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RESUMEN 

N6-Metiladenosina (m6A) es la modificación química más abundante encontrada en 

los ARN mensajeros (ARNm) de células eucariontes. Esta modificación regula el 

metabolismo de los ARNm a diferentes niveles incluidos el corte y empalme de 

exones, traducción, estabilidad y degradación. Existen tres grupos de proteínas que 

regulan estos procesos: aquellas que catalizan la adición de la modificación, las 

proteínas metiltransferasas METTL3 y METTL14, las que remueven la metilación, las 

desmetilasas FTO y ALKBH5, y finalmente, las que reconocen m6A y actúan como 

efectoras de esta modificación, las proteínas lectoras YTHDF1,2 y 3. 

Recientemente se ha descrito la presencia de m6A en el ARN de diferentes virus que 

replican en el citoplasma, como los virus de la hepatitis C, virus Zika e influenza A, 

donde la modificación m6A regula la expresión de proteínas virales, estabilidad de los 

ARN virales (genómicos y mensajeros) y por ende la replicación viral. Sin embargo, 

se desconoce su rol en la replicación de otros virus de importancia clínica, como el 

virus respiratorio sincicial humano (VRSh).  

VRSh es uno de los principales causantes de enfermedades respiratorias en menores 

de 3 años, adultos mayores e inmunodeprimidos. Es un virus que infecta células del 

tracto respiratorio replicando en el citoplasma de estas. Posee un ARN genómico de 

simple hebra de polaridad negativa y actualmente no existen vacunas licenciadas ni 

tratamientos antivirales para combatir su infección. 

El objetivo de este trabajo fue determinar si las proteínas que participan en la adición, 

remoción y reconocimiento de m6A, tienen un impacto en la replicación del VRSh. 

Para esto, se sobreexpresaron las proteínas metiltransferasas, desmetilasas y 

lectoras en células HEK293T infectadas con VRSh y se estudió la expresión de la 

proteína viral de fusión (F) por Western Blot (WB). Además, se cuantificó los niveles 
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del ARNm de F y el ARN genómico intra y extracelular mediante RT-qPCR bajo las 

mismas condiciones. 

Los resultados obtenidos muestran que la sobreexpresión de las metiltransferasas 

disminuyó la expresión de la proteína F y los niveles del ARNg viral, mientras que la 

sobreexpresión de las desmetilasas tuvo el efecto contrario, sugiriendo que m6A 

afecta de forma negativa la expresión de proteínas virales y la replicación del genoma 

de VRSh. 

Por otra parte, la sobrexpresión de las proteínas YTHDF1, 2 y 3 aumentó los niveles 

del ARNm de la proteína F, aunque disminuyó los niveles del ARNg del virus. Además, 

mediante ensayos de inmunoprecipitación de estas proteínas se observó que tanto 

YTHDF1, 2 y 3 se unen al ARNg de VRSh, sugiriendo que la modificación m6A se 

encuentra en el ARNg de VRSh.  

En conjunto, estos resultados sugieren la presencia de m6A en el ARN de VRSh, 

posiblemente regulando la síntesis de ARN mensajeros y ARN genómico, al igual que 

la expresión de proteínas virales, mediado por la actividad de las proteínas YTHDF1, 

2 y 3. 
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INTRODUCCIÓN 

N6-metiladenosina (m6A) es la modificación química interna más abundante en los 

ARNm (1) y fue descrita en los años 1970 en diferentes líneas celulares y virus que 

replican en el núcleo celular (Dubin & Taylor, 1975; Lavi & Shatkin, 1975; Perry, Kelley, 

Friderici, & Rottman, 1975; C. Wei & Gershowitz, 1975). Se determinó que la 

modificación m6A se encuentra dentro de la secuencia consenso RRACH (R=A o G; 

H=A, C o U). Sin embargo, pese al número de veces que podían observar este motivo 

en una secuencia, solamente algunos residuos de adenosina se encuentran metilados 

(m6A), lo que fue una primera evidencia de que la presencia de esta modificación no 

depende solo del motivo RRACH, sino que debe existir otros mecanismos de 

regulación (Batista, 2017). Fue hasta hace unos pocos años, que se masificó y 

profundizó el estudio de m6A gracias a técnicas de secuenciación de alto rendimiento 

que han permitido caracterizar desde la topología de esta modificación a nivel de 

transcriptóma así como también las diferentes proteínas involucradas en la adición de 

la metilación, hasta el rol que cumple la m6A en la regulación de diversas etapas del 

metabolismo de los ARNm (Dominissini et al., 2012; Meyer K. et. al, 2013). 

La capacidad de m6A para regular el metabolismo de los ARNm, radica en tres grupos 

de proteínas: escritoras, borradoras y lectoras. Estas proteínas hacen de la regulación 

mediada por m6A un proceso dinámico. Debido a la similitud con la regulación 

epigenética, la regulación mediada por m6A a nivel de ARNm se denomina 

epitranscriptómica (Cui et al., 2017). Las proteínas escritoras son un complejo de 

proteínas que catalizan la adición de la metilación a una adenosina y está compuesto 

principalmente por las metiltransferasas 3 y 14 (METTL3, METTL14), de 68 y 60 kDa 

respectivamente, que actúan como un heterodímero (Liu et al., 2014). Pese a que 

ambas poseen un dominio metiltransferasa, la que transfiere el grupo metilo a la 

adenosina es METTL3, mientras que METTL14 estabiliza la interacción entre METTL3 

y el ARN blanco (Śledź & Jinek, 2016; Wang, P., Doxtade, K. A. and Nam, 2015; Xiang 
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Wang et al., 2016). Existe evidencia que la adición de esta modificación ocurriría 

durante la transcripción de un ARN, es decir, sería co-transcripcional. Esta proposición 

se basa en que se ha observado que existe una mayor interacción entre el complejo 

metiltransferasa y la ARN polimerasa II (ARNPII), y por ende, un aumento de m6A, 

cuando la velocidad de transcripción disminuye o existen múltiples pausas durante 

este proceso (Slobodin et al., 2017).  

Principalmente, se ha observado que la modificación m6A se encuentra en regiones 

3’-UTR, regiones cercanas a los codones de término e intrones, lo que sugiere que la 

regulación de la expresión génica, por parte de m6A, es a nivel post-transcripcional 

(Śledź & Jinek, 2016). Por otra parte, el descubrimiento de las proteínas desmetilasas 

o borradoras de m6A dieron la primera evidencia de que esta modificación pudiese ser 

dinámicamente regulada en la célula (Figura 1). A la fecha, se han descrito dos 

enzimas que cumplen esta función: FTO y ALKBH5. Ambas pertenecen a la familia de 

proteínas dioxigenasa AlkB no-heme Fe(II)- y α-ketoglutarato-dependiente y no 

requieren de un motivo específico en los ARNm para catalizar su función (Zou et al., 

2016). Finalmente, las proteínas lectoras o efectoras que se unen a ARNm que 

contienen m6A, regulan el metabolismo de los ARNm modificados, ya sea por medio 

de un aumento en los niveles de traducción o por la degradación del ARNm 

modificado, entre otros mecanismos. Dentro de este grupo de proteínas encontramos 

principalmente aquellas proteínas que poseen un dominio YTH (dominio con 

homología a YT521-B), que es el que reconoce m6A (Figura 1) (Dominissini et al., 

2012; Schwartz et al., 2014; Xiao et. al. Wang, 2014). Entre los miembros de esta 

familia de proteínas se encuentran aquellas que localizan en el núcleo, como 

YTHDC1, y en el citoplasma, como son las proteínas YTHDF 1, 2 y 3, además de la 

proteína YTHDC2. Las proteínas lectoras de m6A mejor caracterizadas son YTHDF1-

3, las que cumplen diferentes roles. Por su parte, la proteína YTHDF1 es una proteína 

que interactúa con proteínas de la maquinaria de traducción, como el factor de inicio 

Fabian Figueroa
Revisar esta referencia para estudio!

Fabian Figueroa
repasar
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de la traducción eIF3, lo que promueve la traducción de sus ARNm blanco metilados 

(Xiao et. al. Wang, 2015). Por otra parte, la proteína YTHDF2 traslada los ARNm 

metilados que no están siendo traducidos hacía los cuerpos de procesamiento (P-

bodies), promoviendo el reclutamiento del complejo deadenilasa CCR4-NOT que 

elimina la cola poli-A de ARNm, favoreciendo así su degradación (Du et al., 2016; Xiao 

et. al. Wang, 2014). La proteína YTHDF3, pese a que se ha observado que tiene un 

impacto en la expresión de génica, aún se desconoce por cual mecanismo lo hace. 

Sin embargo, se especula que tiene un rol cooperativo con las proteínas YTHDF1 e 

YTHDF2 promoviendo la traducción o la degradación de ARNm metilados, 

respectivamente (Shi et al., 2017).  

 

 

En la actualidad se ha observado la presencia de m6A en los ARNm de diferentes 

organismos eucariontes, como Sacharomyces cerevisiae, Arabidopsis thaliana, 

Drosophila melanogaster, Danio rerio y en diferentes mamíferos, demostrando que la 

regulación a través de esta modificación es muy conservada. En estos organismos se 

Figura 1. Proteínas que participan en la modificación m6A. La metilación de adenosinas 
presentes dentro de una secuencia RRACH (R: A o G/H: A, C o U) es catalizada por el heterodímero 
formado por las proteínas METTL3 y METTL14 en conjunto con otros cofactores. La remoción de 
esta modificación es realizada por las proteínas FTO y ALKBH5, sin la necesidad de una secuencia 
específica. Finalmente, el efecto de esta modificación es catalizado por las proteínas de unión a m6A, 
como son las proteínas con dominio YTH. 
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ha observado que m6A cumple un rol fundamental, ya que la carencia de las proteínas 

que regulan esta modificación impide un correcto desarrollo de estos organismos 

(Agarwala, Blitzblau, Hochwagen, & Fink, 2012; Bodi et al., 2012; Clancy, 2002; Lence 

et al., 2016; Vespa, 2004; Zhao et al., 2017; Zhong et al., 2008).  

Recientemente, se ha descrito la participación de m6A en enfermedades como el 

cáncer donde se ha identificado que m6A regula la expresión de diferentes oncogenes 

y genes supresores de tumores. Por ejemplo, un silenciamiento de las proteínas 

metiltransferasas, METTL3 y/o METTL14, tuvo como efecto un aumento en los niveles 

de expresión de los oncogenes KLF4, ADAM19, EPHA3, mientras que se ve 

disminuida la expresión de los genes supresores de tumores CDKN2A y BRCA (Cui 

et al., 2017).  

En los últimos años se ha estudiado el rol de m6A en la biología de diferentes virus de 

relevancia en la salud de la población (Tabla 1) como son VIH-1, virus de la hepatitis 

C (HCV), virus Zika (ZIKV) y el virus influenza A (IAV), bajo la premisa de que esta 

modificación se había encontrado en los ARNm del virus del sarcoma de Rous entre 

otros (Dubin & Taylor, 1975)(Pereira-Montecinos, 2017). En VIH-1 se ha descrito la 

presencia de m6A en el ARN genómico y, tres grupos distintos han estudiado el rol de 

esta modificación en la replicación de este virus (Kennedy et al., 2016; Lichinchi, Gao, 

et al., 2016; Tirumuru et al., 2016) en los que han llegado al consenso de que al 

disminuir la expresión de METTL3/14 conlleva a una disminución en la expresión de 

proteínas virales debido a una disminución de los niveles de ARNm que codifican para 

estas proteínas. Por el contrario, el silenciamiento de FTO y ALKBH5, aumenta la 

expresión génica y los niveles de ARNm viral (Lichinchi, Zhao, et al., 2016; Tirumuru 

et al., 2016). Sin embargo, no han podido llegar al consenso de cuál es el efecto que 

tienen las proteínas de unión a m6A, ya que algunos grupos proponen que ayudan a 

la expresión génica viral (Kennedy et al., 2016; Lichinchi, Zhao, et al., 2016) y otro que 

disminuyen la infectividad de las partículas. (Tirumuru et al., 2016).  
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Tabla 1. Ejemplos de virus que ven regulada su infección/replicación por la modificación m6A 

 

Por otra parte, se ha reportado que, pese a replicar en el citoplasma, los flavivirus 

como HCV y ZIKV poseen m6A en sus ARN y son regulados por la maquinaria 

(escritoras, borradoras y lectoras). Esto debido a que las proteínas escritoras y 

borradoras también se encuentran a nivel citoplasmático (Gokhale et al., 2016; 

Lichinchi, Zhao, et al., 2016). En HCV se ha observado que las proteínas YTHDF1, 2 

y 3 cambian su localización subcelular concentrándose en gotas lipídicas, regiones 

subcelulares donde se lleva a cabo la replicación viral, donde se unen a los ARN 

virales que poseen la modificación m6A (Gokhale et al., 2016). En conjunto con lo 

observado en VIH-1 y HCV, se puede concluir que el efecto que puede tener m6A 

variará dependiendo del virus, por lo que es necesario estudiar cada caso en 

particular. 

 

 

El virus respiratorio sincicial humano (VRSh), al igual que HCV, ZIKV e influenza A, 

es un virus que replica exclusivamente en el citoplasma de la célula que infecta y 

Virus Función atribuida a la presencia de 

m6A 

Referencia 

Virus de la 
inmunodeficiencia 
humana tipo-1 (VIH-
1) 

- Participa en exportar ARNg del virus por la vía 
dependiente de Rev y aumenta la abundancia 
de ARNm virales. 
- YTHDF1-3 inducen la degradación de ARN 
virales después de la entrada del virus. 
 

(Kennedy et al., 2016; 

Lichinchi, Gao, et al., 2016; 

Tirumuru et al., 2016) 

Virus Hepatitis C YTHDF1-3 inducen la degradación del ARN 
viral  

(Gokhale et al., 2016) 

Virus Zika YTHDF1-3 inducen la degradación del ARN 
viral 

(Gokhale et al., 2016; 

Lichinchi, Zhao, et al., 2016) 

Virus influenza A YTHDF1-3 inducen a un aumento en la 
expresión de transcritos virales y en la 
replicación   

(Courtney et al., 2017) 
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actualmente no existen antecedentes de que sea regulado a nivel epitranscriptómico. 

VRSh es el principal causante de enfermedades respiratorias en niños menores de 3 

años, inmunodeprimidos y adultos mayores, para el cual actualmente no existen 

vacunas o antivirales aprobados. Únicamente existe el anticuerpo monoclonal contra 

la proteína de fusión de este virus, que se utiliza como profilaxis en prematuros previo 

a las temporadas de inverno, época en la que destacan las infecciones por este virus 

(Junge, Nokes, Simões, & Weber, 2016; Olchanski et al., 2018). 

VRSh pertenece al género Ortopneumovirus dentro de la familia Pneumoviridae 

(Amarasinghe et al., 2018). Es un virus envuelto, con un genoma de ARN de polaridad 

negativa de aproximadamente 15,2 Kb que se caracteriza por la formación de 

sincicios, que corresponden a la fusión de las membranas plasmáticas de las células 

infectadas por acción de la proteína de fusión del virus (Collins & Karron, 2013). El 

genoma de VRSh está compuesto por 10 genes que codifican para 11 proteínas: NS1, 

NS2, N, P,M,SH,G,F M2-1,M2-2 y L (Figura 2),  en el extremo 3’ del genoma se 

encuentran las secuencias leader (Le) y en el extremo 5’ se encuentra la secuencia 

trail (Tr). La secuencia Le consta de 44 nucleótidos y es esencial para el inicio de la 

transcripción de los ARNm virales y la replicación del genoma, donde este último 

proceso requiere de la síntesis de un antigenoma complementario, que será utilizado 

para la síntesis del genoma viral y que posee una región TrC (secuencia 

complementaria a Tr), esencial para este proceso (Figura 2) (Peeples & Collins, 2000). 

Dentro de la región Le, se ha descrito que los nucleótidos del 1-13, son suficientes 

para reclutar el complejo de la ARN polimerasa L del virus e iniciar la transcripción de 

genes virales y la replicación de su genoma, mientras que para la síntesis del 

antigenoma completo, son requeridos los nucleótidos del 1-44 de la región Le (Fearns, 

Peeples, & Collins, 2002). 
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La transcripción de los genes virales comienza con la unión de la ARN polimerasa L 

en la señal de inicio Gene-Start (GS), que se encuentra río arriba de cada gen, y 

finaliza en la señal Gene-End (GE), que se encuentra río abajo de cada gen. Además 

la ARN polimerasa L participa en la adición del cap a los ARNm nacientes, el cual es 

fundamental para la elongación estable del gen hasta la señal GE, permitiendo así la 

liberación del ARNm y por ende, la unión de la ARN polimerasa a la señal GS del gen 

siguiente (Kuo, Grosfeld, Cristina, Hill, & Collins, 1996).  

Figura 2. Replicación y transcripción de VRSh El ARNg de VRSh es usado como matriz para la 
transcripción de los genes virales y para la síntesis del antigenoma, secuencia complementaria al 
genoma, que es necesario para la replicación del genoma viral. Ambos procesos son realizados por la 
ARN polimerasa viral dependiente de ARN. 



 

8 

A diferencia de los otros genes, M2 tiene dos marcos de lectura abierto (ORF) que se 

sobrelapan por lo que da origen a 2 proteínas (Figura 3), M2-1 que es la proteína anti-

terminación de la transcripción y M2-2, que está involucrada en la regulación de la 

transición desde transcripción a replicación. Controlar los niveles de expresión de M2-

2 parece ser esencial para el virus, ya que la sobreexpresión de esta proteína es 

negativa para la replicación viral, al igual que la pérdida de esta (Cheng, Park, Zhou, 

& Jin, 2005; Collins, P. L., Bermingham, 1999).  

Resulta evidente que el metabolismo de los ARN virales, la regulación de la transición 

de transcripción a replicación o el cambio en el marco de lectura que ocurre en el gen 

M2, es esencial para la replicación exitosa de VRSh. Es por esto, en conjunto a lo 

observado en otros virus que replican en el citoplasma, que surge la interrogante de 

si una modificación de los ARN virales, como es m6A, estaría regulando el 

metabolismo de los ARN mensajero y genómico de VRSh y, por consiguiente, la 

replicación viral, lo que permitiría una mayor comprensión del ciclo de vida de este 

virus y sería la primera evidencia que la replicación en VRSh sería regulada a nivel 

epitranscriptómico. 

 

 

 

Figura 3. Esquema del genoma de VRSh El genoma de VRSh está compuesto por 10 genes, que 
codifican para 11 proteínas, siendo el caso M2 donde se encuentran dos marcos de lectura abierto 
(ORF), dando origen a las proteínas M2-1 y M2-2. En los extremos se encuentran las regiones “le” y 
“tr”, que son esenciales para la transcripción y replicación de VRSh. 
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HIPÓTESIS 

La maquinaria de m6A celular regula la replicación y expresión génica de VRSh. 

OBJETIVO GENERAL  

Determinar el rol de la maquinaria de m6A en la replicación y la expresión génica de 

VRSh. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Analizar el efecto de la sobreexpresión de las proteínas escritoras, borradoras y 

lectoras de m6A, en la expresión de la proteína viral F. 

2. Analizar el efecto de la sobreexpresión de las proteínas escritoras, borradoras y 

lectoras de m6A en los niveles del ARNm que codifica para la proteína viral F. 

3. Analizar el efecto de la sobreexpresión de las proteínas escritoras, borradoras y 

lectoras de m6A en los niveles de ARNg de VRSh 
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*Volumen utilizado para infectar. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Producción de VRSh e infección de células  
 
La producción de los virus se realizó mediante la infección de células Hep-2 (ATTC® 

CCL-23TM), con el virus respiratorio sincicial cepa Tracy____ en botellas T75 al 75% 

de confluencia con medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino 

(SFB) y una mezcla de penicilina/estreptomicina. El sobrenadante se recuperó a los 

4-5 dias post infección o hasta observar un 80% de efecto citopático y se almacenó 

en alícuotas a -80°C. 

 

Determinación del título viral 

Para determinar el título viral, se realizaron ensayos de placas de lisis. Para esto, se 

sembraron células Hep-2 en placas de 6 pocillos y se esperó hasta que alcanzaran 

una confluencia de 80-90% (1-2 días). Luego, se retiró el medio de cultivo y se 

infectaron con 500µl de diluciones seriadas (por duplicado) 10-0,10-1, 10-2, 10-4, 10-5, 

10-6 de una alícuota de sobrenadante conteniendo VRS en DMEM suplementado con 

3% SFB. El virus fue adsorbido durante dos horas con agitación cada 15 minutos. 

Posteriormente el medio de cultivo se reemplazó por 2-3 mL de una mezcla de DMEM 

2X suplementado con SFB 3% y agarosa al 1,2% en proporciones iguales (1:1). Se 

incubó a 37 ºC durante 7 días, se fijaron las células con 1mL de para-formaldehído 

4% durante 15-30 minutos. Luego, las células se lavaron con agua destilada retirando 

la mezcla de agarosa y para-formaldehido. Las células se tiñeron con cristal violeta al 

2% (diluido en agua ultra pura)  durante 30 minutos. Las células se lavaron y se 

contaron las unidades formadoras de placas (PFU) en cada dilución. El título viral se 

determinó utilizando la ecuación 1 

Ecuación 1 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃/𝑚𝑚𝑚𝑚 = 𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃#1+𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃#2
0,5 𝑚𝑚𝑚𝑚 𝑣𝑣𝑣𝑣𝑚𝑚𝑣𝑣𝑚𝑚𝑣𝑣𝑣𝑣 𝑡𝑡𝑣𝑣𝑡𝑡𝑡𝑡𝑚𝑚∗

× 𝑃𝑃𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹𝐹 𝑑𝑑𝑑𝑑 𝐷𝐷𝐷𝐷𝑚𝑚𝐷𝐷𝐹𝐹𝐷𝐷ó𝑛𝑛 
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Transfección e infección de células HEK-293T  

Para estudiar el efecto de la maquinaría de m6A, se transfectaron 120.000-200.000 

células de la línea HEK293T en placas de 12 pocillos, con 1 µg o 2 µg de cada 

plásmido usando Fugene6® (Promega) según el protocolo del fabricante, utilizando 

los siguientes plásmidos: pCDNA-Flag-METLL3 (Addgene Plasmid #53739) y 

pCDNA-Flag-METTL14 (Addgene Plasmid #53740), para la sobreexpresión de las 

proteínas escritoras; pCDNA-Flag-YTHDF1 (Cedido por Dr. Ricardo Soto), pCDNA-

Flag-YTHDF2 (Addgene Plasmid #53200) y pCDNA-Flag-YTHDF3 (Cedido por Dr. 

Ricardo Soto),  que codifican las proteínas lectoras y pEGFP-ALKBH5-GFP (Cedido 

por Dr. Ricardo Soto)  o pCDNA-3xFlag-FTO (Cedido por Dr. Ricardo Soto) para las 

proteínas borradas de m6A. Después de 6 horas de transfección, se les cambió el 

medio y las células fueron infectadas con VRSh a cepa Tracy a una MOI de 1 por 24 

horas. 

Extracción de proteínas y cuantificación de proteínas 

Células HEK293T previamente transfectadas e infectadas, se soltaron por incubación 

con 100-200 µl de tripsina por 3 min. Las células se resuspendieron con PBS 1X y se 

concentraron por centrifugación a 5000 rpm por 3 min a 4°C.  Se eliminó el 

sobrenadante y el sedimento celular se resuspendió con 100 µl de solución de lisis 

NP-40 (Tris-HCl pH 7,4 10mM, NaCl 100mM, EDTA 1mM, NP-40 al 0,5% y coctel de 

inhibidor de proteasas cOmplete™ 1X (Roche) y se incubó en hielo durante 20 min. 

Finalmente se centrifugó durante 20 minutos a 4 ºC a 12.000 rpm. Se conservó el 

sobrenadante y se procedió a cuantificar las proteínas o se almacenaron a -20 ºC. 

Los extractos de proteínas fueron cuantificados mediante método de Bradfford 

(Kruger, 1996). En placas de 96 pocillos, se agregó 199 µl de Bradfford 1X por pocillo 

y 1 µl del lisado celular resuspendiendo brevemente, y se incubó por 3 minutos, para 

posteriormente determinar la absorbancia a 596 nm utilizando el equipo Synergy™ 
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HTX Multi-Mode Microplate Reader (BioTek). La medición de cada muestra se realizó 

por duplicado y se calculó el promedio de la absorbancia. Finalmente, se extrapolo la 

absorbancia a una curva previamente construida con diferentes concentraciones de 

BSA diluido en solución de lisis NP-40. 

Western blot 

Se cargaron 20 µg de proteínas totales con solución de carga a una concentración 1X 

(20% Glicerol, 10% SDS, 25% β- Mercaptoetanol, 0.125M Tris-HCL pH 6.8, 0.0625% 

Azul de Bromofenol) en geles de poliacrilamida al 10%. La electroforesis se corrió 

durante 105 minutos a 120V en solución de corrida 1X (3,03g de Tris-Base 250 mM, 

14,4g de glicina, 1g de SDS y aforado a 1L con agua destilada estéril). Posteriormente, 

se realizó la transferencia hacia una membrana de nitrocelulosa en solución de 

transferencia 1X (3,03g de Tris-Base 250 mM, 14,4g de glicina, 200 ml de metanol y 

aforado a 1L con agua destilada estéril) a 120V durante 60-90 minutos. Las 

membranas se bloquearon con solución de bloqueo Blotting-Grade Blocker (BioRad) 

al 5% en TBS-T 1X (TBS 1X, 1% Tween -20) durante 1 hora. Luego de lavar 3 veces 

con TBST 1X, se incubó con cada anticuerpo primario correspondiente: (1) el 

anticuerpo mouse anti-F (2F7, Santa Cruz) se utilizó para detectar la proteína F del 

virus a una dilución 1:500 en solución de bloqueo al 2% en TBS-T 1 X durante 16 

horas  a 4 °C, (2) el anticuerpo mouse anti- GAPDH (Santa Cruz, sc-5190), que se 

utilizó como control de carga a una dilución 1:5000 en solución de bloqueo al 5% en 

TBS-T 1X durante 16 horas  a 4 °C y (3) el anticuerpo rat anti- Flag 

(BioLegend,637303) a una dilución 1:5000 para detectar las proteína 

sobreexpresadas, Flag-METTL3,Flag-METTL14, 3xFlag-FTO-Flag y mouse anti--

GFP (Santa Cruz,sc-9996) a una dilución 1:5000 para detectar ALKBH5-EGFP 

durante 16 horas a 4 °C. Luego de lavar la membrana 3 veces con TBS-T 1X se incubó 

con los anticuerpos secundarios: goat anti-mouse-HRP (Jackson Inmuno Research, 

115-035-003) en la dilución 1:2000 y goat anti-Rat-HRP (Jackson Inmuno Research, 
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112-035-175) en una dilución 1:30000 y se incubaron durante 60-90 minutos a 

temperatura ambiente. Luego de cada incubación, se realizaron 3 lavados con TBS-T 

1X. 

El revelado de las membranas se realizó mediante el kit de revelado “Pierce® ECL 

Western Blotting Substrate” (Thermo Fisher Scientific, 32106) y el uso del escáner de 

quimioluminiscencia C-Digit® Blot Scanner (Li-Cor). 

Extracción de ARN  

La extracción de ARN total se realizó a la sedimentación de las células HEK293T 

transfectadas e infectadas y su sobrenadante (conteniendo las partículas virales en 

suspensión), utilizando TRIzol Reagent (Life Technologies) siguiendo las 

instrucciones del proveedor. 

RT-qPCR 

A partir de extractos de ARN de células infectadas y sobrenadante, se realizaró una 

transcripción inversa con el kit High Capacity cDNA Reverse transcription (Applied 

Biosystems) con la siguiente mezcla de reacción: tampón RT 1X,  2 mM de dNTP’s, 

1µM de cada partidor,  25 unidades de enzima transcriptasa reversa (Multiscribe- 

Thermo Fisher Scientific, 4311235) y 2µl de muestra para un volumen final de 10 µl. 

Los partidores utilizados en esta reacción (obtenidos en Integrated DNA 

Technologies) son RNA-F(-) RSV/RT o RNA-F(+) RSV/RT, en conjunto con HMBS-

reverse  (Tabla 2), para la amplificación del ARNg y ARNm del fragmento del gen F 

de VRSh, respectivamente (Tabla 2). La secuencia destacada, corresponde a una 

“cola”, para la amplificación específica del gen viral durante la fase de cuantificación 

por PCR (qPCR), evitando la amplificación de regiones inespecíficas (Bessaud M, 

2008). El perfil térmico utilizado se muestra en la Figura 4A. 

Posteriormente, se realizó el qPCR utilizando el partidor Tag-cDNA/RSV tanto para la 

amplificación del ARNg y ARNm, y los primer cDNA-F(-)RSV o cDNA-F(+)RSV, 
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Tabla 2. Partidores utilizados para RT-PCR y qPCR. La secuencia resaltada corresponde a la 
secuencia del partidor tag 

 

   

                

                 

        

            

            

   

   

               
    

respectivamente. Como gen de referencia se amplificó el gen HMBS, para lo cual se 

utilizaron los partidores HMBS forward y HMBS reverse (Tabla 2). El perfil térmico de 

amplificación se muestra en la Figura 4. La mezcla de reacción contiene 10 µl de 2X 

Brilliant II SYBR Green qPCR Master Mix (Agilent Technologies), 4 µl de cDNA, 300nM 

de los partidores Tag-cDNA/RSV  y cDNA-F(-) RSV(qPCR) o cDNA-F(+) RSV(qPCR) 

para amplificar el gen F del ARNg o ARNm, respectivamente. Paralelamente, se 

amplificó el gen HMBS con las mismas condiciones señaladas antes. La reacción se 

llevó a cabo en el equipo AriaMX de Agilent con el perfil térmico indicado en la Figura 

4B. Se realizó una cuantificación relativa de cada gen usando la formula descrita por 

Paffl (Ecuación 2), que considera la eficiencia (E) de los partidores para el gen objetivo 

(target) (F) y el gen de referencia (reference) (HMBS) (E=1,92 y E=1,95 

respectivamente) (Pfaffl, 2001).  

Ecuación (2)  𝑅𝑅𝐹𝐹𝐹𝐹𝐷𝐷𝐹𝐹 = �𝐸𝐸𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡�
∆𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡(𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑡𝑡𝑡𝑡𝑐𝑐𝑐𝑐−𝑠𝑠𝑡𝑡𝑠𝑠𝑠𝑠𝑐𝑐𝑡𝑡)

�𝐸𝐸𝑡𝑡𝑡𝑡𝑟𝑟�
∆𝐶𝐶𝐶𝐶𝑡𝑡𝑡𝑡𝑟𝑟𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑡𝑐𝑐𝑐𝑐𝑡𝑡(𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑡𝑡𝑡𝑡𝑐𝑐𝑐𝑐−𝑠𝑠𝑡𝑡𝑠𝑠𝑠𝑠𝑐𝑐𝑡𝑡) 

 

 
Nombre Partidor Secuencia 

RNA-F(-) RSV/RT 5’-CGG TCA TGG TGG CGA ATA AAT TGA TCA ATG ATA TGC CTA TAA-3’ 

RNA-F(+) RSV/RT 5’-CGG TCA TGG TGG CGA ATA ATA TTA TAG ACA TGA TAG AAT AAC T-3’ 

Tag-cDNA/RSV 5’-CGG TCA TGG TGG CGA ATA A-3’ 

cDNA-F(-) RSV( qPCR) 3’-TAT TAT AGA CAT GAT AGA ATA ACT TTG-5’ 

cDNA-F(+) RSV( qPCR) 3’-ATT GAT CAA TGA TAT GCC TAT AAC A-5’ 

HMBS forward 5’-CACGATCCCGAGACTCTGCT-3’ 

HMBS reverse 5’-TACTGGCACACTGCAGCCTC-3’ 
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Inmunoprecipitación 

Luego de 24 horas post infección, las células tripsinizadas se resuspendieron con 1,5-

2,0 mL de PBS 1X filtrado y se centrifugaron a 5000 r.p.m durante 3-5 minutos a 23 

ºC. Al sedimento celular se le agregó 200 µL solución de lisis de polisoma (100mM 

KCl; 5mM MgCl2;10mM Hepes pH 7,0; 0,5% Nonidet P-40; Inhibidor de proteasa 1X, 

Inhibidor ARNsa (VRC) 2mM y Ditiotreitol (DTT) 1mM, solubilizados en agua ultra 

pura). Se resuspendió suavemente y se incubó durante 15 minutos en hielo. Se 

centrifugó a 4°C, durante 15 minutos a 12.000 r.p.m. Se tomó 20 µl del lisado y se 

guardó a -20°C. El resto del lisado se adicionó a un microtubo que contiene las 

partículas magnéticas unidas al anticuerpo Anti-Flag (Anti-FLAG® M2 Magnetic 

Beads, Sigma-Aldrich) las cuales se ambientaron con una solución de lavado NT2 

(50mM Tris-HCl pH 7,4; 150mM NaCl, 1mM MgCl2;0,05% Nonidet P-40), utilizando 

Figura 4. Perfiles térmicos para reacciones de transcripción reversa (RT) y PCR cuantitativo 
(qPCR) A) Corresponde a los ciclos utilizados en la reacción de transcripción reversa, donde el ciclo de 
25 °C corresponde a la unión de los partidores, 48 °C se produce la transcripción reversa y a 95 °C la 
separación de las cadenas. B) Corresponde a los ciclos que se utilizaron para PCR cuantitativo. Tiene un 
“Hot start” para separar las posibles dobles hebra de ADNc y activar la polimerasa, luego 50 ciclos de 
amplificación, los 95 °C para separar las dobles hebras, 50 °C para la unión del partidor y 72°C extensión 
de la polimerasa, y finalmente un ciclo para terminar la reacción.  
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una gradilla de microtubos magnética para fijar las partículas magnéticas unidas al 

anticuerpo. Se incubó las Anti-FLAG® M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich) con el 

extracto de proteínas durante toda la noche a 4°C en agitación suave, tras lo cual se 

recuperaron las bolitas magnéticas, las que contienen unida la muestra de interés 

mediante la gradilla para microtubos magnética. Posteriormente, se eliminó el 

sobrenadante y el anticuerpo unido a las partículas magnéticas se lavó 5 veces con 

el buffer NT2. Finalmente, las partículas magnéticas se resuspendieron en 100µl de 

solución NT2, de los cuales 20µl se guardan a -20°C para confirmar la presencia de 

la proteína mediante Western blot y, al remanente se le realizó extracción la de ARN 

para amplificación por RT-qPCR del fragmento correspondiente a F del ARN 

genómico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 

RESULTADOS 

Para determinar si la maquinaria de m6A tiene un rol regulador en la infección por 

VRSh, se sobreexpresaron las proteínas escritoras, lectoras y borradoras en células 

HEK293-T infectadas con VRSh y se analizaron los cambios en la expresión de la 

proteína viral de fusión (proteína F), la abundancia del ARNm codificante para F y el 

ARN genómico por medio de la amplificación del fragmento del gen codificante para 

F. 

Efecto de las proteínas metiltransferasas (escritoras) 

Para determinar el rol de las metiltransferasas METTL3 y METTL14, ambas se 

transfectaron en células HEK293T durante 6 horas y posteriormente infectadas con 

VRSh durante 24 horas y se analizó los niveles de expresión de la proteína F del virus 

mediante Western blot (WB).  Como se observa en la Figura 5, observamos una 

disminución en la expresión de la proteína F cuando se sobreexpresa el complejo 

METTL3/14 con respecto al control, donde se sobreexpresó la proteína d2EGFP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efecto de la sobreexpresión de proteínas METTL3 y 14 en la expresión de la proteína 
viral F.) Se analizó por Western Blot, la expresión de la proteína viral F (F1, 48kDa) al sobreexpresar 
las proteínas METTL3 (68 kDa) y METTL14 (60 kDa) y 24 post-infección (h.p.i). Como control de 
carga se observó la expresión de Gapdh (32kDa). La imagen es la más representativa de un N=3. 
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Luego de verificar la sobreexpresión de las proteínas METTL3 (68 kDa) y METTL14 

(60kDa), por medio de WB anti-FLAG (Figura 5), se analizó los niveles de ARN 

mensajero (ARNm) y ARN genómico (ARNg) del virus, para lo cual se extrajo el ARN 

total, tanto de células como del sobrenadante y se amplificaron por RT-qPCR, los 

fragmentos correspondientes al gen codificante para F, tanto de la hebra positiva 

(mensajero), como de la negativa (genómico). Como se observa en la Figura 6, la 

sobreexpresión de las proteínas metiltransferasa no tiene un efecto significativo en los 

niveles de los ARNm que codifican para F, mientras que los niveles de ARNg, tanto a 

nivel intra como extracelular, disminuyen significativamente respecto a la condición 

control (sobreexpresión de d2EGFP). 

 

Figura 6. Análisis de abundancia de ARN mensajeros y genómicos al sobreexpresar METTL3 
y METTL14 A través de RT-qPCR, se amplificó y cuantificó los niveles de ARN mensajeros y 
genómico (intra y extracelular) luego de la sobreexpresión de METTL3/14 y 24 h.p.i. Como gen de 
referencia se utilizó el gen HMBS y se calculó las veces que varía (veces de cambio) la expresión 
de F respecto a la condición control con d2EGFP. Los resultados se presentan como el promedio 
+/- la desviación estándar obtenida en 3 experimentos independientes (ns=no significativo; * 
p<0,05).  
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Efecto de las proteínas desmetilasas (borradoras) 

Posteriormente, se sobreexpresaron las proteínas borradoras de la metilación: FTO y 

ALKBH5 y al igual que el experimento anterior se analizaron los niveles de expresión 

de la proteína F por WB y tanto el ARNm como el ARNg mediante RT-qPCR. 

Se puede observar que la sobreexpresión de la proteína FTO, produce un aumento 

en la expresión de la proteína F de VRSh con respecto al control, donde se 

sobreexpresó la proteína d2EGFP (Figura 7)  

Luego de verificar la sobreexpresión de las proteínas FTO (58 kDa) por medio de WB 

anti-FLAG (Figura 7A), se analizó el efecto de los niveles de ARNm y ARNg del virus. 

En la Figura 8 se puede observar que la sobreexpresión de FTO lleva a un aumento 

significativo en las copias relativas tanto del ARNm codificante para F, como del ARNg 

a nivel intracelular (Figura 8). Sin embargo, no se observa un cambio significativo en 

los niveles de ARNg a nivel extracelular (Figura 8).  

 

Figura 7. Efecto de la sobreexpresión de proteínas FTO en la expresión de la proteína viral F. 
El efecto de la sobreexpresión de FTO se analizó por Western blot, luego de sobreexpresar cada 
proteína y 24 h.p.i. La banda de 48 kDa corresponde a F1, mientras que la banda de 58 kDa 
corresponde a FTO. Como control de carga se utilizó Gapdh (32 kDa). La imagen es la más 
representativa de un N=3.  
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Luego analizamos el rol de ALKBH5, como se muestra en la figura 9 y similar a lo 

observado con FTO es posible observar que la sobrexpresión de ALKBH5 lleva a un 

aumento en la expresión de la proteína viral F con respecto al control.  

Figura 8. Análisis de abundancia de ARN mensajeros y genómicos al sobreexpresar FTO. A 
través de RT-qPCR, se amplificó y cuantificó los niveles de ARN mensajeros y genómico (intra y 
extarcelular) luego de la sobreexpresión de FTO y 24 h.p.i. Como gen de referencia se utilizó el gen 
HMBS y se calculó las veces de cambio de la expresión de F respecto a la condición control con 
GFP. N=3 para cada ensayo. Los resultados se presentan como el promedio +/- la desviación 
estándar obtenida en 3 experimentos independientes (ns=no significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** 
p<0,001). 

 

Figura 9. Efecto de la sobreexpresión de proteínas ALKBH5 en la expresión de la proteína 
viral F. El efecto de la sobreexpresión de ALKBH5 se analizó por Western blot, luego de 
sobreexpresar cada proteína y 24 h.p.i. A) La banda de 48 kDa corresponde a F1, mientras que la 
banda de 51,4 kDa corresponde a ALKBH5. Como control de carga se utilizó Gapdh (32 kDa). La 
imagen es la más representativa de un N=3.  
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Al sobreexpresar ALKBH5, se observa que hay un aumento en los niveles de ARNm, 

al igual que en el ARNg, tanto a nivel intracelular como extracelular. Sin embargo, 

estos aumentos, no son estadísticamente significativos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efecto de las proteínas de unión a m6A (lectoras) 

Posteriormente, se analizó el efecto de la sobrexpresión de las proteínas lectoras de 

m6A (YTHDF1, 2 y 3) sobre la expresión de la proteína F del virus. Como se observa 

en la figura 11, la sobreexpresión de las proteínas YTHDF1 e YTHDF2, no cambió la 

expresión de la proteína F con respecto al control, mientras que con la proteína 

YTHDF3 se puede apreciar un leve aumento de F respecto al control.  

Figura 10. Análisis de abundancia de ARN mensajeros y genómicos al sobreexpresar 
ALKBH5 A través de RT-qPCR, se amplifico y cuantificó los niveles de ARN mensajeros y genómico 
(intra y extracelular) luego de la sobreexpresión de ALKBH5 y 24 h.p.i. Como gen de referencia se 
utilizó el gen HMBS y se calculó las veces de cambio de la expresión de F respecto a la condición 
control con GFP. N=3 para cada ensayo. Los resultados se presentan como el promedio +/- la 
desviación estándar obtenida en 3 experimentos independientes (ns=no significativo; * p<0,05; ** 
p<0,01; *** p<0,001). 
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Por otra parte, podemos observar en la Figura 12 que los niveles de ARNm que 

codifican para F aumentan al sobreexpresar las proteínas YTHDF1-3, aunque este no 

es estadísticamente significativo. A nivel intracelular, podemos observar que hay una 

disminución significativa en la abundancia de ARNg al sobreexpresar las proteínas 

YTHDF1 e YTHDF2, mientras que la disminución causada por YTHDF3 no es 

significativa. A nivel extracelular, observamos que YTHDF1 causa una disminución no 

significativa en los niveles de ARNg, mientras que la disminución causada por 

YTHDF2 e YTHDF3, si lo es. 

 

Figura 11. Efecto de la sobreexpresión de proteínas YTHDF1,2 y 3, en la expresión de la 
proteína viral F A) Se analizó por Western Blot, la expresión de la proteína viral F (F1, 48kDa) al 
sobreexpresar las proteínas YTHDF1 (~61 kDa) YTHDF2 (~62 kDa) e YTHDF3 (~63 kDa). Como 
control de carga se observó la expresión de Gapdh (32kDa). La imagen es la más representativa de 
un N=3 
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Unión de las proteínas lectoras a ARNg de VRS 

Con la finalidad de determinar si las proteínas lectoras YTHDF1,2 y 3 se unen a los 

ARNg del virus, células HEK-293T se transfectaron con los vectores que codifican 

para estas proteínas conteniendo una etiqueta Flag y luego de 24 h.p.i., las células 

fueron lisadas utilizando una solución de lisis débil con bajo porcentaje de detergente, 

con el fin de mantener la interacción proteína-ARN y se realizó una 

inmunoprecipitación con un anticuerpo anti-Flag. A los complejos inmunoprecipitados 

se le extrajo el ARN y se amplificó el fragmento correspondiente al gen F del ARN 

genómico. Observamos que existe un enriquecimiento, en relación al control con el 

vector con GFP, de los ARN genómicos de VRS cuando se inmunoprecipita cada una 

Figura 12. Análisis de abundancia de ARN mensajeros y genómicos al sobreexpresar las 
proteínas YTHDF1 ,2 y 3 A través de RT-qPCR, se amplifico y cuantificó los niveles de ARN 
mensajeros y genómico (intra y extracelular) luego de la sobreexpresión de YTHDF1,2 o 3 y 24 h.p.i. 
Como gen de referencia se utilizó el gen HMBS y se calculó las veces de cambio de la expresión de 
F respecto a la condición control con GFP. N=4 para cada ensayo. Los resultados se presentan 
como el promedio +/- la desviación estándar obtenida en 4 experimentos independientes (ns=no 
significativo; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). 

 

 



 

22 

de las tres proteínas lectoras (Figura 13), lo que indica que las proteínas YTHDF1, 2 

y 3 se estarían uniendo al genoma viral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Enriquecimiento de ARN genómicos de VRSh al inmunoprecipitar proteínas 
YTHDF1, 2 y 3. Tras sobreexpresar las proteínas YTHDF1, 2 o 3, se inmunoprecipitaron estas 
proteínas, unidas a los ARN y posteriormente, por RT-qPCR, se amplifico y cuantificó el fragmento 
de la proteína F en el ARN genómico, comparándola con una condición donde no se 
sobreexpresaron estas proteínas (vector que codifica para d2EGFP) N=2.  
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DISCUSIÓN Y PROYECCIONES 

En el presente trabajo, se analizó el rol de la maquinaria celular asociada a la 

regulación por m6A en la replicación y expresión génica de VRSh, donde se evidenció 

que ésta tiene un impacto sobre la expresión de la proteína de fusión de VRSh y en 

la abundancia de ARN mensajero y genómico en células HEK293T. 

Cuando se sobreexpresó el complejo metiltransferasa y, por lo que se espera, un 

aumento de m6A en la célula y/o en los ARN virales, se obtuvo como efecto una 

disminución en la expresión de la proteína viral F (Figura 5) y en los niveles del 

genoma viral tanto a nivel intracelular como extracelular, mientras que a nivel del 

mensajero no fue posible observar un cambio significativo (Figura 6).  La disminución 

en la expresión de la proteína F, sin una disminución en los ARNm que codifican para 

esta, puede significar que m6A y su maquinaría podrían afectar la traducción del 

transcrito viral.  

Al sobreexpresar las desmetilasa FTO y ALKBH5, proteínas que remueven m6A, se 

obtuvo el efecto contrario al de las metiltransferasas, aumentando la expresión de la 

proteína F (Figuras 7 y 9). En cuanto a los niveles de ARN virales, al sobreexpresar 

FTO, observamos un aumento significativo de los ARNm y del ARNg a nivel 

intracelular, mientras que a nivel extracelular no observamos un cambio significativo 

(Figura 8). Es interesante notar que, pese a que existe un aumento en la expresión de 

la proteína viral F y un aumento en los niveles de ARNg del virus a nivel intracelular, 

no vaya ligado a un aumento en los niveles de ARNg del virus a nivel extracelular, ya 

que esto indicaría que el número de partículas virales liberadas al medio no estaría 

siendo alterado. Las razones de que observemos este fenómeno pueden ser varias, 

y con estos resultados no es posible determinar que ocurre. Una forma de explicar 

esto, puede ser que la sobreexpresión de FTO favorece la expresión F y también a un 

aumento en los niveles de ARNg de VRSh, como se observa en las Figuras 7 y 8, 

pero puede estar afectando negativamente la expresión de otras proteínas virales, 
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como son N o L, indispensables para la formación de la partícula viral. (Collins & 

Karron, 2013), lo que podría explicar el que no haya un aumento a nivel extracelular 

del genoma viral. Otras posibilidades, es que algunos sitios de m6A puedan ser 

requeridos para el empaquetamiento de la partícula viral o para la infección, como se 

ha descrito previamente en influenza A, donde la presencia de esta modificación 

influye en la infectividad de las partículas virales. (Courtney et al., 2017). 

Por su parte, la sobreexpresión de ALKBH5 o FTO muestra una tendencia al aumento 

en los ARNm y ARNg intra y extracelular, aunque ninguno de estos resultados es 

estadísticamente significativo. El aumento en los niveles del ARN mensajero que 

codifica para F, puede implicar que la ausencia de m6A favorece su0 trascripción o 

impide su degradación, lo que finalmente se traduce en el aumento de la proteína viral 

F. Sin embargo, este efecto no necesariamente es extrapolable al resto de los 

mensajeros virales.  

Se han observado diferentes efectos de m6A sobre la replicación en otros modelos 

virales, como VIH-1, donde por un lado desfavorece las etapas tempranas de 

replicación previo a la integración, pero favorece aquellas tardías posteriores a la 

formación del provirus (Kennedy et al., 2016; Lichinchi, Zhao, et al., 2018; Tirumuru et 

al., 2016). Para entender porque ocurre esto, es necesario estudiar otros aspectos, 

como que ocurre con la infectividad de las partículas virales resultantes de cada 

condición, interacción de ARN y proteínas virales con los diferentes elementos de la 

célula infectada, entre otros.  

Los resultados de la sobreexpresión de las proteínas escritoras y borradoras nos 

permite concluir a grandes rasgos que m6A tendría un efecto negativo en la expresión 

de la proteína de fusión de VRSh y causaría una disminución en los niveles de ARNg, 

mientras que la remoción de esta modificación, por la actividad desmetilasa de FTO y 
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ALKBH5, favorecerían la expresión de F y llevaría a un aumento en la abundancia del 

ARNm que codifica para F y del ARNg a nivel intracelular. Cabe destacar, que con 

ALKBH5 a diferencia de FTO, si se estaría observando un aumento en los ARNg 

virales a nivel extracelular, lo que llama la atención, ya que ambas son enzimas 

desmetilasas. Recientemente, se ha descrito que FTO puede actuar sobre distintas 

modificaciones (m6A y m6Am en ARNm y ARNpn o m1A en ARNt) y con diferente 

preferencia, dependiendo del tipo o localización celular (J. Wei et al., 2018), por lo que 

el efecto observado puede deberse a que FTO y ALKBH5 tienen diferentes ARN 

blanco o que desmetilan en diferentes posiciones a la misma molécula de ARN. 

Por otra parte, con la sobreexpresión de las proteínas lectoras YTHDF1 y 2, se 

observó mediante el análisis del Western Blot un leve aumento en la expresión de F 

con respecto al control, mientras que con YTHDF3 hubo un leve aumento (Figura 11). 

A nivel de los ARNm, se observó un aumento, aunque no estadísticamente 

significativo, al sobreexpresar YTHDF1, 2 y 3. Esto no está dentro de lo que cabría 

esperar, ya que estas son las proteínas que se unen a m6A y son aquellas que llevan 

a cabo el efecto de esta modificación, por lo que, al igual que la sobreexpresión de las 

proteínas escritoras, se hubiese esperado que también existiese una disminución en 

la expresión de F y una mantención o disminución de los niveles de ARNm. Al mismo 

tiempo, la sobreexpresión de las proteínas YTHDF1, 2 y 3, causan una disminución 

del ARNg del virus a nivel intracelular (disminución estadísticamente significativa tanto 

para YTHDF1 como para YTHDF 2, no así para YTHDF3). En la fracción extracelular, 

YTHDF2 e YTHDF3 muestran una disminución significativa del ARNg, mientras que 

YTHDF1 tienden a causar una disminución en los niveles de ARNg de VRSh no 

estadísticamente significativa. Esto último concuerda con los resultados obtenidos al 

sobreexpresar las proteínas escritoras, lo que sugiere que, el efecto negativo que tiene 

la presencia de m6A sobre el virus, pueda ser sobre otros genes o regiones 

reguladoras del virus o de la célula, por lo que un aumento de la actividad 
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metiltransferasa, y por ende m6A estaría afectando indirectamente la expresión de la 

proteína F de VRSh. 

Cabe destacar, que tanto a nivel de ARNm como del ARNg, las tres proteínas lectoras 

tienen el mismo efecto, siendo que estas, en la célula eucarionte, cumplen diferentes 

roles, donde YTHDF1 aumenta la traducción de los ARNm a los que se une e YTHDF2 

lleva a la degradación de estos (Du et al., 2016; Shi et al., 2017; Xu et al., 2015). Este 

efecto redundante de las tres proteínas lectoras se ha observado al estudiar el efecto 

de m6A en otros virus, como VIH-1, virus Zika, virus hepatitis C (HCV), influenza A y 

no se han descrito razones por lo que esto pueda estar ocurriendo, por lo que es 

necesario más estudios para clarificar este fenómeno (Gokhale et al., 2016; Lichinchi, 

Gao, et al., 2016; Lichinchi, Zhao, et al., 2016). 

La sobreexpresión de los diferentes componentes de la maquinaria de m6A nos 

permite saber si esta modificación tiene un impacto en la replicación de VRSh, pero 

no si la modificación se encuentra en los ARN virales (mensajeros, genómico o incluso 

el anti-genómico), por ende, no sabemos si m6A está regulando directamente el 

metabolismo de estos. Es por esto por lo que se realizó la inmunoprecipitación de las 

proteínas YTHDF1, 2 y 3, para la posterior extracción de los ARN asociados, 

amplificación y cuantificación del fragmento del gen F del genoma de VRSh por RT-

qPCR. Como se puede observar en la Figura 13, hubo un enriquecimiento del genoma 

viral al inmunoprecipitar estas proteínas, lo que indicaría que estas proteínas estarían 

uniéndose a algún sitio del genoma de VRSh y, ya que se sabe que estas proteínas 

se unen a m6A, permiten hipotetizar la presencia de esta modificación en el ARNg y 

que esta podría estar regulando el metabolismo de este ARN viral. Para determinar 

qué papel juega m6A en la replicación e infección de VRSh, es necesario determinar 

si esta modificación se encuentra realmente dentro de los ARN virales, en que 

secuencias se encontraría y qué relevancia tiene esta para la replicación virus. Para 

determinar la presencia de m6A, se han usado técnicas como la inmunoprecipitación 



 

30 

de los ARN que poseen esta modificación, utilizando un anticuerpo que reconoce m6A, 

para luego, por secuenciación masiva, conocer los ARN y sitios modificados. Una vez 

identificados estos ARN, lo siguiente sería determinar la posición en la que se 

encuentra m6A dentro de estos utilizando por ejemplo la técnica miClip (Individual-

Nucleotide Resolution Using Crosslinking and Immunoprecipitation) (Linder et al., 

2015). Finalmente, para determinar el rol que cumple esta modificación, pueden 

generarse mutantes que pierdan la adenosina que se modifica y estudiar 

posteriormente que efecto tiene esto en la expresión de proteínas virales, niveles de 

ARN mensajeros y genómicos, infectividad del virus, etc. 

Sería interesante estudiar que sucede con los niveles de las proteínas M2-1 y M2-2, 

ya que estas son importantes para regular la transcripción-replicación del genoma de 

VRS, siendo M2-1 una proteína que favorece la continuidad de la transcripción 

mientras que M2-2 participa en la regulación entre el paso de transcripción a 

replicación (Cheng et al., 2005; Collins, P. L., Bermingham, 1999), por lo que, un 

cambio en la expresión de estas proteínas, al sobreexpresar las diferentes proteínas 

que componen la maquinaria de m6A, podrían sugerir que esta modificación es 

requerida para controlar este proceso. 

En VIH-1, se ha descrito la presencia de m6A dentro de la región RRE (Elemento de 

Respuesta a Rev o Rev Response Element de su sigla en inglés) (Lichinchi, Zhao, et 

al., 2016) secuencia esencial para la exportación del genoma viral desde el núcleo 

hacia el citoplasma. Esto es evidencia de que m6A puede encontrarse dentro o cerca 

de regiones que regulan la replicación del virus, por lo que es posible hipotetizar la 

presencia de m6A en las regiones “Le” (secuencia “leader”), “Tr” (secuencia “trail”), 

“GS” (“gene-start”) y “GE” (“gene-end”) o adyacentes a esta. La importancia de estas 

secuencias radica en que regulan los procesos de transcripción y replicación de VRSh. 

Las secuencias GS y GE cumplen el rol de indicar el inicio y termino de la transcripción 

de cada gen, por acción de la polimerasa L del virus, mientras que la secuencia Le es 
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esencial tanto para la replicación del genoma, como para el inicio de la transcripción 

de los genes virales (Tremaglio, Noton, Deflube, & Fearns, 2013) y TrC (secuencia 

complementaria de Tr en el antigenoma) que es necesaria para la síntesis del genoma 

viral (Peeples & Collins, 2000). A la fecha, no se conoce el mecanismo por el cual el 

virus pasa de transcripción a la replicación, siendo el estudio de m6A, una oportunidad 

de poder comprender como este proceso está regulado. 

Una de las principales acotaciones para este trabajo, fue el reducido número de 

muestras utilizados para los análisis por RT-qPCR, donde en algunas condiciones se 

observa que hay una tendencia al aumento o la disminución, sin embargo, los análisis 

estadísticos arrojan que no es significativo, al utilizar un valor de P<0,05. En estos 

casos, se observa una desviación estándar muy grande, como se observa en las 

Figuras 10 y 12, problema que podría solucionarse al repetir el ensayo un mayor 

número de veces.  

Con los resultados obtenidos en este trabajo, podemos concluir que la maquinaria de 

m6A tiene un impacto sobre la expresión de la proteína viral F y el metabolismo de los 

ARN virales (ARNm de F y ARN genómico). Finalmente, los resultados obtenidos en 

este seminario de título son la primera evidencia de que m6A podría tener un rol en el 

ciclo replicativo de VRSh, y de la participación de proteínas metiltransferasa, 

desmetilasas o de unión a m6A, en la regulación de la transcripción y/o replicación de 

ARN virales y/o expresión de proteínas en VRSh. 

 

 

 

 

 



 

32 

CONCLUSIONES 

- La sobreexpresión de las proteínas metiltransferasa METTL3 y METTL14 disminuyó 

los niveles de ARNg, tanto a nivel intra como extracelular, y la expresión de la proteína 

viral F, por lo que tendría un efecto negativo sobre la replicación de VRSh,  

- La sobreexpresión de las proteínas desmetilasas, FTO y ALKBH5,  muestran el 

efecto contrario a las metiltransferasas, las que aumentaron los niveles de ARNg a 

nivel intracelular en el caso de FTO y, a nivel intra y extracelular en el caso de 

ALKBH5, además ambas proteínas aumentaron el ARNm que codifica para F. En 

cuanto a la expresión de F, tanto FTO como ALKBH5 aumentaron la expresión de 

esta proteína. 

- La sobreexpresión de las proteínas lectoras aumentó los niveles de ARNm que 

codifican para F, pero al mismo tiempo redujo los niveles intra y extracelular de los 

ARNg de VRSh. Con respecto a la expresión de F, los resultados no son concluyentes, 

siendo necesarias nuevas aproximaciones experimentales. 

- Las proteínas YTHDF 1, 2 y 3 se unen al ARNg de VRSh, sugiriendo la presencia de 

la modificación m6A en el genoma de VRSh. 

En base a los resultados antes expuesto podemos decir que la hipótesis se aprueba, 

ya que la sobreexpresión de los diferentes componentes de la maquinaria de m6A, 

muestran tener un impacto en la expresión de la proteína viral F y en el nivel de los 

ARN mensajero y genómico de VRSh. 
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