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urante décadas, el dogma
central de la biologia plan-
teado por Francis Crick en
1958, nos ayudd a entender
las reglas de la expresion génica:
el ADN se transcribe a ARN, y
éste se traduce a proteinas. Esta
secuencia de procesos bioldgicos
establecia una via unidireccional y
sencilla de como se descodifica el
cédigo genético. Sin embargo, tras
anos de investigacion en biologia
molecular, ahora sabemos que la
realidad es mucho mas compleja,
y aungue todavia desconocemos
las reglas completas del cédigo,
sabemos que cada paso de este

flujo de informacion esta sujeto a
varios niveles de regulacion. Por
ejemplo, el ADN vy la expresion
génica en general estan regulados
por modificaciones quimicas que
decoran el ADN, como la metila-
cion del ADN, mecanismos que
son estudiados por la epigenética.
La funcion, estabilidad y localiza-
cion subcelular de las proteinas
también estan reguladas por gran
numero de modificaciones pos-
traduccionales, como la fosforila-
cion o la metilacion, entre otras
muchas modificaciones quimicas.
Asimismo, el propio ARN sufre
modificaciones quimicas. En este

contexto ha emergido un nuevo
campo de investigacion revolucio-
nario: la epitranscriptémica, que
estudia las modificaciones quimi-
cas del ARN y cémo influyen en
su funcién, expresion, estructura y
localizacion subcelular, sin alterar
su secuencia de nucledétidos.

Las modificaciones del ARN: mas
alla de la transcripcion
El descubrimiento de las modi-
ficaciones del ARN se remonta
a la década de 1950, cuando se
detectaron nucleétidos modifica-
dos en ARN ribosomales (ARNr)
y de transferencia (ARNt). No
sorprendentemente, ya que estos
tipos de ARN son los que albergan
mayor numero de modificaciones.
Posteriormente estas modifica-
ciones han sido detectadas en
ARN mensajeros (ARNm) y en
otros tipos de ARN no codificante,
como microARNs (miARNs) y ARN
largos no codificantes (ARNInc),
aungue en estos ultimos las modi-
ficaciones son menos prevalentes.
No obstante, no fue hasta 2011
cuando se comenzd a reconocer
el impacto funcional de estas
modificaciones gracias al avance
tecnoldgico de las técnicas de se-
cuenciacion masiva y de biologia
molecular. Las investigaciones
del Profesor Chuan He, en la
Universidad de Chicago (EE.UU.),
descubrieron que la actividad fun-
cional del gen Fat mass and obe-
sity-associated protein (FTO, por
sus siglas en inglés), cuyas muta-
ciones y variaciones genéticas se
habian asociado a varias enferme-
dades humanas neurolégicas y
metabdlicas, consistia en desmeti-
lar ARNs metilados en la posiciéon
N6 de la adenosina (m°A). Un afo
después, el Profesor Samie R.
Jaffrey, de Weill Cornell Medicine,
y el Profesor Gideon Rechavi, de
la Escuela de Medicina Sackler de
la Universidad de Tel Aviv, desa-
rrollaron una técnica de secuen-
ciaciéon que permitié mapear de
manera global, con resolucion de
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nucledtido, la modificacién meA
en ARNm de humanos y ratones.
Estos descubrimientos revelaron
que los ARNm humanos estaban
metilados en adenina-6, y que
esta modificacion era reversible
y, por tanto, regulada por protei-
nas especificas, cuya funcion era
esencial para el funcionamiento
del organismo y su alteracion

podria causar enfermedades. Este
hallazgo marcé el nacimiento de la

epitranscriptdmica como discipli-
na, que fue acunada como tal en
2015.

méA no es la Unica modificacion

qgue decora el ARN. Existen mas
de 170 modificaciones quimicas
diferentes en el ARN. Muchas
de ellas estan muy conservadas

entre diferentes organismos, pero

otras son especificas de especie
y del tipo de ARN. Aunque toda-
via no existen métodos que nos

permiten mapear de forma precisa
y con resolucion a nivel de nucleo-

tido todas ellas, ni conocemos la
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rfa, en los Ultimos 14 anos hemos

avanzado en el conocimiento del
impacto funcional y patolégico de
algunas de ellas. Algunas de las
modificaciones més estudiadas
son 6-metiladenosina, 5-metilci-

tosina (m®C), pseudouridina (V) y

metilacion 2’0 de la ribosa (Nm)

(Figura 1).

* 6-metiladesina (m°A). Es la
modificacidén méas abundante en
ARNmM en mamiferos, aunque
también se encuentra en ARNt
y ARNr. Su formacion esté
mediada por la metiltransferasa
3 (METTLS3, por sus siglas en
inglés), y es reversible me-
diante las demetilasas FTO y
AlkB homolog 5 (ALKBH5). Su
funcion ha sido principalmente
estudiada en ARNm, en el que
estéd vinculada a regulacion de
la estabilidad y la traduccién de
los ARNm modificados. Estas
marcas no estan distribuidas
al azar, sino que aparecen en
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contextos especificos: regio-
nes no traducidas del ARNm
(UTR, por sus siglas en inglés:
regién no traducida), exones
codificantes, y en algunos
casos, en la caperuza del
extremo 5'. Ademas, pueden
cambiar dinamicamente segun
el estado celular o fisiolégico,
lo que las convierte en una
herramienta fina de regulacion
postranscripcional.
5-metilcitosina (m°C): se trata
de la metilacion de la citosina
en posicion 5. Se trata de una
modificacion muy abundante
del transcriptoma de mamife-
ros, especialmente en ARNt y
ARNr, aungue también se ha
detectado en ARNm. En ARN{,
m°®C contribuye a mantener una
conformacion adecuada para el
reconocimiento del codén por
parte del anticodén, y también
protege al ARNt frente a la de-
gradacion por endonucleasas.
En los ARNr, esta modificacion
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Figura 1

Estructuras quimicas de algunas modificaciones de ARN. ARNm: ARN mensajero; ARNt: ARN de transferencia; ARNr: ARN
ribosémico; ARNInc: ARN largo no codificante; ARNnc: ARN no codificante; miARN: microARN. El color rojo indica el tipo de ARN

con modificaciones preferentes.
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estéd implicada en la biogénesis
ribosomal y puede influir en

la precision y eficiencia de la
traducciéon. Su metilacion en
mamiferos estd mediada por
enzimas de la familia NOP2/
Sun domain family (NSUN1-7)
y por DNA methyltransferase-2
(DNMT2). En los ARNm, esta
modificacion es dindmica vy
reversible, gracias a la accion de
enzimas demetilasas de la fa-
milia “Ten-eleven translocation’
(TET, por sus siglas en inglés).
Su funcion en ARNm se ha
asociado con la actividad en el
transporte del nucleo al citoplas-
ma del ARNm, la estabilidad del
transcrito y su eficiencia de tra-
duccién. Curiosamente, ciertos
patrones de metilaciéon en m°C
también parecen estar regula-
dos en respuesta a condiciones
de estrés celular o procesos de
diferenciacion.

Pseudouridina (¥): es una
modificacién muy abundante
en el transcriptoma eucariético
y la primera que se descubrid
en ARN. Es frecuente en ARNt
y ARNr, y mas recientemen-

te también se ha detectado

en ARNm, aunque en menor
proporcion. La pseudouridina es
un isbmero de la uridina, lo que
confiere mayor rigidez estruc-
tural. Esta modificacién no es
reversible, y su incorporacion
estd mediada por la pseudouridil
sintasa Diskerina que, a su vez,
es guiada por ARN cortos hacia
su secuencia diana, 0 enzimas
de la familia Pseudouridine
synthase (PUS, por sus siglas
en inglés) que no necesitan
guia de ARN. En ARNty ARNTr,
la pseudouridina desempenha
funciones clave en la estabilidad
estructural y la eficiencia de

la traduccion. Recientemente,
esta modificacion ha adquirido
especial relevancia en el disefio
de vacunas de ARN, como las
vacunas frente a la COVID-19,
donde la sustitucion de uridinas

por pseudouridinas ha permitido
mejorar la estabilidad del ARNm
sintético y reducir la activacion
del sistema inmune innato, fa-
voreciendo una traduccién mas
eficiente y sostenida.

¢ Metilacion 2'0 de ribosa
(Nm): esta modificacion consis-
te en la metilacion del oxigeno
2 de la ribosa de un nucledtido.
Es una modificacién frecuente
en ARNr y ARNt, pero también
se ha identificado en ARNm. En
ARNmM se localiza principalmen-
teenlaregion 5" UTR y en la
caperuza del extremo 5'. Su ca-
télisis estd mediada por la me-
til-metilasa Fibrilarina, que esta
guiada a sus secuencias diana
por ARNs cortos. Nm contribuye
en la estabilizacién de la estruc-
tura tridimensional del ARN y
su resistencia a la degradacion
por nucleasas, la eficiencia de
traduccion, la maduracion del
ARNmM y la evasion del sistema
inmune, especialmente en el
contexto de infecciones virales
o terapias con ARN sintéticos.

El nodo epitranscriptomico: enzimas

escritoras, horradoras y proteinas

lectoras

La regulacion epitranscriptdémica

se basa en un trio funcional, com-

partido con la red epigenética:

¢ Enzimas escritoras: como el
complejo metilasa de adenina-6
formado por METTL3 que es la
unidad catalitica, y varios regula-
dores como Methyltransferase
14 (METTL14), WT1 Associated
Protein (WTAP), Vir like mBA
methyltransferase associated
(VIRMA), RNA binding motif
protein 15 (RBM15), zinc finger
CCCH domain-containing pro-
tein 13 (ZC3H13).

¢ Borradoras: como las enzimas
dedicadas a demetilar o eliminar
el grupo metilo de las adeninas
metiladas en posicién 6 como
FTO o ALKBHG.

¢ Lectoras: son proteinas que
reconocen los nucledsidos

modificados como las proteinas
de la familia YTH Domain Family
(YTHDF1-3), que interpretan las
modificaciones para ejecutar
funciones celulares (Figura 2).
Este sistema recuerda al que
ocurre en la epigenética del ADN
y demuestra que el ARN también
tiene su propio «codigo» regula-
dor, analogo a un cédigo epige-
nético. No obstante, hay varias
diferencias. Por ejemplo, algunas
de las modificaciones de ARN
son complejas y se deben a una
reaccion en cadena de varias enzi-
mas escritoras, como por ejemplo
mcm®s?U o 5-metoxicarbonilme-
til-2-tiouridina, una modificacion
comun en ARNt. Ademas, todavia
no se han encontrado enzimas
borradoras para la mayoria de
las modificaciones de ARN, y se
sospecha que algunas de ellas no
son reversibles. Tampoco se han
encontrado proteinas lectoras para
la mayoria de las modificaciones
de ARN.

Regulacion epitranscriptomica con

impacto a nivel celular

Las consecuencias funcionales

de estas modificaciones son muy

amplias (Figura 2). Pueden:

® aumentar o reducir la estabilidad
de la estructura tridimensional
del ARN,

e aumentar o reducir la estabilidad
del ARN, determinando su vida
media,

* modular la eficiencia de traduc-
cion, alterando la cantidad de
proteina sintetizada,

* modular la eficiencia de trans-
cripcioén, alterando la cantidad
de ARNm transcrito,

e afectar la localizacién subcelular
del ARN,

e regular el splicing alternativo,
modificando qué isoformas de
proteina se expresan.

Estas funciones son relevantes

para el funcionamiento normal de

una célula, asi como en el desa-
rrollo embrionario, en procesos

de respuesta celular al estrés o a
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Figura 2

El sistema epitranscriptémico de enzimas escritoras, borradoras y proteinas lectoras, y sus implicaciones funcionales.

otros estimulos, en la diferencia-
cion celular, en la proliferacion y el
crecimiento celular.

ImFactu del epitranscriptoma en
enfermedades

El papel del epitranscriptoma en
el desarrollo de procesos patolo-
gicos es particularmente evidente
en enfermedades neuroldgicas

y cancer. Por ejemplo, sabemos
que alteraciones en la expresion
o en la actividad catalitica de las
proteinas escritoras, borrado-

res y lectoras puede llevar a un
desequilibrio en la cantidad de
modificaciones encontradas en

el ARN. Consecuentemente este
desbalance, puede alterar pro-
cesos de estabilidad del ARNm,
sintesis de proteina, splicing al-
ternativo entre otros procesos en
genes o transcritos especificos,

lo que puede favorecer o desfavo-
recer la proliferacién celular des-
controlada, la evasion a la muerte
celular programada, la evasién

del sistema inmune o la super-
vivencia y resistencia a terapias.
Por ejemplo, en ciertos tipos de
leucemia y otros tumores soélidos,
una expresioén incrementada de la
metilasa METTL3, comparado con
las células normales, promueve
un aumento de la accién de esta
metilasa, incrementando la me-
tilacion mBA especificamente en
los trascritos que codifican para
oncogenes. Este incremento de
metilacién en estos oncogenes
induce un aumento de su traduc-
cién, dando lugar a una ventaja
para las células tumorales. Estas
observaciones han abierto nuevas
posibilidades terapéuticas. En
concreto, se estan empezando a

desarrollar fArmacos especificos
que bloquean la accién de estas
enzimas modificadoras del ARN
gue son mas activas en las célu-
las tumorales.

El epitranscriptoma: un codigo
postranscripcional de la regulacion
genica

Una de las grandes barreras en
el avance de este campo ha sido
las técnicas que se utilizan para
poder identificar estas modifi-
caciones en el ARN. Las modi-
ficaciones del ARN no cambian
la secuencia, por lo que no son
visibles en métodos tradicionales
de secuenciacion. No fue hasta
mediados de la década de 2010,
gracias a tecnologias tales como
la meRIP-seq (donde se realiza

la inmunoprecipitacion de ARN
modificados con anticuerpos que
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reconocen la metilacion m°®A) v,
mas recientemente, la secuen-
ciacion directa por nanoporos,
cuando ha sido posible identificar
y mapear estas modificaciones a
nivel de nucledtido.

Con estos avances tecnoldgi-
cos se ha podido comprobar que
los patrones epitranscriptémicos
son diferentes entre tejidos,
condiciones o tipos celulares. Los
datos sugieren que el epitrans-
criptoma es dindmico y confiere
plasticidad e identidad celular.
Este nuevo paradigma del ARN,
cuyo cddigo epitranscriptémico
supone una capa de informa-
cioén clave del cédigo genético,
se contrapone a su concepcion
inicial como simple mensajero del
ADN, y ahora lo ha convertido en
un actor principal en la regulacion
génica. La epitranscriptoémica
permite dar una respuesta celular
répida, plastica y reversible, sin
que haya mutaciones o alteracio-
nes en la arquitectura del ADN.

Para leer mas

Aplicaciones hiomedicas y
hiotecnoldgicas

Actualmente, la epitranscriptémica
es una herramienta aplicada en
biomedicina y en biotecnologia. En
biomedicina, sus aplicaciones se
extienden desde el desarrollo de
terapias que se centran en inhibir
o bloquear las enzimas escritoras
y borradoras implicadas en la apa-
ricién de cancer, hasta el disefio
de ARN terapéuticos modificados
estables y eficaces. Ejemplos re-
cientes de estas dos aplicaciones
son la puesta a punto de inhibido-
res farmacoldgicos que ya estan
en ensayos clinicos para la enzima
METTL3, o las vacunas de ARNm
desarrolladas frente a la COVID-19
gue incorporaron modificacio-

nes como la pseudouridina para
mejorar su estabilidad y reducir la
respuesta inmune adversa. En el
campo de la biotecnologia, el con-
trol epitranscriptdémico podria ser
clave para la produccion de protei-
nas recombinantes en bacterias, la

optimizacién de la tasa de traduc-
cion en determinadas células, o la
reprogramacion celular.

En conclusién, la epitranscrip-
tdmica se encuentra aln en una
fase relativamente joven, pero su
crecimiento es vertiginoso. El des-
cubrimiento de que la modificacion
m°PA es abundante en ARNm en
mamiferos y reversible solamen-
te fue el inicio. Desde entonces,
el desarrollo de tecnologias de
secuenciacion y edicion de ARN en
la Ultima década han abierto una
nueva frontera del conocimiento.
Hoy, se considera que el ARN no
solo porta informacién genética,
sino también informacién regulado-
ra codificada quimicamente.

Estamos ante una revolucién
comparable a la epigenética del
ADN, pero con la ventaja de que
los cambios en el ARN son maés
rapidos y reversibles, lo que los
convierte en herramientas ideales
para terapias temporales, perso-
nalizadas y de alta precision.
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