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Resumen 

 

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo-1 (VIH-1) es el principal agente causal 

del síndrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Su genoma corresponde a una 

molécula de ARN de simple hebra con polaridad positiva (ARN genómico o ARNg), 

que se encuentra como un dímero en la partícula viral. Durante las etapas tardías del 

ciclo replicativo, el ARNg cumple dos funciones siendo utilizado como ARN mensajero 

para la síntesis de la proteína estructural Gag y Gag-Pol y como el genoma 

empaquetado en las nuevas partículas. Se ha determinado que el ARNg de VIH-1 

existe como dos poblaciones que pueden cumplir una función a la vez. Análisis in vitro 

sugieren que cambios estructurales en la región 5 ́-no traducida (5 ́-UTR) del ARNg 

favorecen la traducción o el empaquetamiento, a pesar de que estudios estructurales 

realizados ex vivo e in virio no observan estas diferencias conformacionales ni un 

impacto de ellas en la traducción del ARNg. Adicionalmente, se reportó que la 

presencia de 1, 2 o 3 guanosinas en el extremo 5´ del ARNg impactan su estructura y, 

en consecuencia, su función como mensajero o genoma. Estudios recientes han 

demostrado que la presencia de modificaciones químicas del tipo N6-metiladenosina 

(m6A) en el ARNg favorecen la síntesis de proteínas virales. Análisis del laboratorio 

revelaron la presencia de m6A en la 5 ́-UTR del ARNg que se encuentra en la célula, 

pero no en la 5´-UTR del ARNg presente en las partículas liberadas, sugiriendo un rol 

de m6A en el empaquetamiento de este. En el presente trabajo de tesis evaluamos el 

impacto que tiene la m6A en el empaquetamiento del ARNg. De los resultados 

obtenidos observamos que un aumento en los niveles de m6A, mediado por el complejo 
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metiltransferasa METTL3/14, induce un aumento de Gag intracelular, una disminución 

del empaquetamiento del ARNg, una disminución en la interacción Gag-ARNg y 

cambios estructurales en la 5´-UTR. La disminución en los niveles de m6A por el 

silenciamiento de METTL3 o la desmetilación mediada por FTO inducen un aumento 

del empaquetamiento del ARNg. Adicionalmente, observamos que Gag se asocia con 

FTO en el núcleo y disminuye los niveles de ARNg metilados. Finalmente, 

identificamos a las adenosinas 198 y 242 en la 5´-UTR como dos de los residuos que 

participarían en la regulación del empaquetamiento. Los resultados obtenidos en esta 

tesis sugieren que la ausencia de m6A en la 5´-UTR favorece el uso del ARNg como 

el genoma incorporado en las nuevas partículas virales, revelando un nuevo 

mecanismo molecular que regula el destino citoplásmico del ARN viral.  
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Abstract 

 

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is the main etiological agent of the 

acquired immunodeficiency syndrome (AIDS). The viral genome consists of a single 

stranded positive sense RNA (genomic RNA or gRNA), which is found as a dimer within 

the viral particle. During the late stages of viral replication, the gRNA plays two major 

roles by acting as the messenger RNA for the synthesis of the structural protein Gag 

and Gag-Pol, and as the genome packaged into newly produced viral particles. It has 

been shown that gRNA it exists as two populations able to play only one function at a 

time. In vitro analysis suggested that structural switches within the 5´-untranslated 

region (5´-UTR) of the gRNA favors translation or packaging, despite the fact that 

structural analysis ex vivo and in virio do not support the existence of these 

conformational differences or an impact on gRNA translation. Additionally, it has been 

reported that the presence of 1, 2 or 3 guanosines at the 5´ of the gRNA impact its 

structure, and, in consequence, its function as a mRNA or genome. It was recently 

reported that the presence of the post-transcriptional modification N6-methyladenosine 

(m6A) on the HIV-1 gRNA promotes viral protein synthesis. Analysis of our laboratory 

revealed that the 5´-UTR of the gRNA contains m6A within the cell, but not in the viral 

particle, indicating that the absence of m6A within the 5´-UTR is probably necessary for 

the packaging of the gRNA. In the present thesis, we have evaluated the impact of m6A 

on the packaging of the HIV-1 gRNA. We observed that the increase on m6A levels, 

mediated by METTL3/14, induce an increase on intracellular Gag together with a strong 

decrease of the gRNA packaged into released viral particles, a decrease on Gag-gRNA 
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interaction and structural changes in the 5´-UTR. The decrease of m6A level (mediated 

by METTL3 knockdown or FTO overexpression) induced an increase in the packaged 

gRNA. Interestingly, HIV-1 Gag associates with FTO in the nucleus to decrease the 

levels of methylated gRNA. Finally, we identified adenosines 198 and 242 within the 

5´-UTR as two key residues responsible for the regulation of gRNA packaging mediated 

by m6A. Together, the results obtained in this thesis suggest that the presence of m6A 

on the 5´-UTR determines the use of the gRNA as the packaged genome revealing a 

novel molecular mechanism regulating the cytoplasmic fate of this viral RNA. 
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Introducción 

 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) 

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) pertenece al género Lentivirus de la 

familia Retroviridae (Chiu et al. 1985; Sonigo et al. 1985) y es el agente causal  del 

Síndrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) . Existen dos tipos de VIH, el virus 

de la inmunodeficiencia humana de tipo 1 (VIH-1) y el virus de la inmunodeficiencia 

humana de tipo 2 (VIH-2), donde VIH-1 es el responsable de la pandemia. De acuerdo 

con las cifras del último reporte entregado por el Programa Conjunto de las Naciones 

Unidas sobre VIH/SIDA (ONUSIDA), en la actualidad existen 38 millones de personas 

que viven con VIH-1 en el mundo (Onusida , Hoja Informativa Mundial. 2019). A nivel 

nacional, se reportó un aumento del 34% de nuevos casos de infección en los últimos 

8 años (UNAIDS 2019). A pesar del éxito de los tratamientos existentes, aún no es 

posible erradicar el virus del organismo y en consecuencia el SIDA es considerado una 

enfermedad crónica no curable que requiere tratamiento de por vida.   

 

El aislamiento y descubrimiento del VIH-1 como el patógeno responsable del SIDA 

ocurre por primera vez en 1983, con el análisis de un ganglio linfático de un paciente 

con una linfoadenopatía (Barré-Sinoussi et al. 1983). Sin embargo, se ha establecido 

que el origen de este virus ocurrió por la transmisión zoonótica del virus de la 

inmunodeficiencia de los simios (SIV) desde primates no humanos (chimpancé y 

gorilas) a humanos (Hirsch et al. 1989; Peeters et al. 1989; Plantier et al. 2009). Basado 

en análisis filogenéticos de numerosos aislados virales, obtenidos de diversos 
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orígenes geográficos, se observó que el VIH-1 puede ser clasificado en 4 grupos: M, 

N, O y P, siendo el grupo M el responsable de la pandemia. Se ha reportado que los 

grupos M y N tienen su origen en SIV de chimpancé (Pan troglodytes troglodytes) y los 

grupos O y P en gorilas (Gorilla gorilla gorilla) (D’arc et al. 2017; Sharp and Hahn 2011). 

El grupo M, a su vez, se clasifica en los subtipos A, B, C, D, F, G, H, J, K y L; y los 

virus recombinantes de diversos subtipos son denominados Formas Recombinantes 

Circulantes (CRF, por sus iniciales en ingles) (D’arc et al. 2017; Sharp and Hahn 2011; 

Yamaguchi et al. 2020). 

 

1. Estructura de la partícula viral 

La partícula de VIH-1 tiene un tamaño que varía entre los 80 y 120 nanómetros (nm) 

de diámetro (Gentile et al. 1994). Su envoltura corresponde a una membrana lipídica 

de origen celular donde se encuentran insertas las glicoproteínas de superficie (gp120) 

y de transmembrana (gp41) (Turner and Summers 1999). Asociada a la parte interna 

de la membrana lipídica se encuentra la proteína Matriz (MA p17) y hacia el interior de 

la partícula se encuentra la cápside, compuesta por la proteína Cápside (CA p24), que 

contiene el genoma viral junto con las proteínas Nucleocápside (NC p7) y las enzimas 

virales Proteasa (PR), Transcriptasa reversa (TR) e Integrasa (IN). El genoma de VIH-

1 consiste en una molécula de ARN hebra simple polaridad positiva, denominada ARN 

genómico (ARNg), la cual se encuentra como un dímero al interior de la partícula (J L 

Clever, Wong, and Parslow 1996; Moore and Hu 2009; Jean Christophe Paillart et al. 

2004) (Figura 1).  
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Figura 1: Partícula de VIH-1. Modelo de la partícula de VIH-1 con las glicoproteínas de 

superficies y transmembrana (gp120 y gp41), los dominios de Gag-Pol (MA p17, CA p24, NC 

p7, PR, TR e IN) y el dímero de ARNg. Modificado de (Freed 2015). 

 

2. Organización genómica y proteínas virales 

El genoma de VIH-1 posee un tamaño de 9-kb y codifica 9 genes que permiten la 

síntesis de 15 proteínas virales. La proteína estructural Gag de 55 kDa (Gag p55) es 

procesada en las proteínas Matriz (MA p17), Cápside (CA p24), Nucleocápside (NC 

p7) y p6 (Mailler et al. 2016a).  La proteína Gag-Pol es procesada en las enzimas 

Proteasa (PR), Transcriptasa reversa (TR) e Integrasa (IN).  Por otro lado, la proteína 

Env origina las glicoproteínas de superficie (gp120) y transmembrana (gp41). 

Adicionalmente, VIH-1 codifica las proteínas regulatorias Rev y Tat, donde Rev 

participa en la exportación nuclear de los transcritos virales, como se mencionará 

posteriormente (Malim et al. 1989) y Tat es una proteína esencial para la transcripción 

(Li et al. 2005; Q. Zhou and Sharp 1995). Por otro lado, VIH-1 codifica las proteínas 

accesorias Nef, Vif, Vpr y Vpu, las cuales participan en diferentes etapas del ciclo 

replicativo viral.  
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3. Ciclo replicativo  

El VIH-1 infecta principalmente células del sistema inmune como linfocitos-T, células 

dendríticas o macrófagos, las cuales expresan el receptor CD4 y uno de los co-

receptores de quimioquinas, CCR5 o CXCR4, necesarios para la entrada del virus. 

 

El ciclo replicativo viral comienza con la interacción de las glicoproteínas de superficie 

y transmembrana con los receptores y co-receptores de la célula hospedera para que 

ocurra la fusión de membranas (Grewe, Beck, and Gelderblom 1990). Posteriormente, 

la cápside viral ingresa al citoplasma celular, donde las moléculas de ARNg son 

retrotranscritas por la transcriptasa reversa viral en una molécula de ADN de doble 

hebra (Hu and Hughes 2012) que es importado al núcleo e integrado en un cromosoma 

celular por acción de la enzima integrasa, estableciendo el estado denominado 

provirus (Figura 2) (Frankel and Young 1998). Cabe destacar que una vez ocurrida la 

integración, el provirus puede permanecer latente o iniciar el programa de expresión 

génica viral (Siliciano and Greene 2011).  
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Figura 2: Ciclo replicativo de VIH-1. Resumen esquemático del ciclo replicativo de VIH-1. 

Modificado de (Nisole, Stoye, and Saïb 2005). 

 

La transcripción del provirus, es regulada por la proteína viral Tat que interacciona con 

la región TAR (región de transactivación) presente en el ARNg para promover la 

transcripción de este (Karn and Stoltzfus 2012).  Comandada por la ARN polimerasa II 

(ARN pol II), la transcripción del provirus da origen al ARNg (9-kb) o también 

denominado ARN mensajero completo (ARNmc), el cual posee una estructura 7-metil-

guanosina (m7GpppN, donde N es cualquier nucléotido) o cap en su extremo 5´ y una 

cola de poliadenilato (poliA) en su extremo 3´. El ARNg, mediante corte y empalme 

alternativo, permite la generación de los ARNs mensajeros (ARNm) parcialmente 

procesados de 4-kb que codifican las proteínas virales Env, Vpu, Vif y Vpr y los ARNm 

completamente procesados de 2-kb que codifican las proteínas Tat, Rev y Nef. El 
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and leading to its proteasome-dependent degrad-
ation56,62. Sumoylation at residue K160 is required for 
As2O3-induced NB maturation and PML catabolism 
through 11S proteasome recruitment63,64. However, 
the initial formation of nuclear-matrix-associated 
PML aggregates might instead be a consequence of 
PML dephosphorylation63.

The precise functions of PML and NBs have 
remained elusive despite the wealth of information 
now available (for review, see REF. 65). In particular, it 
has still not been established whether NBs are active 
compartments or just nuclear depots used by cells to 
store various components.

PML expression is induced by type I IFNs66–68, 
and IFN treatment causes an increase in both the size 
and the number of NBs. Accordingly, it is now clear 
that PML can act as one effector of the antiviral state 
induced by IFN. RNA viruses are particularly sus-
ceptible to IFNs, even though many have developed 
counteracting strategies69. However, analysis of the 
precise role of PML is complicated by the number of 
other proteins that also have roles in virus inhibition, 
such as PKR, 2′-5′ OAS, and Mx proteins.

In the absence of IFN, overexpression of PML 
confers resistance to infection by vesicular stomatitis 
virus (VSV) and influenza A virus70. Surprisingly, 
resistance to VSV is observed in mice regardless 
of whether they express PML or not68. This could 
probably be explained by the fact that the contribu-
tion of PML to the IFN-induced antiviral response is 
masked by other antiviral molecules such as Mx pro-
teins. By contrast, rabies virus and arenaviruses such 
as Lassa virus and lymphocytic chorio meningitis 
virus (LCMV) replicate to higher levels in PML–/– 
cells, but overexpression of PML does not have a 
significant effect on either Lassa virus or LCMV rep-
lication71, indicating that the effects of PML might be 
indirect. It should be noted that PML overexpression 
might not be a good indicator of its inhibitory effect, 
as the endogenous amount of protein might well be 
sufficient for antiviral activity.

PML has also been reported to be active against 
retrovirus replication. However, the two documented 
examples differ radically in terms of the proposed 
mode of action. The first reports transient cyto plasmic 
export of PML during the early phase of HIV or 
murine leukaemia virus (MLV) infection72. The rapid-
ity of PML recruitment by incoming retroviral pre-
integration complexes (PICs) indicates that it is probably 

Figure 3 | Tripartite motif (TRIM) proteins interfering with the retroviral replicative cycle. Schematic representation of the 
replicative cycle of retroviruses. Arrows show at which stage of the cycle TRIM proteins are believed to interfere. TRIM32 has 
been reported to bind HIV-1 Tat123, but no interference with viral replication has been described. PIC, pre-integration complex; 
RT, reverse transcriptase.
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ARNg o ARNmc de 9-kb, que no sufre corte y empalme, codifica para las proteínas 

Gag y Gag-Pol (Figura 3) (Karn and Stoltzfus 2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3: Genoma y transcritos de VIH-1. Genoma de VIH-1 (arriba) y representación de los 

diferentes tipos de transcritos virales. Modificado de (Kuzembayeva et al. 2014). 

 

Los transcritos completamente procesados (2-kb) son exportados por la vía canónica 

de exportación nuclear de los ARNm celulares, la cual es mediada por el factor de 

exportación NXF1 (Cullen 2003; Sandri-Goldin 2004). Por otro lado, los ARNs 

mensajeros (ARNm) que contienen intrones (9-kb y 4-kb) son exportados desde el 

núcleo al citoplasma gracias al factor de exportación celular CRM1 y la proteína viral 

Rev, que interacciona con el elemento de respuesta a Rev (RRE) presente en la región 

del gen env en los ARNs virales (Cullen 2003; Sandri-Goldin 2004).  Adicional al rol en 

exportación nuclear, se ha descrito que Rev promueve la asociación de los transcritos 

de 9-kb con los ribosomas (Arrigo and Chen 1991; Kimura et al. 1996; D. Toro-Ascuy 
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et al. 2018). Una vez en el citoplasma, los transcritos virales reclutan la maquinaria de 

traducción celular para ser traducidos y sintetizar las proteínas virales, necesarias para 

completar el ciclo replicativo viral. El ARNg también es usado como el genoma que se 

empaquetará como un dímero en la nueva partícula viral que será liberada 

(Kuzembayeva et al. 2014). Posterior a la liberación de la partícula viral, la proteasa 

viral (PR) procesa el precursor de Gag en los dominios MA p17, CA p24, NC p7 y p6. El 

procesamiento de Gag gatilla la transformación morfológica del virión, proceso 

conocido como maduración (Freed 2015). 

 

Destino del ARNg en el citoplasma celular: Traducción y/o empaquetamiento 

Cómo se puede apreciar, el ARNg de VIH-1 cumple tres funciones posteriores a la 

transcripción, claves para el éxito del ciclo replicativo viral. A nivel nuclear, el ARNg es 

usado como pre-ARN mensajero (pre-ARNm) originando, mediante corte y empalme 

alternativo, los transcritos de 4-kb y 2-kb. A nivel citoplásmico, el ARNg es usado, por 

un lado, como ARNm para la síntesis de las proteínas Gag y Gag-Pol y, por otro lado, 

como el genoma que se empaquetará en la nueva partícula viral. Por décadas ha sido 

de gran interés entender los mecanismos involucrados en la regulación de las 

funciones citoplásmicas del ARNg, fundamentales para el éxito del ciclo replicativo 

viral. El hecho de que la maquinaria de traducción y de ensamble de partículas puedan 

competir por la utilización del ARNg ha llevado a pensar que necesariamente debe 

existir una regulación entre estos dos procesos (Mailler et al. 2016b). Grandes 

esfuerzos se han realizado en el área, donde muchos grupos de investigación han 

propuesto modelos de regulación de la traducción y el empaquetamiento del ARNg de 

VIH-1 (Mailler et al. 2016b). Sin embargo, a pesar de lo mucho que se ha avanzado en 



26 
 

este conocimiento, aún existen una serie de interrogantes por contestar que permitan 

entender los mecanismos moleculares asociados a definir si el ARNg será 

preferencialmente traducido o empaquetado. Sin embargo, existe consenso en que la 

región 5´-no traducida (5´-UTR) es clave en la regulación de ambos procesos, donde 

el reconocimiento de esta región a través del dominio nucleocápside (NC p7) de Gag 

es fundamental para que el ARNg sea seleccionado para empaquetarse. 

 

1. Región 5´-no traducida 

La 5´-UTR del ARNg de VIH-1 es una región altamente conservada entre las diferentes 

cepas y aislados virales. Esta región contiene 336 nucleótidos (nt) de largo (en los 

aislados NL4.3 y LAI) y se organiza en dominios estructurales y funcionales que 

regulan pasos claves en el ciclo replicativo viral como la transcripción reversa, 

transcripción, dimerización, inicio de la traducción y el empaquetamiento (B. Berkhout 

1996; J. Paillart et al. 2004). Desde 5´a 3´, la primera región estructural es la región de 

transactivación (TAR) la cual es reconocida por la proteína viral Tat y es esencial para 

la transcripción de los transcritos virales (Karn and Stoltzfus 2012). La horquilla de poli-

adenilación (poliA) contiene la señal de poli-adenilación, presente en la 5´-UTR y en la 

3´-UTR, pero utilizada sólo cuando está presente en la región 3´-UTR (Cochrane, 

McNally, and Mouland 2006). La región del sitio de unión al partidor (PBS) es una 

región importante en el reclutamiento del tRNALys3, el cuál es utilizado como partidor 

para iniciar el proceso de transcripción reversa del ARNg en la siguiente ronda de 

replicación (Arts and Grice 1997). Río abajo se encuentra el sitio de inicio de la 

dimerización en la horquilla SL1 (DIS o SL1), región fundamental para la dimerización 

del ARNg durante el empaquetamiento de este (Ohlmann, Mengardi, and López-Lastra 



27 
 

2014; J. Paillart et al. 2004). Por otro lado, el sitio dador de corte y empalme (SD o 

SL2) es usado durante el procesamiento del ARN viral por el splicesoma, la señal de 

empaquetamiento (y o SL3) es necesaria para la encapsidación del ARNg  y el codón 

AUG necesario para el inicio de la traducción (SL4) (Figura 4) (D’Souza and Summers 

2005; Mailler et al. 2016b). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4: Arquitectura de la 5´-UTR del ARNg de VIH-1. Esquema del 5´-UTR del ARNg, 

donde se muestran la región de trans-activación (TAR), la señal de poliadenilación (poliA), la 

región PBS y las cuatro horquillas SL1, SL2, SL3 y SL4 con el sitio de inicio de la dimerización 

(DIS), la señal de empaquetamiento (y) y el codón de inicio de la traducción AUG, 

respectivamente. Modificado de (Mailler et al. 2016a). 

 

2. Traducción del ARNg de VIH-1 

La traducción de los ARNm celulares es un proceso complejo en el cual participan una 

gran cantidad de proteínas celulares. Este proceso está compuesto principalmente por 
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tres pasos: inicio, elongación y terminación (Guerrero et al. 2015). Brevemente, el inicio 

de la traducción comienza con la unión de la subunidad ribosomal 40S al 5´ cap del 

ARNm, para que luego ocurra la progresión del ribosoma en una dirección de 5´ a 3´ 

para reconocer el codón de inicio de la traducción (AUG) y el posicionamiento de la 

subunidad mayor del ribosoma al ARNm. Posteriormente, la elongación consiste en la 

formación del enlace peptídico entre los aminoacil-tRNA y el péptido naciente. 

Finalmente, el termino de la traducción se da con el reconocimiento del codón de 

término por los factores de liberación, induciendo la liberación de las subunidades 

ribosomales y del péptido recién sintetizado (de Breyne and Ohlmann 2019; Ohlmann, 

Mengardi, and López-Lastra 2014). 

 

La mayoría de los ARNm eucariontes inician la traducción por un mecanismo 

dependiente del 5´ cap. El reclutamiento de la subunidad ribosomal 40S a la estructura 

cap del ARNm ocurre como parte de un complejo de iniciación 43S, compuesto por la 

subunidad ribosomal unida al complejo eIF2-GTP/Met-ARNt (ARNt iniciador) junto a 

los factores de inicio de la traducción eIF1A, eIF1, eIF3 y eIF5.  Para este reclutamiento 

es necesario el complejo eIF4F, compuesto por las proteínas eIF4E, eIF4A y eIF4G 

(Jackson, Hellen, and Pestova 2010; Sonenberg and Hinnebusch 2009). La estructura 

5´ cap del ARNm es reconocida por eIF4E; eIF4G participa como una proteína 

andamio que interacciona con eIF4E y eIF4A. La proteína eIF4A es una proteína 

helicasa de ARN de la familia DEAD-box y participa en la desestructuración del ARNm. 

Por otro lado, la interacción de eIF4G con la proteína de unión a poliA (PABP), que a 

su vez interacciona con la cola poliA permite la circularización del ARNm, conformación 

física favorable para que ocurra la iniciación y el reciclaje de ribosomas (de Breyne 
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and Ohlmann 2019; Kahvejian, Roy, and Sonenberg 2001; Ohlmann, Mengardi, and 

López-Lastra 2014). La interacción entre eIF4G con eIF3 permite reclutar el complejo 

43S, el cual “recorre” la 5´-UTR del ARNm hasta reconocer el codón de inicio AUG 

mediante complementariedad con el anticodón del ARNt iniciador. Posterior al 

reconocimiento del codón AUG se gatilla la liberación de los factores de inicio de la 

traducción y la subunidad 60S se posiciona sobre el ARNm, formando el ribosoma 80S 

con el ARNt iniciador en el sitio P del ribosoma, terminando el paso de inicio de la 

traducción.  

 

Un mecanismo alternativo es el inicio de la traducción independiente del 5´ cap, 

mediante el uso de sitios internos de entrada a ribosomas (IRES), el cual fue descrito 

primeramente en ARNm virales de la familia Picornaviridae (Jang et al. 1988; Pelletier 

and Sonenberg 1988). Los IRES corresponden a elementos de ARN capaces de 

reclutar la maquinaria de traducción de manera independiente del 5´ cap (Ohlmann, 

Mengardi, and López-Lastra 2014). Este mecanismo de inicio de la traducción 

requiere, además, la interacción del IRES con proteínas no relacionadas con los 

componentes canónicos de la traducción, proteínas denominadas como factores trans-

activadores de IRES (ITAFs) (López-Lastra, Rivas, and Barría 2005). 

 

El ARNg de VIH-1 puede iniciar la traducción para sintetizar las proteínas Gag y Gag-

Pol por un mecanismo dependiente del 5´ cap o mediada por IRES (Barrera et al. 2020; 

Ben Berkhout, Arts, and Abbink 2011; Brasey et al. 2003; Monette et al. 2013; Plank, 

Whitehurst, and Kieft 2013; Ricci et al. 2008). Se ha reportado que en las primeras 24-

48 horas post-infección, la síntesis de las proteínas virales de VIH-1 dependen de una 
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traducción dependiente del 5´ cap, mientras que en etapas posteriores el inicio de la 

traducción es mediada por IRES (Amorim et al. 2014; Guerrero et al. 2015). El inicio 

de la traducción dependiente del 5´ cap ha sido observado in vitro (Ricci et al. 2008) y 

ex vivo (Ben Berkhout, Arts, and Abbink 2011; Miele et al. 1996; Soto-Rifo, Limousin, 

et al. 2012; Soto-Rifo, Rubilar, et al. 2012), mediante el cual se reconoce el ARN viral 

para promover el reclutamiento del complejo 43S.  

 

Además de la estructura cap, el ARNg de VIH-1 presenta dos IRES: uno en la 5´-UTR 

y otro en la región codificante de Gag. El IRES de la región 5´-UTR ha sido 

ampliamente caracterizado en el clon proviral de VIH-1 (pNL4.3) (Brasey et al. 2003), 

en el aislado LAI (Gendron et al. 2011; Vallejos et al. 2012) y en ARN viral aislado de 

muestras clínicas (Vallejos et al. 2012).  El IRES mínimo en la 5´-UTR abarca desde 

el nucleótido 104 al nucleótido 336, región que coincide con el PBS, DIS, SD y y  

(Brasey et al. 2003) y ha sido descrito que es estimulado por el ciclo celular y por ITAFs 

celulares (de Breyne and Ohlmann 2019; Vallejos et al. 2011).  

 

3. Empaquetamiento del ARNg de VIH-1 

El proceso de empaquetamiento del ARNg es un proceso complejo, altamente 

regulado, que requiere una serie de pasos cuyos parámetros espaciales y  temporales 

no son completamente conocidos (Mailler et al. 2016b). Este proceso involucra la 

incorporación del ARN viral, ARNs celulares, proteínas celulares y proteínas virales en 

la nueva partícula viral que se está formando (Kuzembayeva et al. 2014). 
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Para generar partículas infecciosas, durante la formación de las nuevas partículas 

virales se deben seleccionar dos copias de ARNg (Chen et al. 2009; Mailler et al. 

2016b; Jean Christophe Paillart et al. 2004), que interaccionan entre sí de manera no 

covalente por un proceso denominado dimerización (Jean Christophe Paillart et al. 

2004). La interacción entre las dos moléculas de ARNg inicia en la región DIS (SL1), 

región con una secuencia palindrómica de 6 nt (Abbink and Berkhout 2003; Van Bel et 

al. 2014; Jean Christophe Paillart et al. 1994, 1996; Skripkin et al. 1994). Se ha descrito 

que la dimerización del ARNg es un paso crítico para el empaquetamiento selectivo 

del ARNg  (B Berkhout and van Wamel 1996; Houzet et al. 2007; J C Paillart et al. 

1996). Mas aún, se ha reportado que si dos señales de dimerización (DIS) están 

presentes en la misma molécula de ARN viral, esta puede formar un dímero 

intramolecular y empaquetarse como un monómero, sugiriendo que el dímero de 

ARNg es la unidad de reconocimiento para el empaquetamiento en la nueva partícula 

(O. A. Nikolaitchik et al. 2013). Es importante mencionar, que ha surgido evidencia que 

indica que pueden existir otros sitios de dimerización adicionales, pero estos aún no 

han sido caracterizados en profundidad (Hill et al. 2003; Sakuragi and Panganiban 

1997). Adicional a su rol en empaquetamiento, se ha observado que la dimerización 

del ARNg podría tener un impacto en otras etapas del ciclo replicativo viral como la 

transcripción reversa y traducción (Boeras et al. 2017; Sergei Kharytonchyk and 

Pedersen 2010; Mikkelsen and Pedersen 2000).  

 

Para que el ARNg sea seleccionado para empaquetarse es clave también la 

interacción entre el dominio NC de Gag y secuencias presentes en la 5´-UTR del ARNg 

(Larson et al. 2003; Mattei et al. 2015), donde se ha demostrado que esta interacción 
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favorece la selección del ARNg  sobre  otras especies de ARN, favoreciendo la 

especificidad de encapsidación  (Kuzembayeva et al. 2014; Mailler et al. 2016). El 

dominio NC contiene dos dominios de dedos de zinc (zinc finger) que son 

fundamentales en la interacción con el ARNg (Stephen Campbell and Rein 1999; 

Cimarelli et al. 2000; Muriaux et al. 2001). Sin embargo, análisis in vitro demuestran 

que Gag tiene mayor afinidad por el ARNg que el dominio NC aislado, sugiriendo que 

otros dominios contribuyen a la interacción Gag-ARNg (Berkowitz, Luban, and Goff 

1993; Cruceanu et al. 2006; Damgaard, Dyhr-Mikkelsen, and Kjems 1998; El-Wahab 

et al. 2014; Rein et al. 2011). Mediante ensayos de inmunoprecipitación y qRT-PCR 

se ha propuesto que la interacción inicial entre Gag y el ARNg ocurriría en el citoplasma 

(Kutluay and Bieniasz 2010).  

 

Posterior a la interacción entre el ARNg y NC se produce la interacción entre moléculas 

de Gag, proceso denominado como multimerización, el cual está mediado por el 

dominio CA de Gag. Mediante microscopía confocal se ha visto que este proceso 

ocurre extensivamente en la membrana plasmática (S Campbell and Vogt 1995; 

Hendrix et al. 2015; Rein et al. 2011). 

 

El ensamblaje de la partícula ocurre en la membrana celular, particularmente en 

dominios discretos de la membrana conocidas como balsas lipídicas (lipids rafts) 

(Jouvenet et al. 2006). Se ha observado que el dominio MA participa en la interacción 

del complejo Gag-ARN con la membrana celular, mediante interacciones hidrofóbicas 

con lípidos en la membrana (Mailler et al. 2016b) y promueve la incorporación de la 

glicoproteína Env en el virión que se está formando. Muchas proteínas celulares como 
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ABCE1 (Lingappa et al. 2006; Robinson et al. 2014), Staufen1 (Mouland et al. 2000) y 

DDX6 (Reed et al. 2012) participan en el transporte del complejo Gag-ARNg a la 

membrana. Finalmente, p6 participa en la liberación de la partícula ensamblada desde 

la célula hospedera a través del reclutamiento del complejo ESCRT (endosomal sorting 

complex requiered for transport), el cual cataliza la fisión de la membrana para 

completar el proceso de gemación de la partícula viral (Demirov, Orenstein, and Freed 

2002).  

 

La incorporación selectiva del ARNg por sobre los ARNs celulares y los otros ARNs 

virales es esencial para la replicación viral (Sun, Rao, and Rossmann 2010). A pesar 

de que el ARNg representa menos del 1% de todos los ARNs que se encuentran en el 

citoplasma (incluyendo ARNs virales y celulares), este se encuentra en más del 90% 

de las nuevas partículas formadas (Chen et al. 2009), indicando la selectividad de 

encapsidación del ARNg.  

 

Como se mencionó anteriormente, el empaquetamiento selectivo del ARNg es un 

proceso mediado por interacciones específicas entre regiones del ARN con el dominio 

NC de Gag. Mediante deleciones en la 5´-UTR del ARNg se ha buscado identificar 

aquellos dominios que son importantes para el empaquetamiento de este, algunos 

estudios han identificado al dominio y (SL3) como la mayor señal de empaquetamiento 

en VIH-1 (Aldovini and Young 1990; Clavel and Orenstein 1990; A Lever et al. 1989), 

donde recientemente se reportó que la secuencia GGAG en y es critica para la unión 

de NC y el posterior empaquetamiento del ARNg (Pengfei Ding et al. 2020). Por otro 
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lado, mediante estudios de footprinting, mutagénesis y análisis de mapeo de 

interferencia mutacional (MIME), se definió que la región que va desde el nucleótido 

227 al 337 (en VIH-1 NL4.3) es crítica para la unión a Gag con el ARNg in vitro y se 

demostró que la horquilla SL1 (donde se encuentra DIS) sería más importante que SL3 

para la unión del ARN viral con Gag (Smyth et al. 2015). Estos datos coinciden con los 

sitios de unión a NC identificados en la 5´-UTR del ARNg mediante ensayos de 

entrecruzamiento e inmunoprecipitación acoplado a secuenciación masiva paralela 

(CLIP-seq) en células (Kutluay et al. 2014).  

 

Dado que en SL1 se encuentra la señal de dimerización y una de las señales de 

empaquetamiento es que se ha postulado que Gag reconoce al dímero de ARNg por 

sobre los monómeros de ARNg, donde ambos procesos están fuertemente 

relacionados (B Berkhout and van Wamel 1996; Houzet et al. 2007; Laughrea et al. 

1997; Mailler et al. 2016b). Es importante destacar que la conformación estructural de 

estas regiones es fundamental en la interacción del ARNg con Gag y el posterior 

empaquetamiento del ARN viral. De esta forma, mientras deleciones en SL3 que 

preservan la estructura sólo afectan el empaquetamiento del ARNg moderadamente 

(Clavel and Orenstein 1990; Harrison et al. 1998), deleciones que destruyen la 

estructura decrecen el empaquetamiento en más de mil veces, indicando la relevancia 

de la estructura en la selección y empaquetamiento del ARNg (Aldovini and Young 

1990).  

 

Adicionalmente, mediante ensayos de deleciones se ha reportado que las regiones 

TAR (Helga-Maria, Hammarskjöld, and Rekosh 1999), poliA (Russell et al. 2002), PBS 
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(Jared L. Clever, Miranda, and Parslow 2002) y los primeros nucleótidos de la región 

codificante para Gag (Luban and Goff 1994; O. Nikolaitchik et al. 2006) también 

contribuyen al empaquetamiento del ARNg.  

 

4. Selección del ARNg para empaquetarse 

Como se ha reiterado, el ARNg cumple dos funciones citoplásmicas en el ciclo 

replicativo viral siendo el ARNm del cual se sintetiza Gag y Gag-Pol, y por otro lado 

siendo el genoma que se empaquetará en la nueva partícula viral. Adicional a 

comprender como ocurre la incorporación selectiva del ARNg por sobre otros ARNs 

(mediada por la dimerización de este y el reconocimiento específico de Gag por la 5´-

UTR), muchos grupos han investigado cuales son los mecanismos moleculares que 

promueven que el ARNg se empaquete o que, por el contrario, interaccione con la 

maquinaria de traducción celular, siendo utilizado como ARN mensajero.  

 

Una de las primeras interrogantes a dilucidar es si el ARNg existe como dos 

poblaciones de ARN definidas y destinadas a cumplir cada función o si existe como 

una sola población que puede cumplir ambas funciones. En el caso del virus de la 

leucemia murina (MLV), un retrovirus simple, se ha reportado mediante análisis con un 

inhibidor de la transcripción (actinomicina D) que su ARNg existe como dos 

poblaciones definidas, una población que actúa como mensajero y otra que actúa 

como genoma (Levin et al. 1974). Consistente con esta segregación, un estudio 

demostró que ambas poblaciones de ARNg de MLV se exportan desde el núcleo de 

manera diferente, donde el ARNg que se utiliza como ARNm es exportado a través de 

NXF1 mientras que el ARNg que será usado como genoma es exportado vía CRM1 
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(Mougel et al. 2020). Se ha sugerido que las vías de exportación nuclear tienen una 

influencia en eventos citoplásmicos posteriores, como el ensamble de la partícula viral 

(Mailler et al. 2016b; Pocock et al. 2016).  

 

Contrario a MLV, mediante análisis con inhibidores de la transcripción e inhibidores de 

la exportación nuclear, se ha propuesto que el ARNg de VIH-1 puede ser usado 

indistintamente como ARNm o como genoma y pese a que no se descarta que sea 

posible que existan al menos dos poblaciones de ARNg, no se pudo determinar una 

separación funcional de estos (Dorman and Lever 2000). Adicionalmente, mediante 

análisis con inhibidores de la traducción en células T infectadas con VIH-1, se ha 

propuesto que la traducción del ARNg no es un requisito para el empaquetamiento de 

este descartando el empaquetamiento co-traduccional como mecanismo para la 

selectividad del ARNg que será incorporado en las nuevas partículas (M Butsch and 

Boris-Lawrie 2000; Andrew Lever 2000; McBride, Schwartz, and Panganiban 1997).  

 

Consistente con esta observación, recientemente se reportó que alrededor del 50% 

del ARNg citoplásmico se encuentra activamente traduciendo, proporción no alterada 

por la expresión de Gag (Chen et al. 2020). A pesar de que los autores encontraron 

que el ARNg que traduce y el que no traduce exhiben movimientos citoplásmicos que 

pueden llegar a la membrana plasmática, observaron que Gag selecciona 

específicamente a moléculas de ARNg que no se encuentran traduciendo para ser 

encapsidadas, sugiriendo que, aunque el ARNg puede cumplir la funcion de mensajero 

y genoma, sólo pueden llevar a cabo una función a la vez.  
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Si el ARNg de VIH-1 puede cumplir ambas funciones indistintamente, pero sólo puede 

cumplir una función a la vez, entonces cabe preguntarse ¿cómo se distinguen las 

moléculas de ARNg que se empaquetarán de aquellas que serán traducidas?  

 

Diferentes grupos de investigación, realizando estudios estructurales in vitro del ARNg, 

han propuesto que la selección de este como ARNm o como genoma estaría regulada 

por un ribointerruptor en la 5-´UTR, donde cambios conformacionales en esta región 

favorecerían uno de los dos procesos (Figura 5). Si bien, los modelos propuestos 

presentan algunas diferencias, ambos se basan en que en una estructura donde exista 

una interacción de la región única 5´ (U5) con el sitio de inicio de la dimerización (U5-

DIS), la región DIS quedaría ocluida y el codón AUG de Gag expuesto para promover 

la traducción. Por el contrario, en una estructura donde ocurra la interacción U5-AUG, 

se expondría DIS (SL1), y esta conformación sería competente con la dimerización y 

el subsecuente empaquetamiento, por sobre la traducción. En el caso del modelo 

presentado por el grupo liderado por Berkhout, estas estructuras se denominan 

estructura con interacciones de larga distancia (LDI) y estructura del tipo multi-horquilla 

ramificada (BMH), respectivamente (Figura 5A) (Abbink and Berkhout 2003; Huthoff 

and Berkhout 2001). En el caso del modelo propuesto por el grupo liderado por 

Summers, mediante análisis estructurales de resonancia magnética nuclear (NMR), 

demostraron que adicionalmente existe una estructura donde la interacción U5-AUG 

se extiende hasta incluir residuos del sitio dador de corte y empalme (SD), mientras 

expone los residuos claves que favorecen la interacción con NC, esta estructura es 

una conformación del tipo three-way junction (Figura 5B) (Keane et al. 2015). Los 
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detalles de estas propuestas han ido avanzando con el tiempo, pero la idea básica 

sigue siendo ampliamente aceptada (Rein 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Modelos estructurales de la 5´-UTR propuestos para la regulación de la 
traducción y empaquetamiento del ARNg de VIH-1. A) Modelo propuesto por el laboratorio 

de Berkhout, donde la estructura LDI promueve la traducción y la estructura BMH promueve 

el empaquetamiento. B) Modelo propuesto por el laboratorio de Summers, donde se propone 

que la región U5 esta envuelta en interacciones alternativas con DIS (promoviendo traducción) 

y con la región cerca al codón AUG (promoviendo el empaquetamiento). La estructura three-

way junction promueve el empaquetamiento. Modificado de (Mailler et al. 2016a). 

 

A diferencia de lo observado in vitro, mediante análisis estructurales del ARNg que se 

encuentra en la célula infectada y en la partícula viral, no se pudo detectar la 

conformación LDI (competente con la traducción), observándose principalmente la 

estructura del tipo BMH (competente con el empaquetamiento) (J. Paillart et al. 2004; 

Wilkinson et al. 2008a). Adicionalmente, se ha corroborado que la estabilización de la 
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RNAs, suggesting a mechanism preventing Gag binding to SL1 in spliced viral RNA. Consistent with
this idea, SL1 promotes exclusively the packaging of the unspliced gRNA, whereas spliced viral RNAs
deleted for SL1 are incorporated with equal efficiency as spliced RNAs containing SL1 [76]. It was
proposed that binding of the Gag precursor is controlled through a mechanism of double regulation:
the region 50 of SL1, present on all viral RNAs, prevents binding of Gag to SL1, whilst a downstream
region in the Gag gene, only present in the gRNA, abolishes this negative effect [13] (Figure 3A).
This mechanism probably requires tertiary interactions that cooperate to build a high affinity Gag
binding site, but these remain to be identified.
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Figure 3. RNA structural models proposed to regulate the packaging and translation of the gRNA.
(A) Gag binding is subjected to a mechanism of double regulation. The region upstream of SL1 (present
in all viral RNAs) negatively regulates Gag binding. A region upstream of SL1 prevents binding
of Gag to SL1 and this negative effect is counteracted by a motif downstream of SL4, present only
in gRNA species; (B) The Long Distance Interaction (LDI) proposed to promote translation and the
Branched Multiple Hairpin (BMH) proposed to promote packaging; (C) The U5 region is involved in
alternative interactions with the dimerization initiation site (DIS) (promoting translation) and the region
surrounding the AUG start codon (promoting packaging). A three-way junction, which further extends
the U5-AUG interaction and eliminates SL2, is proposed to favour packaging. TAR: Tat responsive
element; Poly-A: polyadenylation signal, U5: unique 50 region, PBS: primer binding site; SL: stem loop;
DIS: dimerization initiation site; SD: splice donor; Psi: packaging signal; AUG; start codon.

Given that the dimerization signal overlaps with the packaging signal, it is possible that Gag
recognizes the gRNA dimer rather than two monomers. Evidence for this is provided by the
observation that the duplication of the HIV-1 packaging site in one full length RNA leads to the
packaging of the monomer with an intramolecular interaction [109]. Indeed, the dimerization and
encapsidation of HIV-1 gRNA seem to be strongly interrelated processes [76,84,97,110–114], and this
feature is observed in all retroviruses studied to date [9,18,115–117]. This has given rise to several
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RNAs, suggesting a mechanism preventing Gag binding to SL1 in spliced viral RNA. Consistent with
this idea, SL1 promotes exclusively the packaging of the unspliced gRNA, whereas spliced viral RNAs
deleted for SL1 are incorporated with equal efficiency as spliced RNAs containing SL1 [76]. It was
proposed that binding of the Gag precursor is controlled through a mechanism of double regulation:
the region 50 of SL1, present on all viral RNAs, prevents binding of Gag to SL1, whilst a downstream
region in the Gag gene, only present in the gRNA, abolishes this negative effect [13] (Figure 3A).
This mechanism probably requires tertiary interactions that cooperate to build a high affinity Gag
binding site, but these remain to be identified.
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Figure 3. RNA structural models proposed to regulate the packaging and translation of the gRNA.
(A) Gag binding is subjected to a mechanism of double regulation. The region upstream of SL1 (present
in all viral RNAs) negatively regulates Gag binding. A region upstream of SL1 prevents binding
of Gag to SL1 and this negative effect is counteracted by a motif downstream of SL4, present only
in gRNA species; (B) The Long Distance Interaction (LDI) proposed to promote translation and the
Branched Multiple Hairpin (BMH) proposed to promote packaging; (C) The U5 region is involved in
alternative interactions with the dimerization initiation site (DIS) (promoting translation) and the region
surrounding the AUG start codon (promoting packaging). A three-way junction, which further extends
the U5-AUG interaction and eliminates SL2, is proposed to favour packaging. TAR: Tat responsive
element; Poly-A: polyadenylation signal, U5: unique 50 region, PBS: primer binding site; SL: stem loop;
DIS: dimerization initiation site; SD: splice donor; Psi: packaging signal; AUG; start codon.

Given that the dimerization signal overlaps with the packaging signal, it is possible that Gag
recognizes the gRNA dimer rather than two monomers. Evidence for this is provided by the
observation that the duplication of the HIV-1 packaging site in one full length RNA leads to the
packaging of the monomer with an intramolecular interaction [109]. Indeed, the dimerization and
encapsidation of HIV-1 gRNA seem to be strongly interrelated processes [76,84,97,110–114], and this
feature is observed in all retroviruses studied to date [9,18,115–117]. This has given rise to several
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interacción U5-AUG (competente con el empaquetamiento), efectivamente, estimula 

la dimerización del ARNg aislado desde células (Song, Kafaie, and Laughrea 2008) y 

que la disrupción de esta interacción tiene un impacto negativo en la unión de NC al 

ARNg (Keane et al. 2015). Incluso, se ha observado que mutaciones en las cercanías 

del codón AUG (SL4) inhiben el empaquetamiento del ARN viral (Keane et al. 2015; K. 

Lu et al. 2011; O. Nikolaitchik et al. 2006), demostrando la importancia de la interacción 

U5-AUG en el empaquetamiento del ARNg de VIH-1.   

 

En cuanto al impacto de la regulación mediada por los cambios conformacionales en 

la 5´-UTR en traducción, recientemente se ha observado, mediante experimentos de 

cinética, ensayos de dimerización y cuantificación de ARNg presentes en polisomas, 

que mutaciones que favorecen la interacción U5-DIS (conformación de la 5´-UTR 

propensa a la traducción) y la exposición del codón AUG en un clon infeccioso de VIH-

1, no son suficientes para incrementar las tasas de traducción del ARNg. Por el 

contrario, mutaciones que favorecen la interacción U5-AUG tampoco son suficientes 

para atenuar la traducción del ARNg. Esta evidencia demuestra que la traducción del 

ARNg se encuentra bajo selección positiva, donde estos cambios estructurales no 

definirían si el ARNg será o no traducido (Abbink et al. 2005; Boeras et al. 2017; 

Vallejos et al. 2011).  

 

Consistente con el impacto en el empaquetamiento del ARNg de los modelos 

propuestos de cambios estructurales, tres trabajos han reportado que la 

heterogeneidad en el uso del sitio de inicio de la transcripción del ARNg de VIH-1 

impacta en la estructura que adopta la 5´-UTR y, en consecuencia, en su función como 
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ARNm o como genoma (Brown et al. 2020; Siarhei Kharytonchyk et al. 2016; Masuda 

et al. 2015). Esta heterogeneidad en el uso del sitio de inicio de la transcripción está 

dada por la presencia de tres guanosinas en el promotor del provirus que pueden 

funcionar como sitio de inicio de la transcripción. Esto produce tres tipos de ARNs que, 

siguiente al 5´-cap, comienzan con una, dos o tres guanosinas (Cap1G, Cap2G o Cap3G, 

respectivamente). En un primer reporte se observó que a pesar de que las formas 

Cap2G y Cap3G son detectadas en las partículas virales, la forma Cap1G es la que 

predomina en los viriones que se están formando (Masuda et al. 2015). En los dos 

trabajos siguientes, se indica que el transcrito Cap1G, es seleccionado para 

empaquetarse ya que adopta una estructura dimérica que secuestra el cap e impide la 

interacción con factores de inicio de la traducción. Por otro lado, los transcritos Cap2G 

y Cap3G adoptan una estructura in vitro favorable para la traducción y son retenidos en 

la célula como ARNm para ser traducido (Kharytonchyk et al. 2016; Masuda et al. 

2015). Estos resultados sugieren que la dimerización y las funciones del ARNg como 

mensajero o genoma estarían controladas a nivel transcripcional, en el núcleo celular 

(Brown et al. 2020; Siarhei Kharytonchyk et al. 2016; Masuda et al. 2015). 

 

Todos estos estudios han sido aportes fundamentales que han permitido ir dilucidando 

como el ARNg coordina ser usado como mensajero o como genoma. A pesar de que 

no existe concordancia sobre el impacto de la regulación mediada por estos cambios 

conformacionales en la traducción de ARNg, es bastante aceptado que estos cambios 

estructurales participan en la regulación de la dimerización del ARNg y el posterior 

empaquetamiento de este, sin embargo, aún no ha sido posible determinar con 

exactitud los mecanismos moleculares asociados a esta regulación.  
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Recientemente, se reportó que el ARN genómico del virus de la hepatitis C (HCV) 

contiene modificaciones químicas del tipo N6-metildadenosinas (m6A) en su ARN y que 

la presencia de esta modificación impacta negativamente en el empaquetamiento del 

ARN viral en las nuevas partículas virales, donde aquellas moléculas de ARN que 

carecen de esta modificación son preferencialmente seleccionadas para encapsidarse 

en los nuevos viriones (Gokhale et al. 2016). Estos resultados indican la relevancia de 

la presencia de las modificaciones de ARN, en particular de m6A, en el destino de los 

ARNs virales surgiendo una nueva capa de regulación en la selección del ARN viral 

que se empaquetará. Los estudios estructurales y de mutaciones in vitro mencionados 

no consideran que los ARNs poseen modificaciones post-transcripcionales, resultando 

interesante analizar si estas modificaciones pudieran participar en la regulación del 

empaquetamiento del ARNg de VIH-1. Diferentes grupos de investigación, incluyendo 

el nuestro, han reportado la presencia de la modificación m6A en los transcritos de VIH-

1, cuyos resultados indican que esta modificación impacta en el metabolismo del ARNg 

durante el ciclo replicativo viral. 

 

Regulación del metabolismo de los ARNs celulares mediado por m6A 

La m6A es la modificación interna más abundante en los ARNm de eucariontes y 

consiste en una metilación en el nitrógeno seis de las adenosinas. Su distribución en 

el ARNm no es al azar ya que se encuentra enriquecida en la secuencia consenso 

DRACH, siendo D una A, G o U; R una purina y H una A, C o U (Wu et al. 2016). 

Aproximadamente, la secuencia DRACH se encuentra en uno de cada 57 nucleótidos 

en los ARNm, existiendo muchos sitios potenciales de metilación a lo largo de los 
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ARNs (Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019). A pesar de esta abundancia, sólo algunas de 

estas secuencias se encuentran metiladas. Las bases de la metilación sitio especifica 

aún son pobremente entendidas, sin embargo, se postula que al ocurrir la metilación 

de manera co-transcripcional, ciertos procesos que ocurren durante la transcripción 

podrían definir que sitios DRACH serán metilados (Salditt-Georgieff et al. 1976; 

Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019).  

 

Mediante el desarrollo de la técnica MeRIP-seq (o m6A-seq), la cual se basa en la 

inmunoprecipitación de ARNs metilados acoplado a secuenciación masiva paralela, se 

identificó a nivel de transcriptoma la topología de esta modificación en los ARN 

poliadenilados (ARNs mensajeros y ARN no codificantes largos, principalmente). 

Además, se determminó la distribución asimétrica de esta metilación en el 

transcriptoma, principalmente cerca de los codones de término, en las 3´UTR, exones 

internos largos y 5´-UTR (Dominissini, Moshitch-Moshkovitz, et al. 2012; Meyer et al. 

2012). 

 

La introducción de m6A, en la mayoría de los ARNm, es catalizada por un complejo 

“escritor” compuesto por la proteína Metiltransferasa tipo 3 (Methyltransferase like 3 o 

METTL3) y su homólogo Metiltransferasa tipo 14 (Methyltransferase like 14 o 

METTL14) (Liu et al. 2014a). In vitro, estas proteínas forman un heterodímero estable 

con una estequiometría de 1:1 y actúan sinérgicamente para promover la metilación 

del ARNm blanco. Adicionalmente, se reportó que METTL3 es el componente que 

posee la actividad catalítica mientras que METTL14 contribuye al reconocimiento del 

sustrato (Śledź and Jinek 2016; Xiang Wang et al. 2016). Un tercer componente crítico 
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es la proteína WTAP (Agarwala et al. 2012; Fray and Simpson 2000; Ping et al. 2014; 

Zhong et al. 2008), que se ha observado interacciona con el heterodímero 

METTL3/METTL14 localizando el complejo en estructuras denominadas “speckles” 

nucleares que corresponden a sitios donde se lleva a cabo el corte y empalme de los 

ARNm (Liu et al. 2014b; Wu et al. 2016). El complejo metiltransferasa es un complejo 

principalmente nuclear y la adición de m6A en el ARNm ocurre de manera co-

transcripcional  (Ke et al. 2017; Salditt-Georgieff et al. 1976; Williams, Gokhale, and 

Horner 2019; Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019), aunque es importante mencionar que 

se ha detectado METTL3 en el citoplasma (Alarcón et al. 2015; Choe et al. 2018). De 

manera interesante, el silenciamiento de las proteínas “escritoras” induce una 

disminución en el contenido de m6A tanto en ARNm de células HEK293T como de 

células HeLa, mientras que su sobreexpresión resulta en el efecto contrario (Geula et 

al. 2015; Liu et al. 2014b). Adicional al complejo METTL3/METTL14, se han detectado 

otras metiltransferasas que metilan adenosinas en la posición 6: la metiltransferasa 

ZCCH4 que metila el ARN ribosomal (ARNr) 28S (Ma et al. 2019; Van Tran et al. 2019),  

el complejo METTL5/TRMT112, donde METTL5 cataliza la metilación del ARNr 18S 

(Van Tran et al. 2019) y METTL16 que media la presencia de m6A en algunos ARNs 

no codificantes y unos pocos ARNm (Warda et al. 2017). 

 

Las proteínas encargadas de la remoción de esta metilación son denominadas 

“borradoras” de m6A. FTO fue identificada como la primera enzima capaz de remover 

el grupo metilo de las adenosinas en el ARN de manera específica (Jia et al. 2011). 

Así, su silenciamiento produce un incremento total en los niveles de ARNm con m6A y 

su sobreexpresión, un decrecimiento de estos (Jia et al. 2011). Posteriormente se 
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identificó la proteína ALKBH5 como otra desmetilasa de m6A (Zheng et al. 2013a). 

Recientemente, se ha reportado que FTO también media la desmetilación de la 

modificación N6,2´-O-dimetiladenosina (m6Am) presente en la posición +1 desde el 5´ 

cap en los ARNm y la N1-metiladenosina (m1A) en los ARNs de transferencia (Linder 

et al. 2015; Mauer et al. 2017; Schibler and Perry 1977; Wei et al. 2018).  

 

Finalmente, las proteínas “lectoras” de m6A son las encargadas de efectuar las 

funciones relacionadas a esta metilación (Dominissini, Moshitch-moshkovitz, et al. 

2012; Xiao Wang et al. 2014; Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019). Estas corresponden 

principalmente a miembros de la familia de proteínas con dominio YTH: YTHDC1 en 

el núcleo junto a YTHDC2, YTHDF1, YTHDF2 e YTHDF3 en el citoplasma. Se ha 

reportado que el impacto en el metabolismo de los ARNs metilados está comandado 

principalmente por el reconocimiento de las proteínas lectoras, donde se ha observado 

que dependiendo de cuál sea la proteína que lo reconozca se promueve el corte y 

empalme, la exportación nuclear, la traducción, la localización o la degradación del 

ARNm (Du et al. 2016a; Xiao Wang et al. 2014, 2015a). Estudios recientes han 

demostrado que las proteínas YTHDFs tienen diferentes efectos en el ARNm metilado, 

donde se ha visto que YTHDF1 promueve la traducción de los ARNm (Xiao Wang et 

al. 2015b), YTHDF2 promueve la degradación (Du et al. 2016b), e YTHDF3 junto con 

YTHDC2 pueden regular ambos procesos (Hsu et al. 2017; Shi et al. 2017). La lectora 

nuclear YTHDC1 regula el corte y empalme y la exportación nuclear de ciertos 

transcritos (Kasowitz et al. 2018; Xiao et al. 2016). 
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Numerosos estudios han indicado que la presencia de m6A induce una regulación 

positiva de la traducción del ARNm metilado mediante tres mecanismos diferentes. Un 

primer mecanismo involucra que la proteína lectora YTHDF1 une al factor de inicio de 

la traducción eIF3 en la región 3´-UTR para promover la traducción dependiente del 

5´, por un mecanismo desconocido (Xiao Wang et al. 2015b). Un segundo mecanismo 

propuesto, es que una interacción directa entre la 5´-UTR metilada y la proteína eIF3 

promueve un mecanismo de inicio de la traducción independiente del 5´cap (Meyer et 

al. 2015; Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019). El tercer mecanismo indica que el inicio de 

la traducción sería promovido por la interacción directa de METTL3, donde se ha 

propuesto que METTL3 metila al ARNm en el núcleo, pero esta se mantendría unida 

al transcrito cuando es exportado al citoplasma, donde la metiltransferasa une a eIF3 

para promover el inicio de la traducción (Choe et al. 2018; Lin et al. 2016). 

 

Otro aspecto importante de la regulación mediada por m6A es que su presencia puede 

alterar las estructuras secundarias en el ARNm, afectando la interacción de diversas 

proteínas de unión a ARN (Pereira-Montecinos, Valiente-Echeverría, and Soto-Rifo 

2017a; Xiao Wang et al. 2014) o repeler la unión de proteínas incapaces de reconocer 

adenosinas metiladas, conocidas como proteínas anti-lectoras (Edupuganti et al. 2017; 

Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019).  

 

Dada su homología con la epigenética, el estudio de la regulación asociada a estas 

modificaciones en los ARNm es conocido como “epitranscriptómica”.  
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Regulación del metabolismo del ARNg de VIH-1 mediado por m6A 

m6A es definitivamente la modificación post-transcripcional más ampliamente descrita 

en ARNs virales (Pereira-Montecinos, Valiente-Echeverría, and Soto-Rifo 2017b; 

Williams, Gokhale, and Horner 2019). Su presencia fue identificada en la mitad de los 

70´s en diversos virus que replican en el núcleo como el virus SV40, Adenovirus-2, 

virus herpes simplex (HSV-1), virus de la estomatitis vesicular (VSV),  virus de la 

leucosis aviar (ALV), virus influenza A y virus respiratorio sincicial (RSV) (Pereira-

Montecinos, Valiente-Echeverría, y Soto-Rifo 2017b; Williams, Gokhale, and Horner 

2019). Usando una combinación de estrategias de silenciamiento y sobreexpresión de 

la maquinaria de m6A y técnicas de secuenciación, se ha determinado que la presencia 

de m6A tiene un impacto positivo en el ciclo replicativo de algunos virus como 

enterovirus 71 (EV71), virus influenza A (IAV), metapneumovirus humano (HMPV), 

virus respiratorio sincicial (RSV) y SV40 (Pereira-Montecinos, Valiente-Echeverría, y 

Soto-Rifo 2017b; Gokhale et al. 2019). Por otro lado, como se mencionó previamente, 

se reportó que en el virus de la hepatitis C (HCV) la presencia de m6A inhibe el 

empaquetamiento del ARN viral, mediada por la interacción con las proteínas YTHDFs, 

impactando negativamente en la infección viral (Gokhale et al. 2016). Esta 

modificación también fue encontrada en otros miembros de la familia Flaviviridae tales 

como el virus Zika (ZIKV), virus dengue (DENV), virus  Nilo Occidental (WNV) y el virus 

de la fiebre amarilla (YFV) (Gokhale et al. 2016). En el caso de VIH-1, la presencia de 

m6A en el ARNg fue recientemente descrita y el impacto de esta modificación en el 

ciclo replicativo del virus es de gran relevancia en los estudios actuales que buscan 

comprender de manera precisa la regulación de la replicación viral (Kennedy et al. 

2016; Lichinchi, Gao, et al. 2016; Riquelme-Barrios et al. 2018; Tirumuru et al. 2016).  
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Tres grupos independientes reportaron la presencia de esta modificación a lo largo del 

ARNg viral, principalmente en la 5 ́-UTR, el elemento de respuesta a Rev (RRE) y la 

3 ́-UTR mediante la técnica MeRIP-seq (Kennedy et al. 2016; Lichinchi, Gao, et al. 

2016). Sin embargo, estos grupos reportaron mecanismos diferentes por el cual m6A 

regularía la replicación de VIH-1. El primer estudio que surgió, identificó que la 

presencia de m6A en la región que contiene el RRE  favorece su reconocimiento por 

la proteína viral Rev y, en consecuencia, la exportación nuclear de los transcritos 

virales de 4-kb y 9-kb (Lichinchi, Gao, et al. 2016). Un segundo reporte, demostró que 

la metilación del ARNg en la 3´-UTR favorece la síntesis de las proteínas virales Gag, 

Tat, Rev y Nef (Kennedy et al. 2016). Este fenómeno fue explicado por un efecto 

redundante, aún desconocido, de las proteínas lectoras de m6A, YTHDF1-3, en la 

abundancia de los ARNm virales (Kennedy et al. 2016). Por otro lado, el tercer grupo 

de investigación encontró que la presencia de m6A en el ARNg viral tiene roles 

provirales y antivirales (Tirumuru et al. 2016). Específicamente, en células T CD4+ 

observaron que las proteínas YTHDFs se unen al ARNg que se encuentra ingresando 

a la célula evitando la transcripción reversa, impactando negativamente en el ciclo 

replicativo viral. Sin embargo, en etapas tardías del ciclo replicativo, la presencia de 

m6A en el ARNg promueve la expresión de Gag en células infectadas (Tirumuru et al. 

2016). Interesantemente, se reportó que en células T infectadas, la proteína YTHDF3 

puede inhibir la replicación viral, ya que se empaqueta en el virión de VIH-1 y reduce 

en un 30% la transcripción reversa (Jurczyszak et al. 2020). Mas interesante aún, los 

autores observaron que YTHDF3 puede ser eficientemente degradada por la proteasa 

viral. Adicionalmente, se ha reportado que las tres proteínas YTHDFs y Gag forman 
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un complejo con el ARN para inhibir la infección viral (W. Lu et al. 2018). En su 

conjunto, estos resultados indican que la modificación m6A junto a su maquinaria 

celular asociada, pueden tener diferentes roles en la regulación de la infección 

dependiendo de la etapa del ciclo replicativo y la posición de m6A a lo largo del ARNg.  

 

Resulta interesante destacar que si bien, la metilación del ARNg promueve la síntesis 

de proteínas virales en etapas tardías de la infección, esta modificación también induce 

la degradación del ARNg durante la entrada del virus a la célula, mediante el 

reconocimiento de m6A en el ARNg por las proteínas YTHDFs (Tirumuru et al. 2016).  

Estos datos controversiales sugieren fuertemente que las proteínas lectoras de m6A 

podrían ser capaces de distinguir al ARNg en sus dos funciones, lo que podría 

explicarse a través de una metilación diferencial del ARNg cuando este actúa como 

ARNm o como genoma. Es por esta razón que, en el laboratorio, empleamos la técnica 

de MeRIP-seq con el fin de identificar los patrones de m6A en el ARNg que se 

encuentra en la célula respecto del ARNg que se encuentra en la partícula viral. 

Sorprendentemente, encontramos diferencias en los patrones de metilación, 

específicamente en la 5 ́-UTR del ARNg, observándose la presencia de m6A en la 5 ́-

UTR del ARNg intracelular y la ausencia de esta metilación en el ARNg que se 

encuentra en la partícula (Figura 6), sugiriendo que el ARNg que carece de m6A en la 

5´-UTR sería incorporado selectivamente en la partícula viral, similar a lo que sucede 

en el virus de la hepatitis C mencionado previamente.  
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Figura 6: Presencia de m6A en el ARNg intracelular y en partícula. A) Análisis de datos de 

m6A-seq obtenidos para el ARNg intracelular. B) Análisis de datos de m6A-seq obtenidos para 

el ARNg presente en la partícula viral. En el eje Y se observan los fragmentos por kilobase por 

millón de lecturas (FPKM) y en el eje X se observa la posición a lo largo del genoma de VIH-

1.  

 

Con estos antecedentes, en el presente trabajo de tesis, analizamos si la presencia de 

m6A en la 5´-UTR del ARNg de VIH-1 inhibe el reclutamiento de Gag y por ende el 

empaquetamiento del ARNg en la nueva partícula viral.  

 

 

A) 

B) 

Intracell

F
P

K
M

0

10.000

20.000

30.000

40.000

50.000

60.000

70.000

80.000

90.000

100.000

110.000

120.000

Nucleotide position in HIV-1 genome

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000

Particle

F
P

K
M

0

10.000

20.000

30.000

40.000

50.000

60.000

70.000

80.000

90.000

100.000

110.000

120.000

Nucleotide position in HIV-1 genome

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000

A)

B) Posición en el genoma de VIH-1

Posición en el genoma de VIH-1

Intracell

F
P

K
M

0

10.000

20.000

30.000

40.000

50.000

60.000

70.000

80.000

90.000

100.000

110.000

120.000

Nucleotide position in HIV-1 genome

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000

Particle

F
P

K
M

0

10.000

20.000

30.000

40.000

50.000

60.000

70.000

80.000

90.000

100.000

110.000

120.000

Nucleotide position in HIV-1 genome

0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000 8.000 9.000

A)

B) Posición en el genoma de VIH-1

Posición en el genoma de VIH-1



50 
 

Hipótesis y objetivos 

 

Hipótesis 

La presencia de m6A en la 5´-UTR del ARN genómico de VIH-1 inhibe su interacción 

con Gag y su empaquetamiento en la partícula viral. 

 

Objetivo general 

Determinar si la presencia de m6A en la 5´-UTR del ARN genómico de VIH-1 inhibe su 

interacción con Gag y su empaquetamiento en la partícula viral.  

 

Objetivos específicos 

1. Analizar el impacto de m6A en el empaquetamiento del ARNg de VIH-1 

 

2. Analizar el impacto de m6A en la interacción de Gag con el ARNg. 

 

3. Determinar experimentalmente los nucleótidos metilados en la 5´-UTR 

analizando su impacto en el empaquetamiento del ARNg de VIH-1.   
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Materiales y métodos 

 

Vectores de ADN 

Se utilizó el vector proviral pNL4.3-DEnv (denominado de ahora en adelante pNL4.3) 

previamente descrito (Daniela Toro-Ascuy et al. 2018), el cual contiene la secuencia 

completa del provirus de VIH-1 con una inserción de 4-pb en el gen env, que impide la 

expresión de esta proteína, permitiendo su manipulación fuera de un laboratorio de 

contención nivel 3. Los vectores mutantes pNL4.3DA198, pNL4.3DA242 y 

pNL4.3DA198/242 fueron obtenidos mediante una mutagénesis sitio dirigida usando el 

pNL4.3 como matriz y los partidores mostrados en la Tabla I; la mutagénesis se realizó 

mediante una reacción de amplificación usando los partidores mencionados y la 

posterior digestión con la enzima DPNI para eliminar los plásmidos originales (pNL4.3 

que fue usado como matriz). El vector pCMV-VSVg fue donado gentilmente por el Dr. 

Philipe Mageot (ENS-Lyon, Lyon, Francia). Los vectores shMETTL3 y shCTR (control) 

fueron obtenidos mediante la inserción de las secuencias interferentes para METTL3 

y el control (secuencia desordenada) en el vector pLKO.1. Los vectores de expresión 

pCDNA-Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-METTL14 fueron obtenidos de Addgene 

(Addgene #53739 y #53740, respectivamente) y fueron descritos previamente (Liu et 

al. 2014a). El vector pCDNA-d2EGFP fue previamente descrito (Daniela Toro-Ascuy 

et al. 2018). Los vectores pCDNA-3XFlag-FTO y pEGFP-ALKBH5 fueron donados 

gentilmente por el Dr. Yun-Gui Yang (Instituto de Genómica de Beijing, Academia 

China Ciencias) y fueron previamente descritos (Jia et al. 2011; Zheng et al. 2013b). 

El vector pCDNA-3XFlag-GFP fue obtenido reemplazando la secuencia codificante de 
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FTO desde el vector pCDNA-3XFlag-FTO por la secuencia codificante de d2EGFP. El 

vector pNL4.3-GagStop fue previamente descrito (Soto-Rifo, Rubilar, and Ohlmann 

2013). El vector pCDNA-Gag fue previamente descrito (Schwartz, Felber, and Pavlakis 

1992). El vector pBSK-GagPol, usado para la generación de las sondas con biotina en 

los ensayos de microscopía, fue descrito previamente (Soto-Rifo, Rubilar, and 

Ohlmann 2013). 

 

Tabla I: Secuencias de los partidores utilizados para la mutagénesis. 

 

 

 

 

 

Cultivo celular y transfección de ADN  

Las líneas celulares HEK293T y HeLa fueron mantenidas en DMEM (Life 

Technologies), suplementado con 10% de suero fetal bovino (Hyclone) y antibióticos 

(Hyclone) a 37ºC y 5% de CO2. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos (2.5 

x105 células/pocillo) y fueron transfectadas usando polietilenimina (PEI) lineal de 

25.000 Da (Polysciences) utilizando una proporción de µg DNA/µl PEI de 1/15, como 

se describió previamente (D. Toro-Ascuy et al. 2018). La mezcla DNA/PEI fue incubada 

por 20 minutos a temperatura ambiente y luego fue agregada a las células. 24 horas 

post-transfección, las células fueron lavadas con PBS y recuperadas para realizar los 

experimentos que se explicaran posteriormente.  

 

Partidor Secuencia (5`-3`) 

VIH-1DA198 Fwd: TGGCGCCCGAACAGGGCTTGAAAGCGAAAGT 

Rev: ACTTTCGCTTTCAAGCCCTGTTCGGGCGCCA 

VIH-1DA242 Fwd: ATCTCTCGACGCAGGCTCGGCTTGCTGAAG 

Rev: CTTCAGCAAGCCGAGCCTGCGTCGAGAGAT 
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Concentración de partículas virales 

A las 24 horas post-transfección (hpt) se recuperó el sobrenadante, el cual se filtró 

(filtro de 0,22 µm) y luego se ultracentrifugó a 25.000 rpm por 2 horas a 4ºC en un 

colchón de sacarosa al 20% (preparado previamente y guardado a 4ºC). Las partículas 

virales concentradas fueron resuspendidas en 200 µl de PBS y guardadas en alícuotas 

a -80ºC para luego analizar los niveles de CAp24 mediante un ELISA anti-CAp24 y los 

niveles de ARNg mediante un RT-qPCR. Cabe destacar que las células también fueron 

recuperadas en paralelo para realizar Western Blot (wb) y extracción de ARN, seguido 

de un RT-qPCR como se describirá posteriormente.  

 

Western Blot 

Los extractos de proteínas desde células HEK293T fueron preparados 

resuspendiendo la fracción celular en buffer de lisis (150 mM NaCl, 1% NP-40 y 50 

mM TrisHCl pH 8.0). 30 µg de proteína total desde los lisados celulares en solución de 

carga (0,5M TrisHCl pH 6,8, glicerol, SDS 10%, azul de bromofenol 1%, 2-

mercaptoetanol), fueron incubados a 95ºC por 5 minutos y luego fueron cargados en 

un gel al 10%, resuelto mediante SDS-PAGE y transferido a una membrana de PVDF 

Amersham Hybondä-P (GE Healthcare) por 2 horas a 400 mA a 4ºC en una solución 

de transferencia (25 mM TrisHCl pH 8.0, glicina 192 mM, metanol 20% ). Las 

membranas fueron bloqueadas con solución de bloqueo (BioRad) por 1 hora a 

temperatura ambiente y fueron incubadas con el anticuerpo primario correspondiente 

por toda la noche a 4ºC: anticuerpo monoclonal de ratón anti-p24 VIH-1,  diluido 

1/1.000 (proporcionado por el NIH AIDS Reagents Program, número de catálogo 
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3537); anticuerpo  de conejo anti-Flag, diluido1/1.000 (Sigma-Aldrich, número de 

catálogo 637303) para evaluar la expresión de las proteínas; anticuerpo de ratón anti-

GAPDH, diluido 1/5.000 (Santa Cruz Biotechnologies, número de catálogo sc-51905) 

o anticuerpo anti-METTL3 hecho en conejo (Cell Signaling Technology, número de 

catálogo 96391), para evaluar el silenciamiento de la expresión de METTL3.  Luego 

de la incubación con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado HRP 

(Jackson ImmunoResearch) diluido 1/5.000, las membranas fueron analizadas 

utilizando el sustrato Pierceâ ECL o con el sustrato SuperSignalä West Femto (Thermo 

Scientific) y usando el escáner HD9 Western Blot Imaging System (Uvitec Cambridge). 

 

ELISA 

El ELISA anti-CAp24 (R&D SYSTEMS, número de catalogo DHP240B) fue realizado 

como indica el fabricante. Brevemente, volúmenes equivalentes de las partículas 

virales concentradas en PBS fueron mezcladas con el reactivo Calibrator Diluent RD5-

26 (diluido 1/4). Luego, se agregó 100 µl del reactivo Assay Diluent RD1-124 a los 

pocillos que vienen cubiertos con el anticuerpo monoclonal específico para Gag p24 

de VIH-1 junto con 100 µl de PBS 1X (control) o las muestras (partículas virales) 

preparadas previamente. Posteriormente, la placa con los pocillos se incubó por 2 

horas a temperatura ambiente en un agitador de placa horizontal a 500 rpm, y luego 

se lavó tres veces con la solución de lavado Wash y se incubó con 200 µl del anticuerpo 

conjugado que reconoce Gag p24 de VIH-1 por 2 horas a temperatura ambiente en el 

agitador. Después de la incubación, los pocillos fueron lavados nuevamente e 

incubados con 200 µl de solución de sustrato por 30 minutos a temperatura ambiente, 
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protegido de la luz. La reacción fue detenida con la adición de 50 µl de solución Stop 

y la densidad óptica fue medida a 450 nm y corregida a 540 nm en un lector multi-

modal Synergy HTX (BioTek).   

 

Extracción de ARN y RT-qPCR 

La extracción de ARN y RT-qPCR fueron realizados como se describió previamente 

(Soto-Rifo, Rubilar y Ohlmann 2013). Brevemente, a las 24 hpt las células fueron 

lavadas y recuperadas con PBS-EDTA 10 mM y centrifugadas a 5.000 rpm por 5 

minutos a 4ºC. Los centrifugados celulares fueron resuspendidos en 200 µl de PBS. 

La fracción celular o las partículas virales concentradas fueron usadas para realizar la 

extracción de ARN por la adición de 1 ml de TRIzolâ Reagent (Thermo Fisher) y 200 

µl de cloroformo (Merck). La mezcla fue agitada en un vortex y centrifugada a 10.000 

rpm por 5 min a 4ºC. La fase acuosa fue recuperada, incubada por 5 min con un 

volumen equivalente de 2-propanol (Merck) y centrifugada a 12.000 rpm por 20 min a 

4ºC. El ARN centrifugado fue lavado con etanol 70% (Merck) y resuspendido en agua 

ultrapura. El ARN obtenido fue tratado con el kit TURBO DNA-free (Thermo Fisher) por 

30 minutos a 37ºC como indica el fabricante. Posteriormente, se realizó la transcripción 

reversa usando el kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Thermo Fisher) con 

partidores al azar (random primers) como indica el fabricante. En el caso del ARN 

intracelular, 300 ng de ARN fueron usados para realizar la transcripción reversa en 

todas las condiciones. Para el ARN obtenido desde partículas virales, la cantidad de 

ARN usado para la transcripción reversa fue normalizada por los niveles de CAp24 

obtenidos en el ELISA anti-CAp24, usando 300 ng de ARN para la condición control.  
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Para el qPCR, se preparó una reacción de 25 µl final con 5 µl del ADNc templado 

(previamente diluido 1/10), 12,5 µl del 2X Brilliant II SYBR Green QPCR master Mix 

(Agilent Technologies), 0,4 µl de los partidores sentido (Fw) y antisentido (Rev) 

(guardados en un mix a 10 mM) (Tabla II) y 7,1 µl de agua ultra pura. La reacción fue 

amplificada usando el equipo AriaMx Real-Time PCR System (Agilent Technologies).  

El gen GAPDH fue amplificado como control de referencia. El número de copias 

relativas del ARNg de VIH-1 fue comparado con GAPDH usando la fórmula X-DCt 

(donde X corresponde a la eficiencia de amplificación de cada pareja de partidores 

obtenida experimentalmente). 

 

Tabla II: Partidores usados para la reacción de qPCR 

 

 

 

 

 

Inmunoprecipitación de ARN metilado (MeRIP) 

La extracción de ARN fue realizada como se describió anteriormente. Para la MeRIP, 

30 µg de ARN total fueron diluidos en 380 µl de agua, posteriormente desnaturalizado 

a 70ºC por 5 minutos y puesto en hielo por 3 minutos. El ARN desnaturalizado fue 

mezclado con 1 µl de RNasin (Promega), 5 µl de Complejo ribonucleósido de vanadil 

(VRC; New England Biolabs), 100 µl de buffer IP 5X (50 mM TrisHCl pH 7.4, 750 mM 

Partidor Secuencia (5`-3`) 

ARNg VIH-1 Fwd: GCAGTGGCGCCCGAACAGG 

Rev: TTTTTGGCGTACTCACCAGTC 

GAPDH Fwd: AGCCACATCGCTCAGACAC 

Rev: GCCCAATACGACCAAATCC 
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NaCl y 0.5% NP-40), y 2,5 µl de anticuerpo policlonal anti-m6A hecho en conejo (1 

mg/ml; Abcam #ab151230) e incubado por 2 horas a 4ºC con rotación cabeza sobre 

cola. Al mismo tiempo, 600 µg de perlas magnéticas Dynabeads Proteína A (20 µl; 

Thermo Fisher) fueron lavadas en 1 ml de buffer IP 1X con 1 µl de VRC y fueron 

incubadas con 500 µl de buffer IP 1x con 0.5 mg/ml de BSA por 2 horas a 4ºC con 

rotación cabeza sobre cola. Luego, las perlas magnéticas fueron lavadas con 500 µl 

de buffer IP 1X y agregadas a la mezcla ARN-anti-m6A. La mezcla fue incubada por 2 

horas a 4ºC en rotación. Después, la mezcla de ARN-anti-m6A-perlas magnéticas fue 

lavada dos veces con 500 µl de buffer IP 1X. El ARN unido a las perlas magnéticas 

fue eluido con 100 µl de buffer de elución (5mM Tris-HCl, 1mM EDTA y 0,05% SDS) y 

1 µl de proteinasa K (New England BioLabs) e incubado por 1,5 horas a 50ºC. El ARN 

fue extraído del sobrenadante usando TRIzol y recuperado mediante una precipitación 

con 10 mM MgCl2, 20 µl de glicógeno (Thermo Fisher) y 2,5 volúmenes de etanol 100% 

toda la noche a -20ºC y luego lavado con etanol 70%. Cantidades equivalentes de ARN 

obtenidas desde la fracción input e inmunoprecipitado fueron usadas para el RT-qPCR. 

El ARN proveniente de la fracción inmunoprecipitada (fracción “m6A”) fue normalizada 

por el ARN obtenido desde el input (fracción “A”).  

 

Silenciamiento de METTL3 

Las partículas lentivirales que contienen el ARN interferente anti-METTL3 se 

prepararon en células HEK293T mediante la transfección de los vector pLKO.1 

(Stewart, S., et al., 2003) que contienen las secuencias de shRNA que reconocen el 

ARNm de METTL3 (Tabla III), el vector pCMV-VSVg y el vector psPAX2 (Addgene 



58 
 

#12260). Como control se generó partículas lentivirales que portan una secuencia 

desordenada de ARN interferente (shCTR). El sobrenadante de las células HEK293T 

se recolectó a las 48 horas post-transfección (hpt), se filtró (filtro de 0.22 µm) y se 

utilizó para transducir células HEK293T. El medio que contiene las partículas 

lentivirales se reemplazó por medio DMEM fresco a las 24 horas. Posteriormente, las 

células se trataron con puromicina (10 µg/ml) por 4 días. El silenciamiento de la 

expresión de METTL3 se evaluó mediante western blot, para lo que se utilizó un 

anticuerpo que reconoce a la proteína METTL3 hecho en conejo (Cell Signaling 

Technology, número de catálogo 96391), siguiendo el protocolo mencionado 

anteriormente.  

 

Para realizar los ensayos, las líneas celulares control y silenciadas para METTL3 

fueron transfectadas con el vector pNL4.3 junto con pCMV-VSVg. 24 hpt se procedió 

a realizar los análisis de ARNg y Gag en partículas concentradas y en la fracción 

intracelular mencionados anteriormente.  

 

 Tabla III: Secuencias utilizadas para silenciar la síntesis de METTL3 y el control 

utilizados. 

 

shRNA Secuencia (5`-3`) 

shMETTL3.1 CCGGGCAAGTATGTTCACTATGAAACTCGAGTTTCATAGTGAACATACTTGCTTTTTG 

shMETTL3.2 CCGGGCCAAGGAACAATCCATTGTTCTCGAGAACAATGGATTGTTCCTTGGCTTTTTG 

shControl CCGCTGATGTGAAAGTTCCGTCTGTTGGATCCCCAGACGGAACTTTCACATCTTTTTTG 
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Hibridación in situ fluorescente (FISH), inmunofluorescencia y microscopía 

confocal 

En primer lugar, para los ensayos de microscopía confocal se generaron sondas 

específicas que reconocen el ARNg de VIH-1 mediante transcripción in vitro usando el 

vector pBSK-GagPol, previamente linealizado con la enzima de restricción EcoRI, y 

11-digoxigenina-UTP (Roche) como se describió previamente (D. Toro-Ascuy et al. 

2018). El transcrito de 5-kb obtenido en la transcripción es complementario a la región 

Gag-Pol del ARNg y se fragmentó utilizando el RNA fragmentation buffer (Thermo 

Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante, para obtener sondas de 100 a 200 

nucleótidos de largo. Los fragmentos obtenidos fueron purificados usando las perlas 

magnéticas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter).  

 

Para los ensayos de ARN FISH, células HeLa fueron cultivadas en placas de 12 

pocillos sobre un cubreobjeto y mantenidas como se describió anteriormente. Las 

células fueron transfectadas con 0,3 µg de pNL4.3, 0,3 µg de pCMV-VSVg y 1 µg del 

correspondiente vector de expresión como se indicó anteriormente. A las 24 hpt las 

células fueron lavadas dos veces con PBS 1X y fijadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente con paraformaldehído (PFA) al 4%. Luego, las células fueron 

permeabilizadas por 10 minutos a temperatura ambiente con Triton X-100 al 0,2% e 

hibridadas toda la noche a 37ºC en 200 µl de mezcla de hibridación (10% sulfato de 

dextrano, 2 mM VRC, 0,02% BSA libre de ARNasas, 50% formamida, 300 µg de ARNt 

y 120 ng de sondas con 11-digoxigenina-UTP) en una cámara húmeda. 

Posteriormente, las células fueron lavadas con 0,2X SSC/50% formamida durante 30 
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minutos a 50ºC y luego tres veces con solución de dilución de anticuerpos (2X SSC, 

8% formamida, 2 mM VRC y 0,02% BSA libre de ARNasas). Después, se agregaron 

los anticuerpos anti-digoxigenina hecho en ratón (Roche, número de catálogo 

11333062910), anti-p24 de VIH-1 hecho en ratón (NIH AIDS Reagents Program, 

número de catálogo 3537) y anti-Flag hecho en conejo (Sigma_Aldrich, número de 

catálogo F7425), diluidos 1/100 en solución de dilución de anticuerpos y las células 

fueron incubadas por 2 horas a temperatura ambiente. Después de tres lavados con 

solución de dilución de anticuerpos, las células fueron incubadas por 90 minutos a 

temperatura ambiente con anticuerpos anti-ratón conjugado a Alexa 488, anti-ratón 

conjugado a Alexa 594 y anti-conejo conjugado a Alexa 647 (Molecular Probes), todos 

diluidos 1/500. Las células fueron lavadas tres veces en solución de lavado (2X SSC, 

8% formamida, 2mM VRC), dos veces con PBS, e incubado con DAPI (0,3 µg/ml en 

PBS) (Life Technologies) por 1 minuto a temperatura ambiente. Finalmente, se lavó 

tres veces con PBS, tres veces con agua y se montaron con Fluoromont (Life 

Technologies). Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio confocal Zeiss LSM 

800 (Zeiss) y procesadas usando FIJI/ImageJ (NIH).  

 

Ensayo de ligación proximal (proximity ligation assay, PLA) 

El ensayo de ligación proximal fue llevado a cabo usando el kit DUOLINK II In Situ 

(Sigma-Aldrich) y los PLA probe anti-mouse minus y PLA probe anti-rabbit plus (Sigma 

Aldrich), como se mencionó previamente (D. Toro-Ascuy et al. 2018). Brevemente, las 

células HeLa fueron transfectadas como se mencionó previamente. A las 24 hpt, las 

células fueron fijadas con PFA y permeabilizadas con Triton-X100 y pre-incubadas con 
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solución de bloqueo (Sigma Aldrich) por 30 minutos a temperatura ambiente. Los 

anticuerpos primarios fueron diluidos 1/100 (anticuerpo anti-p24 de VIH-1 hecho en 

ratón) y 1/200 (anticuerpo anti-Flag hecho en conejo) en 40 µl de solución de dilución 

de anticuerpos DUOLINK e incubados a 37ºC por 1 hora. Las muestras se lavaron 3 

veces con PBS 1X (5 minutos cada vez) y los anticuerpos secundarios (DUOLINK anti-

rabbit PLA-plus probe y DUOLINK anti-mouse PLA-minus probes) fueron agregados e 

incubados a 37ºC por 1 hora. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se realizó la 

reacción de ligación y amplificación por 100 minutos en una cámara húmeda. 

Finalmente, las muestras fueron incubadas con DAPI (0,3 µg/ml en PBS) (Life 

Technologies) por 1 minuto a temperatura ambiente, lavadas tres veces con PBS, tres 

veces con agua libre de nucleasas y montadas con Fluoromont (Sigma Aldrich). Las 

imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss) y 

procesadas usando FIJI/Image (NIH). 

 

Hibridación in situ acoplada a PLA (ISH-PLA) 

El protocolo de ISH-PLA fue desarrollado combinando el protocolo de ARN-FISH y 

PLA descritos anteriormente. Brevemente, las células HeLa fueron transfectadas como 

se mencionó anteriormente. 24 hpt, las células fueron fijadas con PFA y 

permeabilizadas por 10 minutos a temperatura ambiente con Tritón X-100 e hibridadas 

toda la noche a 37ºC en 200 µl de solución de hibridación (10% sulfato de dextrano, 2 

mM VRC, 0.02% de BSA libre de ARNasas, 50% formamida, 300 µg de ARNt y 120 

ng de sonda 11-digoxigenin-UTR) en una cámara húmeda. Las células fueron lavadas 

con 0,2X SSC/50% formamida durante 30 minutos a 50ºC e incubadas con solución 
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de bloqueo por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, las células fueron 

incubadas 3 veces con solución de dilución de anticuerpos (2X SSC (Sigma-Aldrich 

#SRE0068), 8% formamida, 2mM VRC y 0.02% de BSA libre de ARNasas). Los 

anticuerpos primarios de ratón anti-digoxigenina y de conejo anti-Flag, diluidos 1/100 

en solución de dilución de anticuerpos, fueron agregados a las células y se incubaron 

por 2 horas a temperatura ambiente. Después, se lavaron tres veces con la solución 

de dilución de anticuerpos y dos veces con PBS (5 minutos cada vez). Los anticuerpos 

secundarios (DUOLINK anti-rabbit PLA-plus probe y DUOLINK anti-mouse PLA minus 

probe) fueron agregados e incubados a 37ºC por 1 hora. La reacción de ligación y 

amplificación fue desarrollada siguiendo el protocolo de PLA descrito previamente. 

Luego, las células fueron incubadas con solución DAPI (0.3 µg/ml en PBS) (Life 

Technologies) por 1 minuto a temperatura ambiente, lavado tres veces con PBS, tres 

veces con agua libre de nucleasas y montadas con Fluoromont (Sigma Aldrich). Las 

imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss) y 

procesadas usando el programa FIJI/ImageJ (NIH).  

 

Identificación de  residuo de m6A con resolución de nucleótido único usando 

entrecruzamiento e inmunoprecipitación (miCLIP) 

La extracción de ARN fue realizada como se describió anteriormente. Para el miCLIP, 

20 µg de ARN poliA fueron incubados con 10 µl de anticuerpo anti-m6A (1µg/1µl) 

(Abcam #ab151230) por 1,5 horas a 4ºC. Posteriormente, la muestra ARN-anticuerpo 

fue entrecruzada dos veces en un Stratalinker 2400 usando 254 nm de luz y 150 

mJ/cm2. Posterior al entrecruzamiento, la muestra fue incubada con proteinasa K por 
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media hora a 37ºC.  El ARN fue extraído usando TRIzol y recuperado mediante una 

precipitación con 10 mM MgCl2, 20 µl de glicógeno (Thermo Fisher) y 2,5 volúmenes 

de etanol 100% toda la noche a -20ºC y luego lavado con etanol 70%. El ARN obtenido 

fue utilizado para realizar una transcripción reversa como se mencionó anteriormente, 

pero con partidores específicos para la región 5´-UTR (5´-CCTTTTAGTCAGTGTGGA 

AA-3´ y 5´-GAGGCGAGGGGCGGCGACTG-3´). El ADN fue enviado a secuenciación 

masiva paralela a la unidad de secuenciación del Centro de Genómica y 

Bioinformática, Facultad de Ciencias, Universidad Mayor. 

 

Predicción de residuos metilados 

La predicción de los residuos metilados en la 5´-UTR del pNL4.3 fue realizado usando 

el software SRAMP disponible en www.cuilab.cn/sramp considerando la estructura 

secundaria del ARN, la cual es predicha automáticamente por el software mediante la 

herramienta RNAfold del ViennaRNA Package, como se ha descrito  (Y. Zhou et al. 

2016b).  

 

Acilación selectiva del 2´-hidroxilo analizado por extension de partidores y perfil 

mutacional (Selective 2´-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension and 

Mutational Profiling, SHAPE-MaP) 

El experimento de SHAPE-MaP fue realizado según el protocolo de Smola et al., 2015 

(Smola et al. 2015) con modificaciones menores. Brevemente, células HEK293T 

fueron transfectadas como se mencionó previamente con los vectores pNL4.3, pCMV-

VSVg y los vectores de expresión de las metiltransferasas METTL3 y METTL14 o el 
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control GFP. El ARN de estas células fue obtenido mediante la adición de TRIzol, como 

se mencionó previamente. Luego, 10 pmoles de ARN de cada condición fueron 

diluidos en 12 µl de agua, desnaturalizado por 3 minutos a 95ºC y puesto en hielo. El 

ARN desnaturalizado fue renaturalizado mediante la adición de solución de 

plegamiento (300 mM HEPES pH 8, 300 mM KOAc y 30 mM MgCl2) e incubado por 

20 minutos a 37ºC. Luego se realizó la modificación del ARN mediante la adición del 

ARN a 1 µl del reactivo de SHAPE anhídrido 1-metil-7-nitrosatoico (1M7) (AEchem 

Scientific Corporation) a 100 mM en DMSO (denominada reacción modificada) o 1 µl 

de DMSO (reacción control) y se incubó por 6 minutos a 37ºC y luego las reacciones 

fueron puestas en hielo. Adicionalmente, 5 pmoles de ARN de cada condición fueron 

diluidos en 3 µl de agua con 1 µl de solución desnaturalizante (500 mM HEPES pH 8, 

40 mM EDTA y 50% de formamida), y fue incubado por 1 minuto a 95ºC (denominada 

reacción desnaturalizada). Esta reacción también fue modificada con 1 µl de 1M7 e 

incubada a 95ºC. La transcripcion reversa fue realizada con partidores especificos para 

la 5´-UTR del ARNg (Watts et al. 2009). Todas las condiciones fueron incubadas por 

3 minutos a 95ºC, puestas en hielo, luego se agregó 2 µl de los partidores especificos 

(2 µM) y se incubó por 5 minutos a 65ºC. Posteriormente, se agregó 8 µl de 2,5X 

SHAPE-MaP Buffer (500 mM Tris-HCl pH 8, 750 mM KCl, 100 mM de DTT, dNTPs y 

30 mM de MnCl2), se incubó por 2 minutos a 50ºC y posteriormente se agregó 1 µl de 

la transcriptasa inversa SuperScriptIII (Invitrogen) y se incubó a 50ºC por 3 horas.  La 

transcriptasa reversa fue inactivada a 70ºC por 15 minutos. El ADN obtenido fue 

utilizado para preparar genotecas con el kit NEBNextâ Ultraä II RNA Library Prep Kit 

for Illuminaâ (New England Biolabs) según las indicaciones del fabricante. La genoteca 
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fue verificada con el Agilent DNA 1000 Chip Bioanalyzer (Agilent Technologies) 

siguiendo las intrucciones del fabricante. Finalmente, las muestras fueron 

secuenciadas en un sistema de secuenciación Illumina NextSeq 500. Los análisis de 

las secuencias obtenidas fueron realizadas utilizando el programa ShapeMapper2 

descrito previamente (Busan and Weeks 2018). La estructura fue modelada usando el 

programa IPANEMAP (Saaidi et al. 2020).  

 

Acilación selectiva del 2´-hidroxilo analizado por extension de partidores 

(Selective 2´-Hydroxyl Acylation analyzed by Primer Extension, SHAPE-CE) 

La región 5´-UTR  del ARNg silvestre y del ARNg mutante para las adenosinas 198 y 

242 fueron transcritas in vitro a partir de los vectores pNL4.3 y pNL4.3DA198/242, 

respectivamente. Para la transcripción in vitro se utilizó la ARN polimerasa T7 (de 

Bisschop et al. 2019). Los transcritos obtenidos fueron utilizados para realizar el 

experimento de SHAPE-CE, como se describe en (Wilkinson et al. 2008b) con 

modificaciones menores. Brevemente, 6 pmol de cada transcrito fueron diluidos en 24 

µl de agua, desnaturalizados a 80ºC por 2 minutos y puestos en hielo. Posteriormente, 

el ARN es renaturalizado mediante la adición de 3 µl de solución de plegamiento 10X 

(HEPES pH 7.5 400 nM, KCl 1M, MgCl2 50 mM) e incubadas por 10 minutos a 

temperatura ambiente y 10 minutos a 37ºC. Luego, la solución de ARN fue agregada 

a 3 µl de 20 mM de 1M7 (2 mM final) (denominada reacción modificada) (AEchem 

Scientific Corporation) o 3 µl de DMSO (reacción control) e incubadas por 6 minutos a 

37ºC. Los transcritos modificados y control fueron precipitados en presencia de 1 µl 

glicógeno 20 mg/ml, 3 µl de 5M de acetato de sodio, 100 µl de etanol 100%  por 1 hora 
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a -20ºC y luego lavada con etanol 70% y resuspendidas en agua. Para la extensión de 

partidores, el ARN fue tratado con 1 µl de DMSO y desnaturalizado por 3 minutos a 

95ºC y enfriado a 4ºC.  Las muestras fueron mezcladas con 3 µl de 2 µM del partidor 

fluorescente (D4-5´-TTTCTTTCCCCCTGGCCTT para la reacción modificada/control y 

D2-5´-TTTCTTTCCCCCTGGCCTT para la reacción de secuenciación, Sigma Aldrich) 

e incubadas por 5 minutos a 65ºC, 10 minutos a 35ºC y luego 1 minuto en hielo. 5 µl 

de la mezcla de transcripción reversa (10 µl de 10 mM dNTPs y 40 µl de 5X MMLV RT 

Buffer Promega), 1 µl de MMLV Reverse Trancriptase RNAse H minus (Promega) y 1 

µl de 10 mM ddTTP para la reacción de secuenciación, fueron finalmente agregados 

a la reacción de transripcion reversa que fue realizada a 35ºC por 2 minutos, 42ºC por 

30 minutos y 55ºC por 5 minutos. Las muestras fueron precipitadas con etanol 100% 

por 2 horas. Los centrifugados fueron resuspendidos en 40 µl de solución Sample 

Loading Solution (Beckman Coulter). Los productos de transcripción reversa fueron 

resueltos en un secuenciador CEQ-8000 (Beckman Coulter). Los análisis fueron 

realizados usando el programa  QuSHAPE (Karabiber et al. 2013). Los experimentos 

fueron realizados tres veces. La estructura secundaria fue dibujada usando el 

programa VaRNA (Darty, Denise, and Ponty 2009). 

 

Microscopía electrónica 

Las células HEK293T, transfectadas como se ha descrito anteriormente, fueron fijadas 

con glutaraldehído al 2,5% en 0,1 M de buffer cacodilato, pH 7,2, por 6 horas a 

temperatura ambiente y lavadas con 0,1 M de buffer sodio cacodilato a pH 7,2 por 18 

horas a 4ºC. Luego, las muestras fueron fijadas con tetróxido de osmio acuoso al 1% 
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por 90 minutos, lavadas con agua destilada y luego fueron teñidas con acetato de 

uranilo acuoso al 1% por 60 minutos. Las muestras fueron deshidratadas en acetona 

con concentraciones crecientes 50%, 70%, 95% (dos veces) y 100% (tres veces), por 

20 minutos cada vez.  Las muestras fueron incubadas en epon resina-acetona en una 

razón 1:1, toda la noche y luego incubadas en epon resina pura que fue polimerizada 

a 60ºC por 24 horas. Finos cortes (60 a 70 nm) fueron obtenidos en un ultramicrotomo  

Sorval MT-5000, con rejllas de cobre, y teñidas con acetato de uranilo al 4% en metanol 

por 2 minutos y citrato de plomo por 5 minutos. Las muestras fueron observadas en un 

microscopio Philips Tecnai 12 a 80 kV. 
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Resultados 

 

La presencia de m6A en el ARNg interfiere en su incorporación en la partícula 

viral 

 

La sobreexpresión de METTL3 y METTL14 induce un aumento en los niveles de 

ARNg metilados  

El silenciamiento o sobreexpresión de METTL3 o 14 han sido utilizados ampliamente 

para estudiar las funciones dependientes de m6A. Se ha observado que el 

silenciamiento de las metiltransferasas METTL3 y METTL14 (METTL3/14)  induce una 

disminución en el contenido de m6A tanto en ARNm de células HEK293T como de 

células HeLa mientras que la sobreexpresión de estas resulta en el efecto contrario 

(Liu et al. 2014b; Zaccara, Ries, and Jaffrey 2019). Considerando que el ARNg de VIH-

1 posee m6A, lo primero que hicimos fue corroborar si la sobreexpresión de las 

metiltransferasas induce un aumento en el contenido de m6A en el transcrito viral. Para 

evaluarlo, células HEK293T fueron transfectadas con el vector proviral pNL4.3 junto 

con los vectores de expresión de METTL3, METTL14 y el vector de expresión de la 

proteína G del virus de la estomatitis vesicular (VSVg), que permite la formación de 

partículas virales pseudotipadas. El vector de expresión de la proteína fluorescente 

verde (GFP) fue utilizado como control. A las 24 horas post-transfección (hpt) se realizó 

una inmunoprecipitación de ARNs metilados (MeRIP) utilizando el anticuerpo anti-m6A, 

como se describió en la sección materiales y métodos. La razón m6A/A fue evaluada 

mediante el análisis de los niveles de ARNg mediante un RT-qPCR con partidores 
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específicos para el ARNg de la fracción inmunoprecipitada (fracción “m6A”) respecto 

de la fracción input (fracción “A”). En la figura 7 se observa que el ARNg de VIH-1 

presenta un incremento de tres veces en la razón m6A/A en aquellas células que 

sobreexpresan METTL3/14 comparado con el control. Estos resultados indican que, 

hay más ARNg metilado al sobreexpresar las metiltransferasas. Cabe destacar, que 

con esta técnica no es posible determinar si hay más residuos de adenosina metilados 

o más moléculas de ARNg metiladas en una misma posición o ambas.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Impacto de la sobreexpresión de METTL3/14 en los niveles de ARNg metilado. 
Células HEK293T fueron transfectadas con el vector proviral pNL4.3, pCMV-VSVg, pCDNA-

Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-METTL14. Como control se utilizó el vector pCDNA-d2EGFP. 24 

hpt se analizó la razón m6A/A mediante una MeRIP en ambas condiciones. Los resultados 

fueron normalizados respecto del control y corresponden al promedio de tres experimentos 

independientes. Se realizó una prueba T-test; **p<0,01. 

 

La sobreexpresión de METTL3 y METTL14 interfiere en la incorporación del 

ARNg en la partícula viral 

Una vez corroborado que la sobreexpresión de las metiltransferasas induce un 

aumento en los niveles de ARNg metilado, se procedió a analizar el impacto del 

aumento de m6A en la incorporación del ARNg en la nueva partícula viral. Para esto, 
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se evaluó el efecto de la sobreexpresión de METTL3 y METTL14 (mismos vectores de 

expresión del experimento anterior) en los niveles de ARNg y Gag intracelular, así 

como en los niveles de CAp24 y ARNg obtenidos de partículas virales concentradas, 

según se describió en la sección materiales y métodos (Figura 8). Es importante 

destacar que, en el caso del ARN extraído desde partículas virales, se midieron los 

niveles de ARNg desde cantidades equivalentes de CAp24 presente en las partículas 

concentradas. Es necesario mencionar que no es suficiente ver cambios en los niveles 

de ARNg en las partículas para concluir que el efecto observado esté dado por la 

selección del ARNg para ser incorporado en la partícula viral. Por esta razón es 

necesario evaluar los niveles de ARNg en partículas respecto del nivel de partículas 

liberadas y adicionalmente, los niveles de ARNg y Gag intracelular. 

 

 

Figura 8: Esquema del modelo experimental. Células HEK293T fueron transfectadas con el 

vector proviral pNL4.3, pCMV-VSVg y los vectores de expresión de la maquinaria de m6A con 

sus respectivos controles. 24 hpt se separa y filtra la fracción celular del sobrenadante. Las 

partículas virales son concentradas a partir de una ultracentrifugación del sobrenadante. Los 

niveles de Gag intracelular son analizados mediante un western blot. Los niveles de CAp24 

liberados mediante un ELISA anti-CAp24. Los niveles de ARNg intracelular y en partícula 

mediante un RT-qPCR con partidores específicos para el ARNg.  
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En este experimento se observó que la sobreexpresión de las metiltransferasas induce 

un aumento en los niveles de Gag intracelular y sus productos de procesamiento con 

una disminución de aproximadamente el 20% en los niveles intracelulares de ARNg 

(Figura 9A). Al analizar las partículas virales purificadas, no se observan cambios 

significativos en los niveles de CA p24 liberados, sin embargo, al cuantificar los niveles 

de ARNg asociados a las partículas virales se observó que hubo una disminución de 

más de cuatro veces en los niveles de este, indicando que la mayoría de las partículas 

virales liberadas bajo estas condiciones carecen de ARNg (Figura 9B). Estos 

resultados permiten concluir que un aumento en los niveles de m6A en el ARNg, 

mediado por el complejo METTL3/14, interfiere en su empaquetamiento sin afectar la 

liberación de partículas virales.  
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Figura 9: Impacto de la sobreexpresión de METTL3/14 en los niveles de ARNg y Gag 
intracelular y en partículas liberadas. Células HEK293T fueron transfectadas con el vector 

pNL4.3, pCMV-VSVg, pCDNA-Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-METTL14. Como control se utilizó 

el vector pCDNA-d2EGFP. 24 hpt se analizaron: A) Los niveles de Gag (y sus productos de 

procesamiento) y de ARNg intracelular mediante un WB y un RT-qPCR, respectivamente. B) 

Los niveles de CAp24 y ARNg en las partículas liberadas mediante un ELISA anti-CAp24 y un 

RT-qPCR, respectivamente. Los resultados fueron normalizados respecto del control y 

corresponden al promedio de tres experimentos independientes. Se realizó una prueba T-test; 

***p<0,001, *p<0,05, n.s: no significativo.  

 

Análisis de microscopía electrónica de las partículas liberadas en condiciones control 

y de sobreexpresión de METTL3/14 indican que ambas partículas poseen tamaños 

similares indicando que las diferencias observadas en los niveles de ARNg 
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empaquetados no se explican por diferencias en la cantidad de Gag incorporada en 

las partículas virales liberadas (Figura 10). 

 

Figura 10: Impacto de la sobreexpresión de METTL3/14 en el tamaño de las partículas 
virales. Células HEK293T fueron transfectadas conel vector proviral pNL4.3, pCMV-VSVg, 

pCDNA-FlagMETTL3 y pCDNA-Flag-METTL14. Como control se utilizó el vector pCDNA-

d2EGFP. 24 hpt se observó las células mediante microscopía electrónica y se analizó el 

tamaño de las partículas producidas bajo ambas condiciones.  

 

El silenciamiento de la expresión de METTL3 favorece la incorporación del ARNg 

en la partícula viral 

Para comprobar el efecto observado anteriormente, se realizó el mismo análisis, pero 

en líneas de células HEK293T que tienen silenciada la síntesis de METTL3 por la 

expresión estable de un shRNA. Estas líneas estables fueron producidas mediante la 

transducción de partículas lentivirales que contienen un shRNA para silenciar la 

expresión de METTL3 (shMETTL3) o un shControl, como se describió en la sección 

materiales y métodos. Estas células silenciadas fueron co-transfectadas con el vector 

proviral pNL4.3 y el vector pCMV-VSVg. A las 24 hpt se midieron los niveles de ARNg 

y Gag intracelular, y los niveles de ARNg y CAp24 en las partículas virales, como se 

describió previamente. De los resultados obtenidos se puede observar que el 
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silenciamiento de la expresión de METTL3 induce una disminución en los niveles de 

Gag intracelular sin cambios en los niveles de ARNg (Figura 11A), sugiriendo 

nuevamente un efecto positivo de m6A en la síntesis de Gag sin afectar mayormente 

los niveles intracelulares de ARNg. Al analizar que sucede en las partículas virales, se 

puede apreciar que a pesar de que existe una pequeña disminución en los niveles de 

CAp24 liberados hay un aumento de, aproximadamente, cuatro veces en los niveles 

de ARNg asociados a las partículas virales (Figura 11B). Estos resultados coinciden 

con lo esperado, observándose el efecto opuesto al obtenido al sobreexpresar las 

metiltransferasas.  
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Figura 11: Impacto del silenciamiento de la expresión de METTL3 en los niveles de ARNg 
y Gag intracelular y en partículas liberadas. Líneas estables de células HEK293T 

silenciadas para la expresión de METTL3 fueron transfectadas con el vector proviral pNL4.3 y 

pCMV-VSVg. Como control se utilizó líneas estables con un shControl. 24 hpt se analizaron: 

A) Los niveles de Gag (y sus productos de procesamiento) y de ARNg intracelular mediante 

un WB y un RT-qPCR, respectivamente. B) Los niveles de CAp24 y ARNg en las partículas 

liberadas mediante un ELISA anti-CAp24 y un RT-qPCR, respectivamente. Los resultados 

fueron normalizados respecto del control y corresponden al promedio de tres experimentos 

independientes. Se realizó una prueba T-test; *p<0,05, n.s: no significativo.  
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Los resultados obtenidos de la sobreexpresión y silenciamiento mencionados sugieren 

que la metilación del ARN genómico de VIH-1, mediada por las metiltransferasas 

METTL3 y METTL14, induce un aumento en los niveles de Gag intracelular y sus 

productos de procesamiento e interfiere con su incorporación en la nueva partícula 

viral. 

 

La sobreexpresión de FTO favorece la incorporación del ARNg en la partícula 

viral 

Habiendo demostrado que la metilación del ARNg de VIH-1 juega un rol importante en 

su utilización citoplásmica, quisimos investigar el impacto de la desmetilación del 

ARNg en el empaquetamiento de este en la nueva partícula viral con el fin de evaluar 

si este proceso podía ser dinámico. Para esto, se realizaron los mismos experimentos 

mencionados para la sobreexpresión de las metiltransferasas, pero desde células que 

sobreexpresan las desmetilasas de m6A FTO y ALKBH5. Para llevar a cabo este 

objetivo se evaluaron los cambios en los niveles de ARNg metilados bajo la 

sobreexpresión de la desmetilasa FTO mediante una MeRIP, como se describió en la 

sección materiales y métodos. Para esto se transfectó células HEK293T con el vector 

pNL4.3 junto con el vector de expresión de FTO y pCMV-VSVg. El vector de expresión 

de GFP fue utilizado como control. Contrario a lo observado cuando se 

sobreexpresaron las metiltransferasas, la sobreexpresión de FTO resultó en una 

disminución de la razón m6A/A respecto del control, indicando que el ARNg de VIH-1 

es un sustrato para FTO (Figura 12). 
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Figura 12: Impacto de la sobreexpresión de FTO en los niveles de ARNg metilado. 
Células HEK293T fueron transfectadas con el vector proviral pNL4.3, pCMV-VSVg y pCDNA-

3XFlag-FTO. Como control se utilizó el vector pCDNA-3XFlag-GFP. 24 hpt se analizó la razón 

m6A/A mediante una MeRIP en ambas condiciones. Los resultados fueron normalizados 

respecto del control y corresponden al promedio de tres experimentos independientes. Se 

realizó una prueba T-test; **p<0,01. 

 

Una vez corroborado que el ARNg es sustrato de FTO y, en consecuencia, puede ser 

desmetilado por esta, se procedió a analizar los niveles de Gag y ARNg intracelular, y 

los niveles de CAp24 y ARNg obtenidos de partículas virales purificadas. Para ello, 

células HEK293T fueron transfectadas con el vector pNL4.3 junto con el vector pCMV-

VSVg y el vector de expresión de FTO o el vector de expresión de GFP, como control. 

24 hpt se analizaron los niveles de Gag y ARNg intracelular, y los niveles de CAp24 y 

ARNg desde las partículas virales purificadas como se describió en la sección 

materiales y métodos. En este experimento se pudo observar que los niveles de Gag 

y sus productos de procesamiento disminuyen, sin cambios significativos en los niveles 

de ARNg intracelular (Figura 13A). Adicionalmente, a pesar de no observar cambios 

en los niveles de CAp24 desde las partículas virales purificadas, hubo un aumento de 

tres veces en los niveles de ARNg empaquetados respecto del control (Figura 13B). 
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Estos resultados sugieren que la selección del ARNg para ser empaquetado es un 

proceso dinámico regulado por la metilación/desmetilación del ARN.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Impacto de sobreexpresión de FTO en los niveles de ARNg y Gag intracelular 
y en partículas liberadas. Células HEK293T fueron transfectadas con el vector pNL4.3, 

pCMV-VSVg y pCDNA-3XFlag-FTO. Como control se utilizó el vector pCDNA-3XFlag-GFP. 24 

hpt se analizaron: A) Los niveles de Gag (y sus productos de procesamiento) y de ARNg 

intracelular mediante un WB y un RT-qPCR, respectivamente. B) Los niveles de CAp24 y 

ARNg en las partículas liberadas mediante un ELISA anti-CAp24 y un RT-qPCR, 

respectivamente. Los resultados fueron normalizados respecto del control y corresponden al 

promedio de tres experimentos independientes. Se realizó una prueba T-test; **p<0,01, n.s: 

no significativo.  
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Adicionalmente se realizaron los mismos experimentos mencionados, pero 

sobreexpresando la desmetilasa de m6A ALKBH5 (Figura 14). En estos experimentos 

se observaron efectos menores en el empaquetamiento del ARNg, a los resultados 

obtenidos en la sobrexpresión de FTO, sugiriendo que la desmetilación por FTO tiene 

un mayor impacto para la regulación del empaquetamiento del ARNg de VIH-1. Al 

observar los niveles de Gag intracelular y sus productos de procesamiento, se observó 

un aumento de estos, contrario a lo observado al sobreexpresar FTO. Sería interesante 

poder analizar si FTO y ALKBH5 tienen diferente especificidad de desmetilación, ya 

sea sitio específico o en distintas moléculas, para poder entender las diferencias 

observadas a nivel de Gag intracelular. Hubiese sido interesante evaluar, si al igual 

que FTO, ALKBH5 induce una disminución en los niveles de ARNg metilados.   
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Figura 14: Impacto de sobreexpresión de ALKBH5 en los niveles de ARNg y Gag 
intracelular y en partículas liberadas. Células HEK293T fueron transfectadas con el vector 

pNL4.3, pCMV-VSVg y pEGFP-ALKBH5. Como control se utilizó el vector pEGFP. 24 hpt se 

analizaron: A) Los niveles de Gag (y sus productos de procesamiento) y de ARNg intracelular 

mediante un WB y un RT-qPCR, respectivamente. B) Los niveles de CAp24 y ARNg en las 

partículas liberadas mediante un ELISA anti-CAp24 y un RT-qPCR, respectivamente. Los 

resultados fueron normalizados respecto del control y corresponden al promedio de tres 

experimentos independientes. Se realizó una prueba T-test; **p<0,01, *p<0,1, n.s: no 

significativo.  
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En su conjunto, estos resultados confirman que la presencia de m6A el ARNg, mediada 

por METTL3/14, favorece la síntesis de Gag e interfiere en su empaquetamiento. 

Además, nuestros resultados sugieren que el uso del ARNg como genoma puede ser 

regulado de manera dinámica a través de la desmetilación mediada por FTO.  

 

La presencia de m6A afecta negativamente la interacción de Gag con el ARNg 

 

METTL3 interacciona con el ARNg en el núcleo celular 

Dado que vemos un impacto negativo en el empaquetamiento del ARNg al 

sobreexpresar las metiltransferasas, lo siguiente que hicimos fue corroborar que la 

proteína METTL3 interaccione con el ARNg para luego poder analizar el posible 

impacto de la sobreexpresión de las metiltransferasas en la interacción de Gag con el 

ARNg. Para esto, células HeLa fueron transfectadas con los vectores de expresión de 

las metiltransferasas METTL3 y METTL14, el vector proviral de VIH-1 y pCMV-VSVg. 

24 hpt se evaluó la interacción ARNg-METTL3 mediante la técnica ISH-PLA, como se 

describió en la sección materiales y métodos. Esta técnica mezcla la técnica de 

hibridación in situ de ARN (FISH) y el ensayo de ligación proximal (PLA) y permite, 

mediante microscopía confocal, visualizar la asociación ARN-proteína cuando están a 

una distancia menor a 40 nm. Para esta técnica se utilizan sondas marcadas con 

digoxigenina (UTP-digoxigenina) que reconocen la secuencia Gag-Pol del ARNg, la 

digoxigenina es reconocida por el anticuerpo primario, el cual, a su vez, es reconocido 

por el anticuerpo secundario de PLA. Si los elementos analizados están a una distancia 

menor de 40 nm se produce una señal que se observa como un punto de color rojo al 

interior de las células. En la figura 15A se puede observar que la metiltransferasa 
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METTL3 interacciona con el ARNg en el núcleo de la célula, según lo esperado. Como 

control se corroboró la expresión del ARNg y de METTL3 mediante un ensayo de FISH 

e inmunofluorescencia convencional, como se describe en la sección materiales y 

métodos (Figura 15B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Interacción de METTL3 con el ARNg. Células HeLa fueron transfectadas con el 

vector pNL4.3, pCMV-VSVg y pCDNA-Flag-METTL3. 24 hpt se analizaron: A) La interacción 

ARNg-METTL3 mediante un ISH-PLA. Los puntos rojos indican la interacción entre el ARNg y 

METTL3. Una cuantificación de la interacción en el núcleo y en el citoplasma, respecto del 

total de puntos, se presenta a la derecha. B) La expresión de METTL3 y el ARNg fueron 

evaluadas mediante un FISH realizado en paralelo. Se realizó una prueba T-test; ****p<0,0001. 
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La sobreexpresión de METTL3 y METTL14 disminuye la interacción Gag-ARNg 

Dado que la interacción entre Gag y la 5´-UTR del ARNg es clave para la selección de 

este para empaquetarse, es que quisimos evaluar si la disminución en la incorporación 

del ARNg en la partícula viral, al sobreexpresar el complejo METTL3/14 (observada 

anteriormente), podría estar explicada por cambios en la interacción entre el ARNg y 

Gag. Para esto, se sobreexpresó el complejo METTL3/14 y se evaluó la interacción de 

Gag con el ARNg mediante un ISH-PLA, como se describió en la sección materiales y 

métodos. En los resultados se puede observar que la interacción ARNg-Gag ocurre en 

ambas condiciones, sin embargo, observamos que la sobreexpresión del complejo 

metiltransferasas induce una significativa disminución en la interacción de Gag con el 

ARNg (Figura 16A). Al analizar la señal de fluorescencia de Gag y del ARNg en la 

membrana plasmática observamos que al sobreexpresar el complejo METTL3/14 

disminuyen los niveles de ARNg que se encuentran presentes en la membrana 

plasmática sin cambios en los niveles de Gag presentes en esta (Figura 16B). Estos 

resultados concuerdan con los resultados mencionados previamente donde se 

observó que al sobreexpresar las metiltransferasas, a pesar del pequeño aumento en 

los niveles de partículas liberadas, hay una disminución significativa en los niveles de 

ARNg que son empaquetados.  
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Figura 16: Impacto de la sobreexpresión del complejo METTL3/14 en la interacción 
ARNg-Gag. Células HeLa fueron transfectadas con el vector pNL4.3, pCMV-VSVg, pCDNA-

Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-METTL14. Como control se utilizó la expresión de GFP. 24 hpt 

se analizaron: A) La interacción ARNg-Gag mediante un ISH-PLA en ambas condiciones. Los 

puntos rojos indican la interacción entre el ARNg y Gag. La cuantificación de la interacción en 

ambas condiciones se presenta abajo. B) La señal del ARNg y de Gag en la membrana 

plasmática en ambas condiciones fue evaluada midiendo los niveles de fluorescencia de 

ambos componentes en la membrana. Se observan las imágenes en condición control con el 

objetivo de evaluar cómo se realiza el análisis.  Se realizó una prueba T-test; ****p<0,0001, 

***p<0,001, n.s; no significativo. 

 

Estos resultados indican que la sobrexpresión del complejo METTL3/14 induce una 

disminución de la interacción del ARNg con Gag y una disminución de los niveles de 

ARNg en la membrana plasmática. Esto sugiere que la disminución que observamos 

en el empaquetamiento del ARNg al sobreexpresar el complejo metiltransferasa podría 

estar explicado, en parte, por una disminución en el reclutamiento de Gag por el ARNg 

dado por la presencia de m6A. 
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La presencia de m6A induce cambios estructurales en la 5´-UTR del ARNg de 

VIH-1 

Con el fin de ahondar en el mecanismo por el cual la metilación del ARNg interfiere 

con el reclutamiento de Gag y considerando la relevancia de la estructura de la 5´-UTR 

en el empaquetamiento, quisimos estudiar si la metilación de la 5´-UTR afecta su 

estructura. Pare esto, realizamos la técnica SHAPE-MaP (Acilación selectiva de 

hidroxilo 2´ analizada por extensión de oligonucleótidos y perfil mutacional) en 

colaboración con el Dr. Bruno Sargueil (Université de Paris Descartes, Francia) 

utilizando ARN poliA obtenido de células que expresan VIH-1 y d2EGFP (control) y 

células que expresan VIH-1 y METTL3/14. El experimento de SHAPE-MaP fue 

desarrollado como se describió en la sección materiales y métodos. Esta técnica se 

basa en que el ARN obtenido es modificado con un reactivo de SHAPE, en este caso 

1M7, el cual reacciona con el 2´ hidroxilo libre de los nucleótidos que se encuentran 

expuestos, es decir, que se encuentran en una región de hebra simple, formando 

aductos. Como control, una fracción equivalente de la muestra se trata con DMSO. 

Luego el ARN modificado y control es sometido a una transcripción reversa, en este 

caso, con partidores específicos para la región 5´-UTR, introduciéndose mutaciones 

cuando hay aductos presentes. Posteriormente, los ADNc obtenidos son utilizados 

para crear genotecas (kit NEBNext Ultra II Library Prep Kit for Illumina) y ser 

secuenciadas en un sistema de secuenciación Illumina NextSeq 500. Los análisis de 

las secuencias obtenidas fueron realizados por el Dr. Bruno Sargueil quien utilizó el 

programa ShapeMapper2 y el programa IPANEMAP para predecir el modelo 

estructural de la 5´-UTR en ambas condiciones. Nucleótidos con reactividad SHAPE 

mayor a 0,7 fueron considerados altamente reactivos, mayor a 0,4 fueron considerados 
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moderadamente reactivos, mayor a -1 no reactivos y ND no determinados; siendo 

reactivos aquellos nucleótidos que fueron modificados con 1M7. De manera 

interesante, observamos que la metilación por el complejo METTL3/14 induce cambios 

estructurales en la 5´-UTR (Figura 17). Si observamos en detalle se puede ver que el 

cambio estructural comienza, aproximadamente, en el nucleótido 132 y continua al 

nucleótido 278, con cambios en la región del PBS, pero sin afectar la región DIS en 

SL1 ni la señal de empaquetamiento (y) en SL3. De manera interesante, esta región 

coincide con las regiones de interacción del 5´-UTR con Gag, reportadas mediante la 

técnica CLIP-seq (Kutluay et al, 2014) y la región de metilación que observamos en los 

resultados preliminares del m6A-seq (80-280 nt). Este cambio estructural inducido por 

el complejo metiltransferasa, podría explicar la disminución del reclutamiento de Gag 

observada previamente.  
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Figura 17: Impacto de la sobreexpresión del complejo METTL3/14 en la estructura de la 
5´-UTR del ARNg. Células HEK293T fueron transfectadas con el vector pNL4.3, pCMV-VSVg, 

pCDNA-Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-METTL14. Como control se utilizó la expresión de GFP. 

24 hpt se analizó la estructura de la 5´-UTR del ARNg en ambas condiciones mediante un 

SHAPE-MaP según se señaló en la sección materiales y métodos. Arriba se observa la 

condición control y abajo la condición en sobreexpresión de METTL3/14. Los nucleótidos con 

reactividad SHAPE mayor a 0,7 y mayor a 0,4 son considerados alta y moderadamente 

reactivos, respectivamente. Mayor a -1 es considerado no reactivo y ND no determinados. Las 

estructuras fueron obtenidas mediante el software IPANEMAP.  
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Gag interacciona con FTO y disminuye los niveles de metilación del ARNg  

 

Gag interacciona con FTO en el núcleo celular 

Al igual que con METTL3, quisimos evaluar la interacción de FTO con el ARNg 

mediante ISH-PLA. Lamentablemente, a pesar de los muchos intentos, no fue posible 

detectar esta interacción, aunque todos los componentes se expresaron en la célula 

como era esperado (Figura 18A). Esto se podría deber a que esta interacción puede 

ocurrir muy transitoriamente, en niveles que estén por debajo del límite de detección 

de la técnica o porque el/los sitio(s) de unión a FTO en el ARNg este(n) alejado(s) del 

sitio de unión de las sondas. Dado que los resultados obtenidos en los experimentos 

de sobreexpresión de FTO indican que esta participaría en la regulación del 

empaquetamiento del ARNg mediado por m6A, el no poder detectar la interacción de 

FTO con el ARNg nos llevó a investigar si Gag pudiese estar interaccionando con FTO 

para dirigir la desmetilación del ARN viral, actuando como un intermediario entre el 

ARNg y FTO. Esta interacción se evaluó mediante PLA (ensayo de ligación proximal), 

como se describió en la sección materiales y métodos, y se observó que efectivamente 

Gag y FTO forman un complejo en la célula (Figura 18B). Al cuantificar los puntos de 

interacción que localizan en el núcleo respecto del total de puntos por célula y la 

reconstitución 3D de las imágenes obtenidas se observa que Gag y FTO se asocian 

principalmente en el núcleo (Figura 18C), e incluso se puede observar que la 

sobreexpresión de FTO incrementa la localización nuclear de Gag (Figura 18D).  
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Figura 18: Gag y FTO interaccionan principalmente en el núcleo celular. Células HeLa 

fueron transfectadas con el vector pNL4.3, pCMV-VSVg y pCDNA-3XFlag-FTO. A) 24 hpt se 

evaluó la interacción ARNg-FTO mediante un ISH-PLA y la expresión de FTO y el ARNg 

mediante un FISH de ARN. B) La interacción entre Gag y FTO fue evaluada mediante un PLA. 

Los puntos rojos indican la interacción Gag-FTO. C) Se muestra una reconstitución 

tridimensional del PLA mostrado en (B) y una cuantificación de los puntos rojos en el núcleo y 

en el citoplasma de cada célula. D) Se analizaron los cambios en la intensidad de fluorescencia 

de Gag en el núcleo respecto del total al sobreexpresar FTO. Se realizó una prueba T-test; 

****p<0,0001, ***p<0,001. 
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Gag disminuye el estado de metilación del ARNg 

Dado que se observó que Gag interacciona principalmente con el ARNg en el núcleo 

celular, nos preguntamos si Gag podría estar interaccionando con FTO para promover 

la desmetilación del ARNg. Para esto, se evaluó el estado de metilación del ARNg 

(razón m6A/A) mediante una MeRIP en presencia o ausencia de Gag, como se 

describió en la sección materiales y métodos. Para hacer este análisis, células 

HEK293T fueron transfectadas con el vector proviral pNL4.3 junto con el vector pCMV-

VSVg para la condición silvestre, y con el vector proviral pNL4.3-GagStop junto con el 

vector pCMV-VSVg para la condición en donde no se expresa Gag. El vector pNL4.3-

GagStop contiene una serie de dos codones de término prematuro que impiden la 

síntesis de Gag. En una tercera condición se restituyó la expresión de Gag en trans 

con un vector de expresión de Gag (pCMV-Gag). Al comparar las dos primeras 

condiciones, se puede observar que hay un aumento de la razón m6A/A cuando Gag 

no está presente (mayor nivel de m6A en el ARNg) y esta condición es revertida e 

incluso disminuida cuando la proteína Gag es expresada en trans, sugiriendo que Gag 

participaría en la desmetilación del ARNg (Figura 19).  
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Figura 19: Impacto de Gag en el estado de metilación del ARNg. Células HEK293T fueron 

transfectadas con el vector pCMV-VSVg y pNL4.3 wt o pNL4.3-GagStop o pNL4.3-GagStop 

junto con el vector pCMV-Gag. 24 hpt el extracto celular fue usado para analizar Gag (y sus 

productos de procesamiento) y GAPDH mediante un western blot. En paralelo, los extractos 

celulares fueron utilizados para realizar una extracción de ARN y una MeRIP. El ARN input 

(fracción “A”) y el ARN inmunoprecipitado (fracción “m6A”) fueron cuantificados por un RT-

qPCR. Los resultados corresponden a tres experimentos independientes. Se realizó una 

prueba T-test; *p<0,05, ***p<0,001. 
 

Estos resultados sugieren fuertemente que Gag podría favorecer la desmetilación, 

mediada por FTO, de aquellas moléculas de ARNg que serán empaquetadas en las 

nuevas partículas virales. Considerando los múltiples sitios de unión a Gag en la 5´-

UTR del ARNg, sería interesante evaluar si ocurre una interacción directa entre el 

ARNg metilado y Gag para, posiblemente promover su desmetilación, o si son parte 

de un mismo complejo, pero no interaccionan directamente. Por otro lado, sería 

importante evaluar que dominio de Gag estaría participando en la interacción con FTO 

y la regulación de la desmetilación del ARNg, entendiendo que es el dominio NC p7 el 

que interacciona con el ARNg para encapsidarlo. Esto con el objetivo de poder 
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diferenciar el efecto de Gag en el estado de metilación del ARNg y el efecto en la 

interacción con el ARNg para encapsidarlo. 

 

Las adenosinas 198 y 242 participan en la regulación del empaquetamiento del 

ARNg mediada por m6A 

 

Determinación experimental de los nucleótidos metilados en la 5´-UTR 

Para determinar experimentalmente los nucleótidos metilados en la 5´-UTR del ARNg 

de VIH-1 se propuso realizar una adaptación de la técnica miCLIP (Grozhik et al. 2017). 

Esta técnica se basa en el entrecruzamiento de un anticuerpo anti-m6A que al formar 

un enlace covalente con el ARN induce un cambio de la citosina adyacente al residuo 

metilado por una timina (transición C por T) durante la generación del ADNc. 

Lamentablemente, las secuencias obtenidas en nuestro ensayo no permitieron 

dilucidar las adenosinas que se encuentran metiladas ya que se encontraron cambios 

nucleotídicos en diversas posiciones distintas a residuos de adenosina (Figura 20A) y 

el porcentaje de transición de citosinas por timinas fue de un 7% (Figura 20B). 

 

 

3  Procesamiento	de	los	datos	desde	un	enfoque	estadístico,	sin	utilización	de	evaluadores	

de	técnica	miCLIP-seq	o	CLIP-seq.	

Para	desarrollar	este	procesamiento	de	los	datos,	se	retoma	desde	el	puto	3	de	la	evaluación	

anteriormente	entregada.	Entonces,	considerando	los	datos	presentados	desde	el	mapeo	de	

los	datos	biológicos	podemos	decir	lo	siguiente:	

• Se	revisa	el	mapeo	realizado,	análisis	de	la	distribución	de	los	datos	alineados	al	
genoma,	para	revisar	el	número	de	modificaciones	existentes,	sin	utilizar	el	algoritmo	

CLIP	TOOL	KIT	(CTK),	donde	:		

Transición	 Replica	1	(R1)	 Replica	2	(R2)	

A	->	C	 13213	 7688	

A	->	G	 2370	 2818	

A	->	T	 3606	 5043	

C	->	A	 3022	 4607	

C	->	G	 1491	 1611	

C	->	T	 4241	 4231	

G	->	A		 3101	 2527	

G	->	C	 3969	 4891	

G	->	T	 13852	 14563	

T	->	A	 873	 1163	

T	->	C	 2414	 5541	

T	->	G	 3235	 6410	

Tabla	4.	Resumen	de		transiciones	provenientes	del	mapeo	contra	genoma,	luego	del	preprocesamiento	de	los	datos	crudos.	

• Nuestro	interés	se	enfoca	en	las	transiciones	C->T,	las	cuales	se	ilustran	en	los	
siguientes	gráficos	de	torta,	que	se	desprenden	de	la	tabla	4:		
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Figura 20: Análisis del miCLIP realizado en la 5´-UTR del ARNg de VIH-1. Células 

HEK293T fueron transfectadas con el vector pCMV-VSVg y pNL4.3. 24 hpt se purificó el ARN 

poliA, el cual se incubó con el anticuerpo anti-m6A y entrecruzó con luz UV. Posteriormente se 

trató con proteinasa K, y se realizó un RT-PCR con partidores específicos que se encuentran 

dentro de la región 5´-UTR. El ADNc obtenido fue secuenciado y se analizó: A) El número de 

transiciones de una citosina por una timina a lo largo de la región secuenciada. En el eje Y se 

observa el número de  transiciones C por T por cada nucleótido, en el eje X la posición a lo 

largo de la 5´-UTR. B) El porcentaje de transición de una citosina por una timina.  

 

La ausencia de la A198 y la A242 (por separado) no revierten el impacto de la 

sobreexpresión de METTL3/14 sobre el empaquetamiento del ARNg 

A pesar de que no se pudo determinar las adenosinas metiladas experimentalmente 

mediante miCLIP, se pudo identificar dos posibles adenosinas que podrían estar 

siendo metiladas en la 5´-UTR del ARNg analizando los datos del m6A-seq mostrados 

en la introducción y una predicción bioinformática realizada con la herramienta SRAMP 

(Y. Zhou et al. 2016a) descrita en la sección materiales y métodos. La predicción 

bioinformática reveló que la A198 y la A242 se encuentran en un contexto favorable de 

metilación (Figura 21). El análisis en detalle de nuestro resultado de SHAPE-MaP y de  

estudios estructurales previos (J. Paillart et al. 2004; Wilkinson et al. 2008b) indican 

que ambas adenosinas son altamente reactivas, es decir, se encuentran expuestas en 

regiones de hebra simple, siendo ambas posibles blancos de metilación. Consistente 

con los resultados de m6A-seq, ambas adenosinas se encuentran dentro de la región 

metilada (residuos 80-280) observada en el ARNg intracelular. Al mirar en detalle, 

encontramos que la A198 se encuentra en una región de interacción con el tRNALys3 

(PBS) y que ambas adenosinas son parte de un sitio de unión específico al dominio 

NC de Gag observado mediante CLIP-seq (Kutluay et al. 2014), siendo esta última una 
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interacción fundamental para que el ARNg sea seleccionado para empaquetarse 

(Wilkinson et al. 2008b). Mas aún, un estudio del 2018 encontró que mutantes de estas 

adenosinas alteran la infección viral, indicando la relevancia de ambas adenosinas 

para el ciclo replicativo viral (W. Lu et al. 2018). 

Figura 21: Predicción informática de los nucleótidos metilados en la 5´-UTR del ARNg 
de VIH-1. La predicción de los residuos metilados en la 5´-UTR del pNL4.3 fue analizada en 

el software SRAMP disponible en en www.cuilab.cn/sramp considerando la estructura 

secundaria del ARN.  

 

Para evaluar experimentalmente el rol de ambas adenosinas en la regulación del 

empaquetamiento del ARNg mediada por m6A es que se eliminó la A198 o la A242 en el 

provirus pNL4.3. En primer lugar, con el propósito de evaluar si la metilación de estas 

adenosinas, por separado, cumplen un rol en la regulación del empaquetamiento, sólo 

se analizó las partículas virales obtenidas de los provirus con deleciones simples. Para 

esto, se co-transfectó células HEK293T con el vector proviral correspondiente (pNL4.3 

o pNL4.3DA198 o pNL4.3DA242), el vector pCMV-VSVg y los vectores de expresión 

pCDNA-Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-METTL14 o pCDNA-d2EGFP como control. A 

las 24 hpt se analizaron los niveles de CAp24 y ARNg obtenidos de partículas virales 

como se describió en la sección materiales y métodos. En estos experimentos se 
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observó que el ARNg producido a partir de los provirus que poseen las deleciones 

simples, DA198 y DA242, siguen mostrando una disminución en el empaquetamiento, al 

sobreexpresar las metiltransferasas, pero a un nivel menor que el observado en la 

condición silvestre, como se puede apreciar en la figura 22.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Impacto de la deleción simple de A198 y A242 en el empaquetamiento del ARNg. 
Células HEK293T fueron transfectadas con el vector  pNL4.3 (izquierda) o pNL4.3-DA198 (panel 

del medio) o pNL4.3-DA242 (derecha), pCMV-VSVg, pCDNA-Flag-METTL3 y pCDNA-Flag-

METTL14. El vector pCDNA-d2EGFP fue usado como control. 24 hpt el sobrenadante fue 

recuperado y las partículas virales fueron concentradas mediante una ultracentrifugación. Las 

partículas virales fuero analizadas mediante un ELISA anti-CAp24 (panel de arriba) y mediante 

un RT-qPCR (panel de abajo). Los niveles de ARNg empaquetados (por equivalentes de Gag) 

fueron normalizados respecto del control. Se muestra el resultado de tres experimentos 

independiente. Se realizó una prueba T-test; **p<0,01, ***p<0,001, n.s; no significativo. 
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La ausencia de ambas adenosinas interfiere la regulación del empaquetamiento 

del ARNg en la partícula viral  

Dado que no observamos una reversión de la disminución del empaquetamiento 

observado al sobreexpresar las metiltransferasas, cuando ambas adenosinas están 

ausentes por separado, quisimos evaluar el impacto de la ausencia de ambas en la 

misma molécula de ARNg. Para esto se analizó el impacto de la sobreexpresión del 

complejo METTL3/14, en el provirus pNL4.3 silvestre y con la doble deleción (pNL4.3 

DA198/DA242), en los niveles de ARNg y Gag intracelular además del ARNg y Gag en 

partículas, como se describió en la sección materiales y métodos. De manera 

interesante, se pudo observar que el provirus con la doble deleción pierde el efecto 

positivo en la síntesis de Gag observado en la condición silvestre y no presenta 

cambios en los niveles de ARNg intracelular al igual que el provirus sin las deleciones 

(Figura 23A). Adicionalmente, se puede ver que, en ausencia de ambas adenosinas, 

la sobreexpresión de METTL3/14 induce un aumento en los niveles de CAp24 

liberados a diferencia de la condición silvestre e interesantemente conlleva un aumento 

en los niveles de ARNg empaquetados revirtiendo completamente el efecto negativo 

de las metiltransferasas observado cuando ambas adenosinas están presentes (Figura 

23B). Estos resultados sugieren que las adenosinas A198 y A242 participan en la 

regulación mediada por m6A observada previamente. 

    

 



98 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pNL4.3△A198/△A242 pNL4.3 WT 

GAPDH 

Gag p55 

CAp24 

Contro
l 
METTL3/14 

Contro
l 
METTL3/14 

METTL3 
METTL14 

B) 

A) 



99 
 

Figura 23: Impacto de la doble deleción de A198 y A242 en el empaquetamiento del ARNg 
mediado por m6A. Células HEK293T fueron co-transfectadas con el vector proviral pNL4.3 o 

pNL4.3DA198/DA242 junto con el vector pCMV-VSVg, pCDNA-Flag-METTL3 y pCDNA-Flag- 

METTL14. Como control se utilizó el vector pCDNA-d2EGFP. 24 hpt se analizaron: A) Los 

niveles de Gag (y sus productos de procesamiento CAp24) mediante un WB y los niveles de 

ARNg intracelular mediante un RT-qPCR. B) Los niveles de CAp24 y ARNg en las partículas 

virales mediante un ELISA anti-p24 y un RT-qPCR, respectivamente. Los resultados fueron 

normalizados respecto del control, y corresponden al promedio de tres experimentos 

independientes. Se realizó una prueba T-test; *p<0,05; **p<0,01; n.s; no significativo. 

 

Luego, se investigó el rol de ambas adenosinas en el metabolismo del ARNg. Para 

esto, se determinaron y compararon la síntesis de Gag, los niveles de ARNg 

intracelulares, la producción de partículas y el empaquetamiento del ARNg entre el 

provirus silvestre y la doble deleción, sin sobreexpresar las metiltransferasas. Estos 

resultados revelan que el provirus DA198/242 produce más Gag que el provirus silvestre, 

pero posee menos ARNg intracelular (Figura 24A). Sin embargo, a pesar de que 

acumula más Gag intracelular libera significativamente menos partículas virales y 

disminuye considerablemente el empaquetamiento del ARNg (Figura 24B). Estos 

resultados confirman la relevancia de la A198 y la A242 en el empaquetamiento del ARNg 

en la partícula viral y se condicen con lo observado en la literatura donde se ha visto 

que la ausencia de ambas adenosinas disminuye la infectividad de las partículas 

virales de VIH-1 (Li Wu, 2018), confirmando la relevancia de ambas adenosinas en la 

infección viral. 
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Figura 24: Impacto de la doble deleción de A198 y A242 en el empaquetamiento del ARNg. 
Células HEK293T fueron co-transfectadas con el vector proviral pNL4.3 o pNL4.3DA198/DA242 

junto con el vector pCMV-VSVg. 24 hpt se analizaron: A) Los niveles de Gag (y sus productos 

de procesamiento CAp24) mediante un WB y los niveles de ARNg intracelular mediante un 

RT-qPCR. B) Los niveles de CAp24 y ARNg en las partículas virales mediante un ELISA anti-

p24 y un RT-qPCR, respectivamente. Los resultados fueron normalizados respecto del control, 

y corresponden al promedio de tres experimentos independientes. Se realizó una prueba T-

test; *p<0,05; ***p<0,001. 
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La ausencia de ambas adenosinas no altera la estructura secundaria de la 5´-

UTR del ARNg in vitro. 

Entendiendo que el efecto en el empaquetamiento del ARNg observado puede estar 

dado porque la ausencia de ambas adenosinas altera la estructura de la 5´-UTR del 

ARNg de VIH-1 es que evaluamos estos posibles cambios mediante la técnica SHAPE-

CE (Acilación selectiva de Hidroxilo 2´ analizada por Extension de Partidores) en 

colaboración con el Dr. Bruno Sargueil (Université de Paris Descartes, Francia), como 

se describe en la sección materiales y métodos. Para esto se realizó una transcripción 

in vitro del 5´-UTR del provirus silvestre y con la doble deleción. Posteriormente, los 

transcritos fueron modificados con el reactivo SHAPE 1M7, al igual que en el SHAPE-

MaP, formando aductos con los nucleótidos expuestos. Como control, una fracción 

equivalente de la muestra se trató con DMSO. Luego los ARN modificados y control 

fueron sometidos a una transcripción reversa con partidores específicos para la región 

5´-UTR, deteniéndose la transcripción cuando hay aductos presentes. Los ADNc 

fueron resueltos en un secuenciador CEQ-8000 (Beckman Coulter). Los análisis fueron 

realizados por el Dr. Bruno Sargueil quien utilizó el programa QuSHAPE y el programa 

VaRNA para predecir el modelo estructural de la 5´-UTR en ambas condiciones. Las 

diferencias de reactividades se evaluaron entre el ARNg silvestre y la doble deleción, 

las cuales se observan en el modelo de estructura secundaria de la figura 25. Los 

nucleótidos con reactividad SHAPE mayor a 0,7 y mayor a 0,4 son considerados alta 

y moderadamente reactivos, respectivamente. Diferencias menores a 0,4 no reactivos 

y ND no determinados; siendo reactivos aquellos nucleótidos que fueron modificados 

con 1M7. De este experimento, observamos que la ausencia de las adenosinas 198 y 

242 no altera la estructura de la 5´-UTR del ARNg (Figura 25), indicando que el impacto 
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observado en el empaquetamiento del ARNg no está dado por cambios en el 

plegamiento de la 5´-UTR del ARN viral inducidos por la doble deleción, pudiendo ser 

explicado por una disminución de la interacción del ARNg con Gag, interfiriendo así en 

el empaquetamiento de este.  
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Figura 25: La doble deleción de las adenosinas 198 y 242 no altera la estructura de la 5´-
UTR del ARNg. Se evaluó la estructura del 5´-UTR de transcritos in vitro del ARNg de VIH-1 

wt (arriba) y con la ausencia de las adenosinas 198 y 242 (abajo) mediante un SHAPE-CE, 

como se describe en la sección materiales y métodos. Los nucleótidos con reactividad SHAPE 

mayor a 0,7 y mayor a 0,4 son considerados alta y moderadamente reactivos, 

respectivamente. Diferencias menores a 0,4 no reactivos y ND no determinados. Los 

resultados fueron analizados con el programa QuSHAPE y el programa VaRNA fue utilizado 

para predecir el modelo estructural.  

 

En su conjunto estos resultados sugieren que las adenosinas 198 y 242, son al menos, 

dos de las adenosinas que participan en la regulación del empaquetamiento del ARNg 

de VIH-1.  
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Discusión 

 

Durante el ciclo replicativo, el ARNg de VIH-1 cumple más de una función en el 

citoplasma celular siendo el ARN mensajero que será traducido para codificar Gag y 

Gag-Pol y el genoma que será empaquetado en la nueva partícula viral. A diferencia 

de un retrovirus simple como MLV, en VIH-1 se ha propuesto que el ARNg existe cómo 

una sola población que puede cumplir ambas funciones (Melinda Butsch and Boris-

lawrie 2002; Andrew Lever 2000). Es interesante notar que un reporte reciente indicó 

que a pesar de que el ARNg puede cumplir ambas funciones de manera indistinta, este 

existe como dos poblaciones dinámicas (Chen et al. 2020). Se sabe que Gag es clave 

en el empaquetamiento, donde sus diversos dominios participan en las diferentes 

etapas de este proceso. En una etapa inicial, Gag selecciona el ARNg que será 

empaquetado mediante la interacción entre su dominio NC y elementos de ARN 

específicos presentes en la 5´-UTR del ARN viral (Mailler et al. 2016b). Estudios 

estructurales in vitro indicaron que un cambio estructural en la 5´-UTR podría explicar 

esta coordinación, sin embargo, estudios estructurales ex vivo e in virio no pudieron 

detectar estas diferencias. Recientemente, un reporte indicó que la presencia de 

Cap1G, Cap2G o Cap3G al inicio del ARNg regularían la estructura del 5´-UTR y en 

consecuencia su función como mensajero o como genoma, sugiriendo que la decisión 

de que el ARNg sea traducido o empaquetado ocurriría a nivel transcripcional. Estos 

antecedentes han entregado importantes aportes que permiten ir dilucidando como 

ocurre la decisión de que el ARNg sea empaquetado, sin embargo, los mecanismos 

moleculares asociados son aún inciertos. Considerando el rol emergente de las 

modificaciones químicas reversibles en definir le destino de los ARNm celulares y ARN 
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virales incluyendo el ARNg de VIH-1 nos preguntamos: ¿Puede la m6A ser una marca 

reversible en el ARNg que defina su destino como mensajero o como genoma?  

 

En el presente trabajo de tesis hemos observado que la metilación/desmetilación de 

las A198 y A242 presentes en la 5´-UTR son importantes para la regulación del 

empaquetamiento del ARNg, donde la ausencia de esta modificación, mediada por la 

desmetilasa de RNA celular FTO, favorece la selección del genoma viral para ser 

incorporado en las partículas. De manera similar, aunque por un mecanismo diferente, 

se ha reportado que en el virus de la Hepatitis C (HCV), un virus que replica en el 

citoplasma, el ARN viral que carece de m6A es selectivamente empaquetado (Gokhale 

et al. 2016). Consistente con lo reportado en la literatura, donde se observa que la 

metilación del ARN tiene un impacto positivo en la síntesis de las proteínas virales 

(Kennedy et al. 2016; Lichinchi, Gao, et al. 2016; Tirumuru et al. 2016), nosotros 

observamos que la presencia de m6A inducida por la sobreexpresión de las 

metiltransferasas METTL3 y METTL14 induce un aumento en los niveles de Gag. Es 

importante destacar que no sabemos si el aumento observado en Gag es por un 

aumento en los niveles de traducción o de la estabilidad del ARN destinados a ser 

traducidos. Sin embargo, al analizar las partículas virales, observamos que la 

presencia de m6A disminuye los niveles de ARNg empaquetados, a pesar de no 

disminuir los niveles de partículas liberadas, indicando que la presencia de m6A 

interfiere en el empaquetamiento del ARN viral. Esta observación fue ratificada al 

observar el efecto contrario ya sea silenciando METTL3 o sobreexpresando la 

desmetilasa FTO. Estudios futuros se requieren para evaluar si las partículas, al 

sobreexpresar el complejo METTL3/14, se encuentran vacías o contienen otros ARNs 
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virales o celulares que suplan el rol de soporte estructural que juega el ARNg dentro 

de la partícula.  

 

Los resultados obtenidos son consistentes con lo observado en nuestros datos de 

m6A-seq, donde el ARNg que se encuentra empaquetado en la nueva partícula viral 

es aquel que no posee la modificación en la 5´-UTR. Análisis de la sobreexpresión de 

la desmetilasa FTO muestran que la disminución en los niveles de m6A resulta en un 

efecto opuesto al observado al sobreexpresar METTL3/14 (y por ende similares al 

efecto observado al silenciar METTL3), induciendo un aumento en los niveles de ARNg 

empaquetados, indicando que la regulación del empaquetamiento mediada por m6A 

es un proceso dinámico que puede ser coordinado por la metilación/desmetilación de 

adenosinas, donde la presencia de m6A parece promover el uso del ARNg como 

ARNm, pero interfiere con su incorporación en la nueva partícula viral.  

  

Indagando en los mecanismos asociados a esta regulación observamos que la 

metiltransferasa METTL3 interacciona con el ARNg en el núcleo de la célula lo que es 

consistente con la metilación ocurriendo a nivel co-transcripcional (Ke et al. 2017; 

Salditt-Georgieff et al. 1976; Williams et al. 2019; Zaccara et al. 2019). Además, vimos 

que solo la presencia de m6A mediada por la sobreexpresión de METTL3/14 puede 

inducir cambios estructurales en la 5´-UTR que podrían ayudar a explicar la 

disminución en la interacción de Gag con el ARNg observada. Esta disminución podría 

explicar, además, la disminución tanto de la señal del ARNg en la membrana 

plasmática como del empaquetamiento del ARNg a pesar de existir un aumento en los 

niveles de Gag intracelular. Es posible que el ARNg no interaccione con Gag al estar 
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metilado lo que trae como consecuencia que no pueda ser empaquetado en la nueva 

partícula. Interesantemente, nuestros datos de SHAPE-MaP muestran un cambio 

estructural en la 5´-UTR, donde a pesar de no verse alteradas las estructuras de 

dominios importantes para el empaquetamiento, como DIS (SL1) o SL3, sí se puede 

ver cambios estructurales en regiones como el PBS e incluso se observa que las 

adenosinas 198 y 242 ya no se encuentran expuestas al sobreexpresar las 

metiltransferasas. Mediante un análisis de CLIP-seq, se reportó que Gag muestra sitios 

de unión en toda la 5´-UTR (Kutluay et al. 2014), los que pueden verse enmascarados 

por estos cambios estructurales. Interesantemente, la región que ve alterada su 

estructura coincide con unos de los sitios observados en el CLIP-seq mencionado y 

con la región de metilación observada en los datos de m6A-seq generados por el 

laboratorio. Estos resultados de sobreexpresión de metiltransferasas, en su conjunto, 

sugieren que una posible explicación es que los cambios estructurales observados, 

inducidos por la presencia de m6A, conlleven una disminución en la interacción del 

ARNg con Gag (observado por ISH-PLA) y en consecuencia una disminución en su 

empaquetamiento.  

 

Adicional a los cambios estructurales observados, otra posible explicación puede ser 

que la presencia de m6A disminuya la afinidad de Gag por el ARNg, para promover su 

empaquetamiento, no necesariamente con un efecto en traducción. Por otro lado, otra 

explicación posible es que las proteínas lectoras de m6A pertenecientes a la familia 

YTH interaccionen con el ARNg metilado para favorecer su traducción e impidan que 

Gag pueda unirse. Esta en una explicación viable ya que se ha reportado in vitro que 

las proteínas YTHs interaccionan preferentemente con el ARNg que se encuentra 
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metilado respecto del que no se encuentra modificado y se ha observado que forman 

un complejo celular con Gag y el ARNg (W. Lu et al. 2018). Para seguir dilucidando los 

mecanismos moleculares asociados a esta regulación sería interesante evaluar la 

dimerización del ARNg producido en sobreexpresión de METTL3/METTL14 y evaluar 

la estructura del 5´-UTR del ARNg que se encuentra empaquetado y/o la estructura 

del ARNg cuando la expresión de METTL3 se encuentra silenciada. Adicional a la 

interacción del ARNg con Gag resultaría interesante evaluar el impacto de esta 

modificación en la interacción con el tRNALys3 ya que este interactúa con la región PBS 

y es selectivamente incorporado en las partículas (Kleiman, Halwani, and Javanbakht 

2004). Además, la unión del tRNALys3 favorece la dimerización del ARNg in vitro, paso 

clave para que el ARNg se empaquete (Seif, Niu, and Kleiman 2013).  

  

Por otro lado, en este trabajo de tesis observamos que Gag forma un complejo con la 

desmetilasa FTO en el núcleo e incluso observamos que Gag puede favorece la 

desmetilación del ARNg. Juntos, estos resultados sugieren que Gag interacciona con 

FTO en el núcleo celular para promover la desmetilación del ARNg, proceso necesario 

para que este sea empaquetado. Resulta interesante que Gag se encuentre en el 

núcleo de la célula asociada a FTO, sin embargo, estudios han reportado que Gag 

puede estar presente en el núcleo celular, aunque esta posibilidad sigue siendo 

debatida (Lochmann et al. 2013; Maldonado et al. 2020; Yu et al. 2016). Por otro lado, 

puede resultar contradictorio observar que Gag no interacciona con el ARNg metilado 

para encapsidarlo, pero si pudiese modular su desmetilación. Como se mencionó en 

la sección resultados, sería interesante evaluar si ocurre una interacción directa entre 

el ARNg metilado y Gag, y por otro lado analizar si la desmetilación del ARNg 
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favorecida por Gag, sería modulado por el dominio NC p7, que es el dominio que 

interacciona con el ARNg para encapsidarlo. 

 

Los resultados de m6A-seq mencionados en los antecedentes, al igual que lo reportado 

en la literatura (Kennedy et al. 2016; Lichinchi, Zhao, et al. 2016; Tirumuru et al. 2016), 

indican que hay tres picos de metilación a lo largo del ARNg que se encuentra en la 

célula (5´-UTR, RRE y 3´-UTR), perdiéndose el peak de metilación de la 5´-UTR en el 

ARNg empaquetado. El análisis bioinformático predijo que las posibles adenosinas que 

podrían estar metiladas en la región 5´-UTR corresponden a la adenosina 198 y la 

adenosina 242, que se encuentran en un contexto favorable de metilación (DRACH) y 

en regiones de hebra simple. Interesantemente, estas adenosinas se encuentran 

dentro del pico de metilación, observado en el m6A-seq, que abarca desde el 

nucleótido 80 al 283. La adenosina 198 se encuentra en la región PBS, región donde 

ocurre la interacción con el tRNALys3 (esencial para que ocurra la transcripción 

reversa), y ambas adenosinas se encuentran en un dominio de unión de Gag 

identificado por CLIP-seq. Adicionalmente, un reporte reciente indicó que ambas 

adenosinas son importantes para el ciclo viral, donde la ausencia de ellas conlleva la 

producción de partículas menos infectivas (W. Lu et al. 2018). Al analizar el provirus 

con la doble deleción de estas adenosinas observamos que este, a pesar de acumular 

más Gag en la célula que en la condición silvestre, disminuye los niveles de CAp24 

liberados y de ARNg empaquetados, sugiriendo que estas adenosinas son claves en 

el empaquetamiento del ARNg, y que este efecto no esta dado porque la ausencia de 

ambas adenosinas conlleve un cambio en la estructura del 5´-UTR, como se observó 

en nuestros resultados de SHAPE. Al inducir la metilación mediada por el complejo 
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METTL3/14, observamos que la ausencia de ambas adenosinas juntas (pero no de 

forma individual) induce un aumento en los niveles de CAp24 liberados y un aumento 

en los niveles de ARNg empaquetados, a diferencia de lo observado en la condición 

silvestre, siendo la mutante con la doble deleción resistente al efecto observado por la 

sobrexpresión de las metiltransferasas. Esto sugiere que el estado de 

metilación/desmetilación de la A198 y la A242 es importante en la regulación del 

empaquetamiento del ARNg mediada por m6A. Estos resultados son consistentes con 

lo esperado ya que, como se mencionó, la adenosina 198 se encuentra en la región 

donde ocurre la interacción con el tRNALys3 y ambas adenosinas se encuentra en 

dominios de unión a Gag, interacción que, además, se ve interferida al sobreexpresar 

las metiltransferasas. Adicional a lo observado, podría ser interesante analizar otros 

parámetros que son fundamentales en el empaquetamiento del ARNg, como la 

dimerización del ARNg en ambas condiciones o analizar si la sobreexpresión de las 

metiltransferasas induce los mismos cambios estructurales (observados en la 

condición silvestre) en el provirus con la doble deleción. Para corroborar que la 

desmetilación de estas dos adenosinas, mediada por FTO, es necesaria para que el 

ARNg sea seleccionado por Gag y empaquetado sería interesante analizar el impacto 

de la sobreexpresión de la desmetilasa FTO o el silenciamiento de METTL3 en el 

empaquetamiento del ARNg con la doble deleción. Es importante destacar que no 

necesariamente son las únicas adenosinas que participan en esta regulación, pero con 

los resultados obtenidos en este trabajo de tesis podemos concluir que al menos son 

importantes. Sin duda hay detalles del mecanismo aun desconocidos, pero los 

resultados presentados en esta tesis nos sugieren que un aumento en los niveles de 

ARNg metilados induce un cambio en la estructura del 5´-UTR, que puede ser 
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responsable de una disminución de la interacción del ARNg con Gag, resultando 

finalmente en una disminución en los niveles de ARNg empaquetado. Dado que se ha 

reportado que adición de m6A en los ARNs ocurre a nivel co-transcripcional, es posible 

que la regulación del empaquetamiento mediada por m6A presentada en este trabajo, 

pueda ocurrir simultáneamente a la regulación mediada por la heterogeneidad en el 

uso del sitio de inicio de la transcripción (Brown et al. 2020; Siarhei Kharytonchyk et al. 

2016; Masuda et al. 2015) o quizás puede ser un paso de regulación posterior, o 

alternativo, donde ambos coinciden en que la decisión del ARNg de ser empaquetado 

es una decisión que se toma a nivel nuclear y que conlleva cambios en la estructura 

del 5´-UTR. Sería interesante evaluar el estado de metilación de los ARNs Cap1G, 

Cap2G o Cap3G y analizar la presencia de estos ARNs en las partículas virales, como 

una manera de evaluar si hay alguna conexión entre ambos mecanismos. En este 

sentido, el uso de secuenciación directa de ARN de largo completo mediante la 

tecnología Oxford Nanopore permitiría determinar si estas adenosinas se encuentran 

metiladas o no en estas 3 subpoblaciones de ARNg (Lorenz et al. 2020; Workman et 

al. 2019). 

 

Los resultados presentados en esta tesis permiten concluir que la presencia de m6A 

en la 5´-UTR interfiere en la interacción de Gag con el ARNg y, por ende, en el 

empaquetamiento en la nueva partícula viral, confirmando la hipótesis planteada 

(Figura 26). Los resultados indican que esto podría estar explicado por cambios 

estructurales en la 5´-UTR inducidos por la presencia de las adenosinas metiladas. 

Adicionalmente, este trabajo sugiere que la A198 y la A242, son al menos, dos de las 

adenosinas responsables de esta regulación mediada por m6A. Además, de los 
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resultados generados en esta tesis se puede concluir que Gag interacciona con FTO 

en el núcleo de las células, y modula el estado de metilación del ARNg, sugiriendo que 

Gag podría participar en la regulación de la desmetilación del ARNg para que este sea 

seleccionado para empaquetarse en la nueva partícula viral.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Modelo propuesto del impacto de m6A en el empaquetamiento del ARNg de 
VIH-1. Según los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se propone que el ARNg es 

metilado por el complejo metiltransferasa METTL3/14 en el núcleo celular, cuya metilación 

interfiere la interacción del ARNg con Gag y su posterior empaquetamiento. La proteína 

estructural Gag interacciona con FTO en el núcleo. Se sugiere que esta interacción promueve 

la desmetilación del ARNg. El ARNg no metilado es seleccionado por Gag para ser 

empaquetado en la nueva partícula viral.  

 

Sin duda, faltan experimentos que permitan seguir dilucidando los mecanismos 

moleculares asociados a esta regulación, sin embargo, la tesis de doctorado 
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presentada en este escrito entrega un aporte importante en esta área que busca 

dilucidar como se regula que el ARNg sea seleccionado para empaquetarse, 

presentando evidencia de que la metilación y desmetilación de residuos de adenosina 

sería uno de los componentes  que participan en esta regulación, sugiriendo que el 

ARNg de VIH-1 podría existir, al menos como dos poblaciones, con diferentes patrones 

de metilación, donde el ARNg que carece de esta metilación en la 5´-UTR será 

preferentemente seleccionado por Gag para empaquetarse.  
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Conclusiones 

 

• La metilación de adenosinas, mediada por METTL3/14, interfiere en el 

empaquetamiento del ARNg en la nueva partícula viral. 

• La ausencia de m6A, mediada por FTO, favorece el empaquetamiento del ARNg 

en la nueva partícula viral. 

• METTL3 interacciona con el ARNg en el núcleo celular. 

• La presencia de m6A, mediada por METTL3/14, induce cambios estructurales 

en la 5´-UTR del ARNg. 

• La presencia de m6A, mediada por METTL3/14, disminuye la interacción del 

ARNg con Gag. 

• FTO desmetila el ARNg de VIH-1. 

• FTO interacciona con Gag en el núcleo celular. 

• Gag disminuye los niveles de ARNg metilados. 

• Las adenosinas 198 y 242 participan en la regulación del empaquetamiento 

mediada por m6A. 
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