alguna de las dos poblaciones de neuronas del ARC, 

y el poco estudio de más procesos de regulación génica a diferentes niveles, son solo algunos 

de los desafíos que deben superarse para lograr un mejor entendimiento del desarrollo y 

funcionamiento de este núcleo hipotalámico. Recientemente se han explorado procesos 

celulares que podrían estar facilitando la resolución hacia la completa diferenciación de las 
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estirpes neuronales, uno de los que han llamado más la atención es la metilación de las 

adenosinas del mRNA (Geula et al., 2016). 

N6-METILADENOSINA Y LA EPITRANSCRIPTÓMICA 

LA N6-metiladenosina (m6A) es una modificación del RNA altamente conservada, que se 

encuentra desde levaduras hasta mamíferos, como el ratón y el humano. Se ha encontrado 

en mayor abundancia cerca de los codones de paro, en las regiones 3’UTR, en los exones 

largos y en transcritos con splicing alternativo (SA) (Dominissini et al., 2012; Meyer et al., 

2012). Esta modificación 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 demostró que es 

la modificación epitranscriptómica más común en los mRNA de transcritos humanos y ratón, 

encontrándose con mayor presencia en tejidos específicos, como el hígado, el riñón y el 

cerebro (Meyer et al., 2012). 

Recientemente, se ha descubierto que la m6A es un nuevo nivel de regulación de la expresión 

génica, ya que influye en el metabolismo del mRNA. Es capaz de acelerar el procesamiento, 

la traducción, la degradación, el transporte, y la localización de los mRNAs (Meyer at al., 

2017). 

Debido a que la modificación m6A es un fenómeno dinámico capaz de regular el metabolismo 

de los mRNAs metilados, se puede considerar como un «interruptor». Dicho interruptor es 

controlado por tres tipos de proteínas: los escritores, los lectores y los borradores (Galarce-

Sosa, 2020).  
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Figura 4. Esquematización de la modificación química N6-metiladenosina. 

Los escritores son metiltransferasas que utilizan como sustrato donador a la S-

adenosilmetionina (SAM) para transferir un grupo metilo a un residuo de adenosina situado en 

el RNA. Hasta ahora, se han caracterizado como escritores a METTL3, METTL14, METTL16, 

WTAP, RBM15/15B y KIAA1429.  Se ha identificado al complejo escritor de m6A, 

conformado por varios escritores y otras moléculas, entre los más importantes se encuentran 

METTL3 y METTL14, la porción catalítica y el activador alostérico, respectivamente. Además, 

METTL14 tiene función de unión al RNA objetivo (Wang et al., 2016; Liu et al., 2014). El 

complejo escritor de m6A es el actor principal responsable de la mayoría de las modificaciones 

m6A en los transcritos (Fig. X); no obstante, existen otros escritores ajenos al complejo escritor 

que son capaces de actuar en condiciones particulares. Tal es el caso de METTL16, una 

metiltransferasa cuya unión a su mRNA blanco, el transcrito de adenosiltransferasa II α 

(MAT2α), es dependiente de la biodisponibilidad del sustrato SAM. MAT2α codifica a la 

enzima responsable de la biosíntesis de SAM cuando los niveles intracelulares de este 

sustrato donador de grupos metil disminuyen.  Este escritor se une al extremo 3’UTR del 

transcrito de MAT2α y cataliza la adición de la m6A para luego separarse del transcrito para 

metilar al siguiente. Esta metilación tiene como resultado la retención de sus intrones (RI), lo 

que provoca la degradación 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 

MAT2α, lo que provoca que se mantenga unida al transcrito. Este evento dispara el 

procesamiento del transcrito a un mRNA maduro, lo que resulta en su traducción y la 

biosíntesis de SAM (Pendleton et al., 2017). 

 

 

Figura 5. Vía de regulación de la modificación m6A. Representación esquemática de los componentes principales 
conocidos de la maquinaria reguladora de la modificación m6A. En azul se encuentran los escritores que 
conforman al complejo escritor m6A, el principal responsable de la mayoría de las modificaciones m6A en los 
motivos DRACH presenten en el RNA. En rojo se encuentran los borradores FTO y ALKBH5, las desmetilasas 
responsables de revertir la modificación m6A en el RNA. En verde se encuentran los lectores con dominio YTH 
que reconocen al motivo DRACH que contiene m6A y son proteínas de unión al RNA que ejecutan las funciones 
reguladoras relacionadas a la metilación m6A. Imagen tomada y modificada de Batista, 2017. 
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Figura 6. Modelo de la activación del splicing de MAT2A regulada por METTL16 en respuesta a los niveles de 
SAM intracelulares. La ocupación de METTL16 en el primer hairpin controla la producción de SAM mediante la 
inducción del plicing del intrón retenido en MAT2A en condiciones de SAM limitada. Cuando la SAM está 
disponible, METTL16 se une al primer hairpin del 3’UTR del transcrito de MAT2A, lo metila e inmediatamente se 
disocia. Aunque ocurre un splicing basal limitado, 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 intrón es degradado 
mediante NMD (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 ocupación incrementada resultante 
de la metiltransferasa estimula el splicing del intrón retenido de MAT2A, lo que promueve la maduración del 
mRNA, su exportación y su traducción. Esto provoca que la proteína codificada por MAT2A se traduzca y 
aumente los niveles intracelulares de SAM.Imagen tomada y modificada de Pendleton et al., 2017. 

Los lectores son proteínas de unión al RNA que son capaces de reconocer de manera 

específica a las regiones m6A modificadas en el RNA, lo que les permite unirse gracias a su 

dominio YTH para ejercer sus funciones (Stoilov et al., 2002). En mamíferos se han descrito 

cinco lectores con dominio YTH, los cuales se pueden dividir en tres categorías: (1) YTHDC1, 

el cual se encuentra ampliamente expresado, se localiza en el núcleo y está principalmente 

involucrado en procesos de splicing alternativo, ya que puede promover la unión del factor de 

splicing SRSF3 al transcrito metilado para favorecer la inclusión exónica y prevenir la unión de 

SRSF10 al transcrito metilado para evitar la exclusión exónica (Xiao et al., 2016  ); (2) YTHDC2, 

el cual se expresa solo en algunos tejidos, se puede localizar en el núcleo y en el citoplasma, 

y puede promover tanto la traducción como la degradación de los transcritos metilados 

(Kretschmer et al., 2018; Jain et al., 2018; Hsu et al., 2017); y (3) YTHDF, conformado por 

tres parálogos proteicos (YTHDF1, YTHDF2 y YTHDF3) con una similitud muy alta en sus 

secuencias de aminoácidos, los lectores de esta categoría se localizan en el citoplasma 

(Wang et al., 2013; Wang et al., 2015; Du et al., 2016; Shi et al., 2017). Mientras que 

YTHDF2 puede promover la degradación de los transcritos metilados a los que se une 

mediante el transporte a los cuerpos de procesamiento y el reclutamiento del complejo CCR4-

NOT, el cual promueve la deadenilación y degradación de los mRNAs metilados; YTHDF1 

puede promover la traducción cap-independiente mediante el reclutamiento del factor de 

traducción eIF3, asimismo, YTHDF3 puede facilitar que los transcritos metilados se unan a 

YTHDF1 para facilitar su traducción (Wang et al., 2015; Shi et al., 2017). Recientemente se 

ha publicado un trabajo el cual se inclina hacia una función diferente de los miembros de la 

familia YTHDF, en el cual se propone que algunos artefactos metodológicos presentados en 

trabajos anteriores generaron ideas erróneas de la función de estos lectores, y que realmente 
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esta familia de proteínas solo tiene la función de promover la degradación de los transcritos 

con marcas m6A (Zaccara y Jaffrey, 2020). 

 

 

Tabla 1. Proteínas reguladoras de m6A: escritores, lectores y borradores. Modificada de Lv et al., 2021. 
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Los borradores son enzimas desmetilasas especializadas en remover las marcas m6A del 

mRNA. Hasta la fecha, se han descritos dos borradores: (1) FTO (Wei et al., 2018) y (2) 

ALKBH5 (Zheng et al., 2013). Ambas desmetilasas pertenecen a la familia de Alkb de 

dioxigenasas dependientes de alfa-cetoglutarato/Fe(II), y realizan una desmetilación oxidativa 

utilizando RNA de cadena sencilla como sustrato (López-Pérez et al., 2021). FTO fue la 

primera desmetilasa identificada para catalizar a m6A en el RNA. FTO se expresa 

principalmente en el cerebro y el tejido adiposo. Su función como desmetilasa provoca una 

reacción de oxidación que genera que m6A forme a los intermediarios N6-

hidroximetiladenosina (h-m6A) y n6-formiladenosina (f-m6A). Estos intermediarios poseen una 

vida media muy corta para finalmente convertirse en una adenosina regular (Fu et al., 2013). 

ALKBH5 fue la segunda desmetilasa identificada específicamente para desmetilar m6A, la cual 

tiene un mecanismo enzimático similar a FTO; no obstante, mientras que FTO puede catalizar 

tanto la desmetilación de m6A como de m6Am, ALKBH5 desmetila exclusivamente a la m6A 

en el RNA. Otra gran diferencia que existe entre estas dos desmetilasas es que ALKBH5 se 

expresa en tejido testicular, a diferencia de FTO, que tiene mayor expresión en el cerebro y el 

tejido adiposo (Ji et al., 2018). 

Es importante destacar que hay estudios que proponen a ALKBH5 como el principal borrador 

de m6A, incluso descartan a FTO como un borrador de m6A, pues los resultados de estos 

estudios señalan que FTO no tiene afinidad por la modificación m6A presente en los mRNAs, 

sino por la modificación m6Am presente en los snRNAs (Koh et al., 2019; Mauer et al., 2019). 

Una gran cantidad de trabajos han mostrado que cerca del 90% de los sitios m6A en los 

mRNAs ocurren dentro de una secuencia en particular, la cual se ha descrito como DRACH 

(D = A, G o U; R = A o G; H = A, C o U) (Jiang et al., 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 que realmente 

se modifican, pues existen más factores que influyen en el destino de metilación de las 

adenosinas. Un claro ejemplo de esto es que se ha encontrado que aproximadamente el 

70% de los sitios m6A coinciden con regiones cercanas a histonas trimetiladas en Lys36 (Ru 

et al., 2020; Huang et al., 2019). Esta modificación epigenética recluta al complejo escritor, 

el cual se acopla a la RNA polimerasa II para poder realizar modificaciones m6A sobre el mRNA 
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naciente de manera cotranscripcional (Huang et al., 2019). Otro factor que influye en la 

deposición de un grupo metilo a las adenosinas son los factores de transcripción, ya que 

algunos pueden reclutar escritores o borradores de m6A (Song et al., 2019; Bertelo et al., 

2018). 

A nivel fisiológico, la modificación m6A es importante para un correcto desarrollo embrionario, 

pues, aunque sus niveles son bajos durante la embriogénesis, se ha descubierto que es 

fundamental para la correcta maduración neuronal (Dominissini et al., 2012; Batista et al., 

2014). Un trabajo publicado por el grupo de Shafik (2021) mostró el aumento de la metilación 

m6A tejido específico en tejido hipotalámico de ratones en diferentes edades postnatales. 

Cabe destacar que los transcritos hipotalámicos metilados eran en su mayoría de genes 

involucrados en el desarrollo hipotalámico. 

Diversos trabajos han demostrado que el silenciamiento parcial o total de METTL3 y METTL14 

afectan de manera significativa el correcto desarrollo y maduración neuronal durante la 

embriogénesis. Por ejemplo, el silenciamiento parcial de METTL3 en células madre 

embrionarias de ratón y humano disminuye los niveles de m6A, lo que resulta en un grave 

deterioro en la transición de las neuronas de la autorrenovación a la diferenciación; mientras 

que el silenciamiento total de esta metiltransferasa resulta en un fenotipo letal, ya que en las 

ESC naïve y en epiblasto preimplantado causa un inicio de linaje celular aberrante en la etapa 

postimplantación, lo que conlleva a letalidad embrionaria temprana (Geula et al., 2015). Por 

otro lado, el silenciamiento de METTL14 en células madre neuronales embriónicas de ratón, 

provoca la pérdida prematura de las células del reservorio de neuronas madre, debido a que 

la diferenciación de estos progenitores ocurre de forma prematura y disminuye su proliferación 

(Yoon et al., 2017), además que los embriones METTL14-/- mueren o son reabsorbidos al 

día E9.5 (Wang et al., 2019). Esta evidencia resalta la importancia de la modificación m6A 

como un factor fundamental en el apropiado desarrollo de los tejidos cerebrales, aunque aún 

faltan estudios más profundos para poder comprender de manera concreta los mecanismos 

por los cuales m6A cumple sus funciones en el neurodesarrollo. 

La modificación m6A tiene una significativa influencia sobre el metabolismo de los mRNAs, 

incluyendo el splicing y el splicing alternativo (SA). La metilación m6A puede promover la 

maduración de los mRNAs, aunque también es capaz de promover eventos de SA. Se han 
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identificado mecanismos por los cuales los lectores m6A, como YTHDC1, pueden promover 

el splicing o el SA, aunque todavía se requieren de más estudios para conocer a mayor 

profundidad todos los mecanismos por los cuales la m6A puede controlar el procesamiento 

del mRNA. 

El estudio de la modificación m6A ha resultado particularmente desafiante, en comparación 

con otras modificaciones epitranscriptómicas, ya que esta metilación no es susceptible a 

cambios por reacciones químicas, como lo son otras. Para poder abordar su estudio en todo 

el transcriptoma y conocer su posición en cada transcrito, se desarrolló una técnica en la cual 

el RNA es fragmentado e inmunoprecipitado con anticuerpos anti-m6A, para luego ser 

secuenciado con tecnologías de NGS (Next gen sequencing). Esta técnica es conocida 

como m6A-seq o meRIP-seq, la cual fue desarrollada en 2012 (Meyer et al., 2012). Gracias 

a esta técnica, se han podido estudiar diversos procesos en los que la m6A está directa o 

indirectamente relacionada, además de que se han podido identificar mRNAs metilados que 

están relacionados a importantes vías biológicas. Esta técnica ha sido implementada 

ampliamente ya que nos permite evaluar las diferencias de enriquecimiento de distintos sitios 

m6A en todo el transcriptoma bajo diferentes condiciones y/o tratamientos, además que nos 

permite ver esto mismo en un solo transcrito bajo diferentes criterios. Hoy en día se han 

desarrollado más aproximaciones para evaluar y estudiar la modificación m6A, no obstante, 

la técnica de meRIP-seq sigue siendo una de las más utilizadas, por lo que hay muchos 

trabajos que se han dedicado a mejorarla para ser cada vez más precisa y eliminar el alto 

grado de falsos positivos que en un principio presentó esta técnica debido a la inespecificidad 

que llegan a presentar los anticuerpos comerciales (Anreiter et al., 2021). 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 

Una herramienta que podría resultar sumamente útil para poder estudiar los mecanismos 

moleculares que rigen la diferenciación de las neuronas del ARC y regulan la expresión de 

sus neuropéptidos característicos es un modelo celular de las dos poblaciones neuronales 

del ARC: POMC/CART y AgRP/NPY. En nuestro grupo de trabajo, buscamos generar estos 

modelos celulares a partir de una línea celular de ARC de ratón. Para ello, generamos múltiples 

clonas a partir de células únicas para poder tener cultivos que solo presentaran células 

POMC/CART o AgRP/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 que POMC y CART sí lo fueron.  Esto no fue solo un artefacto de la línea 

celular, ya que también lo observamos en el ARC de ratones postnatales de 7 días (P7), 

aunque en ratones adultos, sólo observamos al transcrito de AgRP maduro (Coronado-

Monroy, 2020). Este descubrimiento abrió nuevas interrogantes: ¿por qué hay neuronas que 

tienen los transcritos POMC, CART y AgRP?; ¿cuál es el mecanismo molecular que regula la 

retención de estos intrones en el transcrito de AgRP y qué función tiene esta retención de 

intrones?  

La importancia que tiene la m6A sobre el metabolismo de los transcritos blancos, su papel 

esencial para el neurodesarrollo, su regulación dinámica dada por los escritores y borradores 

durante diferentes estímulos y eventos dependientes del tiempo y sus altos niveles durante el 

desarrollo hipotalámico, permiten considerar que podría ser que la modificación 

epitranscriptómica N6-metiladenosina (m6A) es capaz de regular la expresión génica de AgRP. 

Los mRNAs metilados de esta manera son reconocidos por lectores de m6A, y promover el 

splicing alternativo (AS).  

Se ha corroborado que el silenciamiento de METTL3 en células troncales embrionarias (CTE) 

y cuerpos embrionarios (CE) provoca la depleción casi completa de la metilación m6A en los 

mRNAs, lo que evita que los procesos de diferenciación den inicio, lo que hace que estas 

células muestren un fenotipo pluripotencial “híper naïve”. Además de esto, la depleción de 

m6A en los mRNAs debido al silenciamiento de METTL3 en estas células provoca eventos 
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aberrantes de splicing alternativo, entre los más destacados se encuentra el aumento de 

eventos de retención de intrones en los mRNAs, por lo que estos resultados sugieren que la 

metilación m6A está íntimamente vinculada a la fina regulación del splicing y del splicing 

alternativo (Geula et al., 2015). 

Esta información nos hace preguntarnos si podrá ser que la metilación m6A esté regulando la 

expresión génica de AgRP mediante la retención de sus intrones. 
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HIPÓTESIS 

La modificación postranscripcional m6A en su transcrito regula la expresión de AgRP en el 

núcleo arqueado de ratón. 

 

OBJETIVO GENERAL 

Determinar si el transcrito de AgRP presenta modificaciones m6A y si éstas modulan su 

procesamiento y traducción en ratón. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Analizar la existencia de posibles sitios m6A en el transcrito de AgRP de ratón mediante 

herramientas in silico. 

2) Buscar la presencia de transcritos de AgRP metilados (m6A) en bibliotecas de m6A-seq 

disponibles en bases de datos públicas de Mus musculus. 

3) Buscar cambios de metilación m6A en el transcrito de AgRP en condiciones de 

silenciamiento de FTO y MET TL3 en bases de datos públicas de Mus musculus. 

4) Analizar el estatus de maduración y traducción de los transcritos de AgRP en Mus 

musculus. 
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METODOLOGÍA 

Predictor de sitios m6A 

Para determinar potenciales sitios m6A, se empleó la herramienta SRAMP (sequence-based 

RNA adenosine methylation site predictor) (Zhou et al., 2016). SRAMP toma una secuencia 

en formato FASTA de una secuencia de DNA o de RNA y la compara con mapas de sitios 

m6A de 1 nucleótido de resolución de mamíferos generados experimentalmente. De manera 

general, SRAMP evalúa la secuencia examinada mediante una ventana flanqueante de los 

motivos DRACH de W nucleótidos de longitud (ventana F) y tres clasificadores Random Forest 

para predecir si hay secuencias DRACH capaces de metilarse y el umbral de confianza de 

los potenciales sitios m6A: (1) clasificador binario, el cual representa a cada nucleótido en la 

secuencia de la ventana F como un vector binario; (2) clasificador KNN, el que representa la 

similitud de la ventana F con sitios m6A conocidos; y (3) clasificador de espectro, que 

representa el contexto de secuencia de un sitio m6A/no-m6A mediante la frecuencia de todos 

los posibles pares de nucleótidos con d-nucleótidos entre ellos, dentro de la ventana F. 

SRAMP combina estos tres puntajes de predicción para determinar el umbral de confianza 

de cada sitio m6A dentro de una secuencia DRACH.   

Selección de bibliotecas 

Las bibliotecas de m6A-seq de tejido cerebral de ratón fueron obtenidas de la base de datos 

Gene Expression Omnibus (GEO) de NCBI. Los términos implementados para realizar la 

búsqueda fueron: «hypothalamus», «arcuate nucleus», «MeRIP-seq», «AgRP neuron», «m6A-

seq» y «epitranscriptomics». Posteriormente, se aplicó otro filtro para seleccionar solo a las 

bibliotecas realizadas con Mus musculus y que las edades estuvieran explícitamente definidas. 

Por último, se eligieron aquellas que fueron realizadas con alguna plataforma Illumina. 
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Tabla 2. Conjuntos de datos de MeRIP-seq y RNA-seq de cerebro de ratones utilizados para este trabajo. 

 

 
Tabla 3. Preparación de bibliotecas y protocolos de secuenciación de los conjuntos de datos de MeRIP-seq y 
RNA-seq utilizados para este trabajo. 

 

Para conveniencia de este trabajo, los datos obtenidos de estas bibliotecas de perfil de 
metilación m6A de los RNA comprenden diferentes edades, que van de edades embrionarias 
(E), postnatales (P) a semanas (W): E15.5, 2W, 6W, y 16W. 

Procesamiento de bibliotecas m6A-seq 

Los archivos fastq crudos fueron obtenidos mediante la plataforma en línea Galaxy con la 

herramienta Download and Extract Reads in FASTA/Q (versión de Galaxy 2.11.0+galaxy0) 

(Afgan et al., 2020). Verificamos la calidad de los archivos fastq crudos mediante la 

herramienta FastQC (versión de Galaxy 0.72+galaxy01) Mediante el reporte de calidad 

obtenido con FastQC, obtuvimos los adaptadores utilizados para la generación de cada una 

de las bibliotecas. Las secuencias de los adaptadores, las lecturas de baja calidad (puntaje 
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de calidad <20), y las secuencias de rRNA residuales fueron eliminadas con la herramienta 

Cutadapt (versión de Galaxy 3.4+galaxy0), utilizando los parámetros por defecto, excepto 

para Quality Cutoff, que fue ajustado a un valor de 20; y Minimum Length, que fue ajustado 

según la longitud de las lecturas de cada réplica. A este proceso le denominamos «curación». 

Posteriormente, volvimos a realizar el análisis de calidad de los archivos fastq curados 

mediante FastQC para verificar su correcto procesamiento. Una vez que curamos los archivos 

fastq apropiadamente, generamos los archivos de alineamiento en formato BAM mediante el 

mapeo de las lecturas curadas con las versión del genoma de Mus musculus GRCm37 de 

la base de datos Ensembl (NCBI: mm9), con la herramienta RNA STAR (versión de Galaxy 

2.7.8a+galaxy0), utilizando los parámetros predeterminados, excepto MAPQ value for unique 

mappers (ajustado a 255). 

Identificación de picos m6A 

Para identificar las regiones que albergaban sitios m6A, se utilizó el método computacional 

peak calling. Este método permite identificar áreas que han sido enriquecidas con lecturas de 

alineamiento como consecuencia de experimentos de inmunoprecipitación-secuenciación. 

Para ello, se utilizó la herramienta MACS2 (versión de Galaxy 2.1.1.20160309.6). MACS2 

es un algoritmo desarrollado originalmente para analizar datos de CHIP-seq, no obstante, hay 

estudios que demuestran su validez para analizar datos de m6A-seq. En general, MACS2 

requiere tres archivos input: (1) archivo BAM de meRIP-seq; (2) archivo BAM de RNA-seq de 

la misma muestra biológica utilizada para meRIP-seq; y (3) la longitud en nucleótidos de 

genoma efectivo, es decir, de todo el genoma en el que se alinearon las lecturas. MACS2 

normaliza la profundidad de los dos archivos BAM y determina las acumulaciones de lecturas 

alineadas (picos) de la muestra inmunoprecipitada y las compara con las acumulaciones del 

background, de esta forma, puede diferenciar las regiones enriquecidas por la 

inmunoprecipitación de las presentes en el transcriptoma total. 
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Figura 7. Flujo de trabajo y representación gráfica del flujo de trabajo del algoritmo MACS2 para realizar el análisis 
de «peak calling» en bibliotecas MeRIP-seq (Zhang et al., 2008). 

Generación de gráficas de densidad de lecturas 

La densidad de lecturas fue graficada mediante pyGenomeTracks (versión de Galaxy 3.6) 

(Lopez-Delisle et al., 2020). pyGenomeTracks toma dos archivos como input, (1) un archivo 

de alineamiento de lecturas, el cual puede estar en una gran variedad de formatos (bigwig, 

bam, bedgraph, bed/gtf, etc.); y (2) un archivo de anotación de genes. Las réplicas con las 

mismas condiciones y de las mismas bibliotecas fueron fusionadas mediante Samtools merge 

(versión de Galaxy 1.13). Se utilizó la anotación de genes de ratón de Ensembl NCBIM37.67. 

Generación y obtención de archivos de coordenadas 

Para la obtención del archivo de conservación de elementos (PhastCons), utilizamos el archivo 

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

www.genome.ucsc.edu/index.html → Downloads → Genome Data → Mouse → Jul.2007 

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

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

Para la obtención del archivo de tasa de conservación (PhyloP) utilizamos el archivo obtenido 

del sitio web de UCSC, mediante la siguiente ruta: 

http://www.genome.ucsc.edu/index.html


La modificación m6A en la regulación del transcrito de AgRP 

 

25 
 

www.genome.ucsc.edu/index.html → Downloads → Genome data → Mouse → Jul.2007 

(NCBI37/mm9) → Basewise conservation scores (PhyloP) of 29 vertebrate genomes with 

Mouse → placental/ → chr8.placental.pp.data.gz 

Una vez obtenidos ambos archivos, los cargamos en la plataforma virtual de Galaxy para 

descomprimirlos y darles el formato BEDGRAPH (PhastCons) y WIG (PhyloP), además de 

asignarlos a la versión mm9 del ratón, con lo cual estuvieron listos para ser utilizados en 

pyGenomeTracks. 

PhastCons es un programa diseñado para identificar elementos conservados en múltiples 

secuencias alineadas. Está basado en un modelo Markov filogenético discreto (phylo-HMM), 

un tipo de modelo estadístico que considera tanto el proceso por el cual las sustituciones de 

nucleótidos ocurren en cada sitio en un genoma y cómo este proceso cambia de un sitio al 

siguiente (Siepel et al., 2005). 

PhyloP es un programa diseñado para medir la conservación evolutiva de cada sitio de 

alineamiento de manera individual. La interpretación de los puntajes es comparada con la 

evolución esperada bajo deriva neutral. Los puntajes positivos representan alta conservación, 

es decir, los sitios que cambian evolutivamente más lento de lo esperado; mientras que los 

puntajes negativos representan alta aceleración, es decir, los sitios que cambian 

evolutivamente más rápido de lo esperado. Los valores absolutos de los puntajes de PhyloP 

representan los valores p bajo la hipótesis nula de evolución neutral (Pollard et al., 2009). 

  

http://www.genome.ucsc.edu/index.html
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RESULTADOS 

La secuencia de AgRP presenta múltiples posibles sitios m6A 

Ya que hasta ahora no se ha estudiado específicamente si el transcrito de AgRP posee 

modificaciones m6A, lo primero que se realizó fue analizar su secuencia mediante el predictor 

de sitios m6A específico para transcritos de mamíferos SRAMP (sequence-based RNA 

adenosine methylation site predictor) (Zhou et al., 2016). SRAMP es un predictor basado en 

machine learning y con un esquema de trabajo que permite discriminar con alta eficiencia 

posibles sitios m6A, además de ser de acceso gratuito, estar disponible en línea y tener una 

interfaz de fácil manejo por los usuarios. El análisis de la secuencia de AgRP con este predictor 

mostró que AgRP tiene ocho posibles sitios m6A, de los cuales, cuatro son de alta confianza 

(puntaje combinado ≥ 0.6). Estos resultados sugieren que el transcrito de AgRP muy 

probablemente posea sitios modificados con m6A. 

 

Figura 8. Resultados de predicción de posibles sitios de metilación m6A en el transcrito completo de AgRP, 

mediante la herramienta in silico SRAMP. Cada pico representa un probable sitio m6A 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 transc|rito está representado por la |línea inferior, donde se 
pueden observar los exones como las cajas y los intrones junto con las regiones UTR como las líneas continuas. 

 

El transcrito de AgRP posee sitios modificados con m6A en bibliotecas MeRIP-seq de 

hipotálamo de ratón 

Para comprobar que el transcrito de AgRP realmente se metila en el hipotálamo de ratones, 

analizamos dos conjuntos de datos públicos de MeRIP-seq de cerebro de ratón. Para este 

propósito, utilizamos MACS2. En las bibliotecas de cerebro completo e hipotálamo de ratón 
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logramos observar que AgRP alberga picos de enriquecimiento de m6A. En las bibliotecas de 

hipotálamo de ratón a las dos y seis semanas de edad, encontramos que el patrón de 

enriquecimiento de sitios m6A se concentraba principalmente en i2, e3 y el 3’UTR, aunque 

también presentaron cobertura en i3 e i4. Un resultado muy interesante es que, aunque la 

distribución temporal de la metilación m6A del transcrito de AgRP en hipotálamos de ratones 

de dos y 6 semanas no parece cambiar, se presentan mayores niveles de modificaciones 

m6A a las dos semanas, en comparación con seis semanas. En conjunto, estos resultados 

demuestran que el transcrito de AgRP se encuentra activamente metilado en el hipotálamo 

de ratones, y sugieren que los niveles de m6A de este transcrito son temporalmente 

dinámicos, siendo mayores a edades tempranas y disminuyendo conforme el hipotálamo 

madura. 

 

 
 

Figura 9. El transcrito de AgRP está más metilado a las 2 semanas con respecto a 6 semanas en hipotálamo 
de ratón. El gráfico de densidad de lecturas de datos de MeRIP-seq de cerebro total de ratón adulto (6-16wk) 
(Meyer et al., 2012), hipotálamo de ratones de 2 y 6 semanas de edad (2wk y 6wk, respectivamente) (Shafik 

et al., 2021), muestran que el transcrito de AgRP está activamente modificado con metilaciones m6A. El eje 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; 
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azul=confianza moderada; morado=alta confianza). La línea vertical negra situada debajo de cada gráfico de 
densidad de lecturas representa el punto máximo de lecturas apiladas obtenido con MACS2. En la anotación, 
las líneas representan a los intrones y las cajas a los exones. La región codificante de AgRP se resalta en azul 
marino. La conservación de elementos PhastCons se encuentra representada en color púrpura, mientras que 
la tasa de conservación evolutiva PhyloP se representa en azul rey y rojo para los valor positivos y negativos, 
respectivamente. 

El splicing de AgRP se regula epitranscriptómicamente  

Dado a que la metilación m6A es una modificación dinámica regulada por proteínas escritoras 

y borradoras de m6A, como METTL3 y FTO, respectivamente, exploramos la posibilidad de 

que alguno de estos dos reguladores de m6A tuviera influencia sobre el procesamiento del 

transcrito de AgRP. Para este fin, utilizamos una base de datos de RNA-seq donde silenciaron 

a mettl3 y a FTO en cerebro de ratones, con ratones WT como control (M-KO; F-KO; y WT, 

respectivamente). Observamos que la abundancia de lecturas en e2 e i2 es mayor en ratones 

F-KO con respecto a los ratones WT, mientras que no se observa alguna diferencia entre los 

ratones M-KO y WT en estos mismos elementos génicos. Por otro lado, tanto en los ratones 

M-KO como en los F-KO encontramos mayor abundancia en e3 con respecto a los ratones 

WT. La abundancia en i3 mostró un ligero aumento en ratones F-KO con respecto a WT, 

mientras que los ratones M-KO no parecen tener algún cambio aparente con respecto a los 

WT. En los ratones F-KO también logramos observar una notable disminución de la 

abundancia en e4, con respecto a los ratones M-KO y WT, mientras que no se observa 

ninguna diferencia entre estos dos últimos. 
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Figura 10. El splicing del transcrito de AgRP se regula epitranscriptómicamente. Los gráficos de densidad de 
lecturas de datos de RNA-seq de cerebro de ratón E15.5 (Du et al., 2020), muestran que los elementos génicos 
de AgRP están regulados por la modificación m6A mediante METTL3 y FTO. El eje 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 confianza). En la anotación, las líneas representan a los intrones y las cajas a los exones. La región 
codificante de AgRP se resalta en azul marino. La conservación de elementos PhastCons se encuentra 
representada en color púrpura, mientras que la tasa de conservación evolutiva PhyloP se representa en azul rey 
y rojo para los valor positivos y negativos, respectivamente. 

 
La abundancia en i4 es notablemente menor en los ratones F-KO con respecto a los WT; 

por otro lado, los ratones M-KO parecen tener una abundancia similar a la de los WT, sin 

embargo, la cobertura de este intrón abarca principalmente su región 5’ y disminuye conforme 

se aproxima a su extremo 3’, mientras que en los ratones WT parece abarcar toda la longitud 

del exón. La abundancia en e5 parece ser ligeramente mayor en los ratones F-KO en 

comparación con los WT, mientras que no se observa diferencia alguna entre M-KO y WT. 

Inesperadamente, estos resultados conjuntamente sugieren un comportamiento de inclusión 

y exclusión particular para cada uno de los elementos génicos de AgRP m6A-dependiente; 

esto también muestra que potencialmente la exclusión de e2 e i2 está directamente regulada 

por la desmetilación mediada por FTO, mientras que i4 podría requerir la metilación para 
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retenerse y la desmetilación para ser removido; por otro lado, hay elementos génicos, como 

e3, que pueden requerir la actividad tanto de METTL3 como de FTO para excluirse. 

 

DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

En trabajos anteriores, nuestro grupo de investigación encontró una isoforma del transcrito de 

AgRP que presenta la retención de dos de sus intrones: el intrón 3 (i3) y el intrón 4 (i4). Este 

hallazgo fue observado en muestras de hipotálamo de ratones en la etapa postnatal (P) 

temprana, sin embargo, esta isoforma del transcrito de AgRP no fue encontrada en los 

hipotálamos de ratón adulto. En este trabajo, analizamos bases de datos públicas de m6A-

seq y RNA-seq poli-A de cerebro e hipotálamo de ratón en diferentes puntos temporales del 

desarrollo embrionario y postnatal, con la finalidad de analizar la relación entre esta isoforma 

de AgRP y la modificación epitranscriptómica m6A. 

Los eventos de metilación m6A en el transcrito de AgRP fueron identificados en cada uno de 

los conjuntos de datos de m6A-seq. Cuando se analizaron los datos de hipotálamo de ratón 

a las dos y seis semanas de edad, hubo un importante aumento de eventos m6A en el 

periodo de dos semanas de edad en comparación con las seis semanas de edad. Se ha 

reportado que la modificación m6A está estrechamente involucrada en la regulación de la 

diferenciación de las células troncales neuronales a diferentes estirpes en diversas regiones 

del cerebro murino. Por ejemplo, Ma y colaboradores (2018) identificaron dos tipos de 

metilación de mRNA durante el desarrollo del cerebelo, clasificándolos en dos categorías: (1) 

aquellos transcritos que mantienen sus patrones de metilación inmutables a lo largo del 

desarrollo cerebelar, y; (2) aquellos que presentan cambios en sus patrones de metilación 

tiempo-específicos a lo largo de cuatro procesos del desarrollo postnatal. Este último tipo de 

transcritos exhibe remarcables cambios en el patrón de distribución/abundancia de sus sitios 

m6A de manera tiempo-dependiente. De igual manera, se ha propuesto un modelo por el 

cual, al ocurrir la señal de diferenciación, los genes que mantienen el estado «naïve» de las 

células troncales detienen su transcripción, mientras que los mRNAs existentes de estos 

genes son marcados con m6A para promover su transporte a cuerpos de procesamiento 

(cuerpos-P) para su degradación, esto último permite que estas células salgan del estado de 

pluripotencialidad y puedan ingresar a etapas más avanzadas de su diferenciación neuronal. 
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En conjunto con el aumento de la metilación m6A en el transcrito de AgRP a las dos semanas 

con respecto a las 6 semanas observada, nuestros resultados sugieren que la abundancia y 

los patrones de sitios m6A en AgRP son controlados de manera tiempo-específica, 

presentando mayores niveles en etapas tempranas en comparación con etapas más 

avanzadas del desarrollo hipotalámico.  

Frye y colaboradores (2018) han propuesto un modelo en el cual la modificación m6A tiene 

un papel clave en la diferenciación de las células progenitoras «naïve» neuronales. Mediante 

una secuencia de eventos que comienza al ocurrir la señal de diferenciación, los RNAs 

asociados al estado «naïve» marcados con m6A se degradan, lo que facilita cambiar el 

programa de expresión génica de las células progenitoras por otro programa, permitiendo así 

entrar en procesos de diferenciación. Esto gradualmente permite que las células progenitoras 

neuronales abandonen sus características «naïve» y simultáneamente adquieren, de manera 

progresiva, las características de identidad de la estirpe neuronal a la que darán origen. 

Nuestros resultados muestran una metilación diferencial del transcrito de AgRP de los 

hipotálamos de ratón de 2 y 6 semanas de edad, donde se pudo observar que la abundancia 

de sitios m6A es mayor en el mRNA de AgRP a las 2 semanas, y disminuye a las 6 semanas 

de edad. En conjunto, esto sugiere que, al ser la expresión de AgRP específica del núcleo 

arqueado, su transcrito se encuentre metilado en las etapas tempranas del desarrollo de este 

núcleo hipotalámico, momento en el cual las neuronas NPY/AgRP aún no han madurado en 

su totalidad, posiblemente porque el transcrito de AgRP esté traduccionalmente reprimido por 

la marca m6A, y su desmetilación podría aumentar sus niveles de proteína cuando el núcleo 

arqueado se encuentre en un estado más avanzado de maduración, como lo es a las 6 

semanas de edad, cuando los ratones han dejado de ser amamantados y ya han iniciado la 

ingesta de alimentos sólidos. Lo que aún no es claro es si la desmetilación del transcrito de 

AgRP es consecuencia de la maduración del núcleo arqueado, o viceversa, ni si la isoforma 

que retiene al i3 e i4 sea resultado de la metilación de este transcrito.  

Se conoce que, en los ratones, el gen de AgRP se activa transcripcionalmente en el día 

E15.5; sin embargo, los niveles de su transcrito son bajos incluso en el día P0, 

posteriormente, estos niveles aumentan de manera gradual conforme va madurando el 

hipotálamo, hasta alcanzar sus niveles máximos en el día P21, momento en el cual las 
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neuronas NPY/AgRP han establecido completamente su identidad peptidérgica. Además, se 

ha reportado que la proteína codificada por este gen no es detectable sino hasta luego del 

periodo perinatal y sus niveles siguen el mismo patrón que los de su transcrito. Un reciente 

estudio mostró la existencia de múltiples transcritos que presentan patrones diferenciales de 

metilación m6A a lo largo de distintas edades postnatales en cuatro diferentes regiones del 

cerebro murino, entre ellas, el hipotálamo (Shafik et al., 2021). Un interesante hallazgo de este 

trabajo es la identificación de un subconjunto de transcritos específicos de cada uno de estos 

tejidos cerebrales, los cuales mostraron patrones de metilación diferenciales específicos de 

dichos tejidos, por ejemplo: en el hipotálamo se presentaron patrones de metilación 

diferenciales en múltiples transcritos relacionados a su apropiado desarrollo, además, estos 

patrones diferenciales no fueron observados en ninguna de las otras tres regiones cerebrales 

examinadas. Nuestros resultados muestran que el transcrito de AgRP, el cual es específico 

del núcleo arqueado, está siendo modificado activamente con múltiples sitios m6A y presenta 

mayores niveles de metilación a las dos semanas en comparación con las bibliotecas de 

ratones de 6 semanas de edad. Esto sugiere que los altos niveles de metilación en el 

transcrito de AgRP a las dos semanas pueden deberse a un mecanismo por el cual se regula 

la traducción de AgRP en las neuronas que aún no terminan de definir su identidad 

peptidérgica, y, una vez definido su destino final, la represión traduccional se elimina 

paulatinamente hasta llegar a expresar al péptido AgRP en niveles encontrados en 

hipotálamos maduros. 

Un estudio enfocado en conocer los patrones de metilación en cuatro diferentes regiones del 

cerebro de ratón y humano en la enfermedad de Alzheimer encontró que en el hipotálamo 

murino existen genes diferencialmente metilados entre dos edades, donde existe un mayor 

nivel de m6A durante las 2 semanas de edad, y disminuye a las 6 semanas de edad, 

especialmente en genes que se expresan principal o exclusivamente en el hipotálamo. Los 

resultados del presente trabajo muestran que el transcrito de AgRP presenta mayores niveles 

de metilación a las 2 semanas de edad con respecto a los tejidos hipotalámicos analizados 

de ratones con 6 semanas de edad, lo que concuerda con lo reportado en la literatura, pues 

se sabe que el gen de AgRP se expresa principalmente en el núcleo arqueado, región 

exclusiva del hipotálamo. También se ha mostrado que una de las principales funciones de la 
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modificación m6A en el mRNA es disminuir su estabilidad. Con esto podemos sugerir que el 

transcrito de AgRP está mayormente metilado en la etapa postnatal temprana, cuando los 

ratones aún se alimentan de leche materna, por lo que la activación de la vía orexigénica 

mediada por AgRP no es esencial para su supervivencia, lo que provoca que los altos niveles 

de metilación del transcrito de AgRP disminuyan su vida media. Por otro lado, a las 6 semanas 

los ratones ya han comenzado una dieta sólida y han abandonado la alimentación con leche 

materna, igualmente la identidad peptidérgica de las neuronas NYP/AgRP ya se ha definido, 

por lo que probablemente estas neuronas disminuyen sus niveles de m6A en el transcrito de 

AgRP para poderlo expresar apropiadamente.  

Es conocido que cada sitio marcado con m6A en un transcrito es crítico para su 

procesamiento, ya que el lugar donde se lleve a cabo dicha marca determina el tipo de lector 

m6A que interaccione con el transcrito. Un ejemplo es YTHDF2, la cual cuando se une al 

transcrito metilado es capaz de transportarlo a cuerpos-P (cuerpos de procesamiento), donde 

recluta al complejo CCR4-NOT para promover la deadenilación y la subsecuente degradación 

del transcrito metilado (Du et al., 2016). Por otro lado, YTHDC1 facilita la exportación nuclear 

dependiente de NXF1 de los RNAs metilados mediante la interacción con SRSF3 (Xiao et al., 

2016). La interacción de YTHDF1 con el transcrito metilado promueve la interacción con eIF3, 

lo que resulta en niveles elevados de traducción del transcrito metilado, asimismo, YTHDF3 

es capaz de interaccionar con los transcritos metilados para promover la unión de YTHDF1, 

y así promover su traducción (Wang et al., 2015). Nuestro análisis del perfil de m6A del 

transcrito de AgRP en condiciones mettl3-Ko y FTO-KO mostró que tanto la ausencia de la 

metiltransferasa como de la desmetilasa alteran activamente las isoformas del transcrito de 

AgRP, donde el cambio es más pronunciado en la condición de FTO-KO. Nuestros 

resultados sugieren un potencial papel de cada una de las marcas m6A en el transcrito de 

AgRP, ya que parece ser que cada sitio metilado tiene un efecto local sobre el procesamiento 

de los elementos génicos vecinos, pues encontramos que la retención o exclusión de cada 

uno de estos elementos intrónicos y exónicos no sigue un destino conjunto, sino que su 

procesamiento está regulado por marcas m6A físicamente cercanas e independientes, 

contrario a la idea de que una única marca m6A puede definir el destino metabólico del mRNA 

completo. Además de esto, el cambio más notorio observado en la condición FTO-KO podría 
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ser debido a que la otra desmetilasa descrita ALKBH5 no tiene función redundante con FTO 

sobre este procesamiento, por lo que la falta de FTO posiblemente no pueda ser sustituida o 

reemplazada por esta desmetilasa. 

Nuestro trabajo aporta más información de cómo la participación de la modificación m6A influye 

en el procesamiento de los transcritos por splicing. Además, nuestro trabajo favorece la idea 

de que la modificación m6A juega un papel importante en la regulación de la expresión génica 

a nivel postranscripcional. Lo que entendemos de la metilación m6A hasta el momento, ha 

sido gracias a un limitado número de trabajos realizados en el campo, ya que a pesar de que 

hay numerosos trabajos enfocados en el sistema nervioso central, son muy pocos aquellos 

que abordan el estudio de regiones específicas, y mucho menor el número que lo abordan 

durante el desarrollo, un ejemplo de esto es que a pesar de la búsqueda exhaustiva realizada 

en este proyecto, solo encontramos una base de datos pública con bibliotecas de 

hipotálamo, y ninguna de núcleo arqueado de ratón. Futura investigación nos permitirá 

establecer con mayor detalle esta participación, así como nos permitirá esclarecer su 

relevancia para la expresión del gen de AgRP y su implicación en la maduración de las 

neuronas del núcleo arqueado. Para obtener resultados conclusivos es requerido generar 

datos experimentales específicos de m6A en núcleo arqueado durante el neurodesarrollo, 

pues en la literatura no existen los suficientes como para poder realizar hoy en día un estudio 

para poder. 

Es importante mencionar que, durante el desarrollo de este proyecto de investigación, 

utilizamos las bibliotecas de tres trabajos publicados en la base de datos GEO, de las cuales, 

dos correspondían a estudios de MeRIP-seq (Meyer et al., 2012; Shafik et al., 2021) y la 

tercera a un estudio de RNA-seq y Ribo-seq (Du et al., 2021). Con ellas, buscamos hacer el 

análisis diferencial de la expresión de genes, el análisis de retención de intrones y el análisis 

de RNAs asociados a ribosomas. El primero de estos análisis fue inconcluso debido a que, 

en todas las bibliotecas, el número de lecturas que correspondían a AgRP fue tan bajo que 

el algoritmo del software utilizado (DESEQ2) eliminó a AgRP de los genes que consideró para 

dicha tarea. Es importante en este punto señalar que la profundidad de la secuenciación es 

un factor clave, ya que hace referencia al número total de fragmentos que son leídos, por lo 

que una mayor profundidad significa que hay más fragmentos leídos por las plataformas, lo 
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que permite tener una mayor cantidad de información y un sesgo mucho menor, ya que una 

profundidad baja puede significar que el número de lecturas de fragmentos de un gen 

potencialmente sean reducidas drásticamente o incluso eliminadas por completo; sin 

embargo, la profundidad que presentan las bibliotecas que utilizamos fue de 10 a 25 millones 

de fragmentos leídos, lo que se considera una profundidad baja, siendo lo ideal para nuestro 

trabajo una profundidad de aproximadamente 100 millones de lecturas. En el segundo análisis 

ocurrió lo mismo, ya que el software utilizado, iREAD, tiene un umbral mínimo de lecturas en 

los intrones y de cobertura total de la secuencia de estos para tomarlos en cuenta. Para tratar 

de sortear este desafío, modificamos el código de iREAD para que considerara un mínimo de 

1 lectura por intrón para que lo tomara en cuenta, sin embargo, la cobertura fue tan baja que 

los resultados volvieron a ser inconclusos. Otro punto importante resaltar aquí es la cobertura, 

que hace referencia a la cantidad de bases de la región de interés que se cubre por el 

conjunto de fragmentos secuenciados, por lo que una cobertura alta significa que los 

fragmentos en conjunto que mapean para un gen cubrieron casi o la totalidad de bases que 

corresponden a dicho gen, aunque también se puede aplicar para los elementos génicos 

como son los intrones y 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 si los eventos de retención de intrones son negativos por los procesos 

biológicos o por la falta de más lecturas que eliminen este sesgo. Tanto la profundidad como 

la cobertura son características de las bibliotecas que pueden variar ampliamente, ya que 

para algunos análisis, ambas pueden tener valores bajos y no involucra algún problema para 

los genes analizados; sin embargo, para análisis de genes específicos de poblaciones 

celulares que representan una fracción diminuta de todo el tejido analizado, o para el análisis 

de variantes de splicing, tanto la cobertura como la profundidad requeridas deben ser 

significativamente altas para poder tener resultados que no sean afectados por los sesgos 

metodológicos y puedan considerarse como resultados veraces. Por último, el análisis de 

RNAs asociados a ribosomas consiste en secuenciar únicamente a los mRNAs que están 

protegidos por los ribosomas por el proceso de la traducción, en el cual se inhibe la 

traducción, se utilizan ribonucleasas para degradar todo el RNA que no esté asociado a 

ribosomas, posteriormente se utilizan proteasas para degradar a los ribosomas y los 

fragmentos de RNA son secuenciados. No obstante, luego de la eliminación de los 
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ribosomas, los fragmentos de mRNA requieren ser preparados con adaptadores para generar 

las bibliotecas de cDNA para la secuenciación, por lo que, al momento de curar estas 

bibliotecas, los criterios de calidad son similares a los que se aplican a las bibliotecas de RNA-

seq. Este análisis fue imposible de realizar, ya que las bibliotecas de Ribo-seq utilizadas no 

pasaron nuestros estándares de calidad al momento de procesarlas para la eliminación de 

los adaptadores y las lecturas de baja calidad, por lo que tuvimos que descartar todos los 

datos de estas bibliotecas y solo mantuvimos aquellas que pasaron las pruebas de calidad, 

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

Es requerido generar datos experimentales específicos de m6A en núcleo arqueado de ratón 

durante el neurodesarrollo, pues hoy en día en las bibliotecas públicas disponibles no existen 

los suficientes datos como para poder realizar un estudio que nos lleve a resultados 

conclusivos.  
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CONCLUSIONES 

Nuestros datos muestran por primera vez que el transcrito de AgRP está activamente 

modificado con marcas m6A en ratones, y que esta metilación es temporalmente dinámica, 

pues presenta un patrón diferencial entre los mRNAs de AgRP en ratones jóvenes en 

comparación de ratones adultos, más aún, el análisis de las bibliotecas FTO-KO sugiere que 

la modificación m6A es dinámica aún dentro de la vida de un transcrito, pues parece ser que 

el transcrito de AgRP requiere se metilado y luego desmetilado para su completo 

procesamiento. También podemos sugerir que la influencia de la metilación m6A es específica 

e independiente para cada uno de los intrones y exones del transcrito de AgRP. Finalmente, 

sugerimos que la influencia que tiene m6A sobre el procesamiento de AgRP es clave para la 

diferenciación de las neuronas NPY/AgRP. 

 

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

 

Imagen 12. El transcrito de AgRP se metila, y los niveles de metilación son 

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

• Generar bibliotecas de m6A mediante las técnicas de MeRIP-seq y miCLIP-seq. en núcleo 
arqueado de ratón de 0, 7, 14 y 21 días postnatales para determinar obtener el paisaje 
de metilación a estas edades y obtener los cambios de los patrones y enriquecimientos 
de m6A. 

• Determinar cuál de los anticuerpos comerciales es el óptimo para la técnica de miCLIP-
seq. 

• Validación de bibliotecas mediante técnicas colorimétricas. 
• Determinar los cambios de los patrones y enriquecimientos de m6A  sobre los transcritos 

de AgRP, NPY, POMC, CART y LEPR a lo largo del desarrollo del núcleo arqueado, así 
la expresión diferencial de estos genes, la retención de intrones y los patrones de los 
elementos génicos intrónicos y exónicos. 

• Purificar la porción de RNA asociado a ribosomas de los transcritos de AgRP, NPY, 
POMC, CART y LEPR para determinar si existe alguna relación entre su grado de 
madurez, traducción y metilación. 
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