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RESUMEN 

Introducción.  Desde la identificación del Virus de la Inmunodeficiencia Humana tipo 

1 (VIH-1) y del Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), se ha desarrollado 

un gran número de estrategias para combatir la infección, entre las cuales destaca 

por su eficacia el uso de los fármacos antirretrovirales. La terapia antirretroviral 

combinada (TARc) ha tenido un gran impacto en el tratamiento de la infección por el 

VIH-1; sin embargo, los problemas persistentes durante la infección, como la 

inflamación crónica, la activación inmunológica persistente, la formación del 

reservorio, la latencia viral, la resistencia y los efectos secundarios de los 

antirretrovirales, han conducido al diseño de nuevas estrategias dirigidas a erradicar 

al reservorio viral. La edición del genoma mediante el sistema CRISPR/Cas9 se ha 

convertido en una herramienta eficaz para eliminar la infección por VIH-1 o para 

prevenir su replicación, debido a su fácil programación que depende de un ARN guía 

(ARNg) que le permite identificar a una secuencia específica del ADN e inducir un 

corte doble.  Además, cuando se seleccionan a más de un ARNg se puede escindir 

al ADN en varios fragmentos. No obstante, existen riesgos inherentes a la edición 

génica como la posibilidad de inducir mutaciones inespecíficas y que limitan la 

aplicación de estas estrategias moleculares en humanos, hasta establecer protocolos 

seguros. La selección de blancos específicos mediante el uso de programas 

bioinformáticos y la inducción de mutaciones únicamente en las células infectadas, 

pueden ayudar a que la terapia génica basada en CRISPR/Cas9 sea segura, fácil y 

personalizada, evitando poner en riesgo la integridad de las células sanas.  
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Objetivo.  Controlar la expresión de Cas9 con las secuencias reguladoras LTR, INS 

y RRE, e inducir su expresión en presencia del virus y dirigir mutaciones a los genes 

reguladores tat y rev para autorregular al sistema e inactivar al VIH-1. 

Metodología.  En este estudio, se aislaron las secuencias reguladoras LTR, INS y 

RRE del VIH-1 y se usaron para controlar la expresión de Cas9 en células HEK293. 

Se diseñaron ARNg para inducir mutaciones en las regiones conservadas de los 

genes reguladores tat y rev del VIH-1. Para verificar el efecto de los ARNg en la 

replicación viral, se evaluó el sistema pLCI-ARNg diseñado en un modelo de 

partículas de VIH-1 pseudotipado con VSV-G. 

Resultados. Se demostró la autorregulación de la expresión del gen de Cas9 en 

presencia de las proteínas virales Tat y Rev y se comprobó la escisión de un 

fragmento de 2500 pb con una eficiencia del 90% y que incluye a los genes tat, rev y 

env del VIH-1. La concentración de la proteína p24 de la cápside viral en 

sobrenadantes de cultivo disminuyó hasta niveles indetectables cuantificados por un 

ensayo de ELISA, lo que sugiere la cura funcional del cultivo celular. Los ARNg 

diseñados confieren protección a las células en presencia del VIH-1, manteniendo la 

viabilidad y la proliferación celular. 

Conclusiones.  Se desarrolló una estrategia efectiva para regular la expresión de 

Cas9 cuya activación depende de las proteínas virales Tat y Rev mediante la adición 

de las secuencias reguladoras LTR e INS-RRE del VIH-1, además de la 

autorregulación proporcionada por los ARNg. La edición múltiple dirigida a los genes 
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tat y rev sugiere que es una estrategia confiable y precisa para eliminar la infección in 

vitro por el VIH-1 y cuyo efecto se restringe a las células infectadas. 
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INTRODUCCIÓN 

La infección por el Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1) y el Síndrome 

de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) que produce, continúan siendo un problema 

de salud importante a nivel mundial a pesar de los avances significativos en el 

diagnóstico, la prevención y en el tratamiento de la enfermedad. 

La terapia antirretroviral combinada (TARc) ha sido muy efectiva para controlar la 

replicación del VIH-1 y tiene un efecto favorable en el pronóstico de la enfermedad. 

(Egger, y col., 2002; Dash y col., 2020).  Está bien documentado que la TARc 

disminuye eficazmente la carga viral plasmática, lo que permite restaurar a un nivel 

subóptimo la población de los linfocitos TCD4+, manteniendo una infección crónica y 

latente controlada. Sin embargo, aún con la TARc se mantiene una viremia residual 

en el plasma que puede variar entre 1-39 copias/ml (Chen y col., 2013) y que puede 

contribuir a la estabilidad del reservorio, de tal forma que el virus permanece latente 

en el organismo (Blankson y col., 2002). 

Cabe destacar que el establecimiento del reservorio viral es determinante para la 

progresión de la enfermedad, ya que una vez que se retira el tratamiento, la carga 

viral aumenta en unas pocas semanas, a niveles similares a los que presentan los 

pacientes vírgenes al tratamiento antirretroviral (Imamichi y col., 2001).  Si se toma 

en cuenta la vida media de las células TCD4+ con infección latente, se estima que se 
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necesitarían alrededor de 60 años para agotar al reservorio viral principal (Siliciano y 

col., 2003). 

Debido a que el tratamiento antirretroviral no logra una cura permanente de la 

infección por el VIH-1, al no poder eliminar al provirus que permanece en estado de 

latencia y a los problemas persistentes durante la infección como son la activación 

inmunológica y la inflamación crónica, así como la resistencia a los antirretrovirales y 

sus efectos secundarios, se han desarrollado nuevas estrategias moleculares 

encaminadas a erradicar al virus integrado para lograr una cura funcional o 

esterilizante.  

Terapia génica para la infección por VIH-1 

En los últimos años, la terapia génica ha surgido como una alternativa al uso de los 

fármacos antirretrovirales (Pernet y col., 2016). Idealmente este tipo de terapia debe 

dirigirse a células progenitoras hematopoyéticas humanas, para producir un sistema 

inmune con múltiples linajes resistentes al VIH, que sean capaces de colonizar la 

sangre y los tejidos, para sustituir a las poblaciones celulares susceptibles a la 

infección (Pernet y col., 2016). Sin embargo, es necesario establecer un protocolo 

seguro y fácil de aplicar, que no presente ningún riesgo para la persona infectada.  

Una alternativa de terapia génica para tratar la infección por VIH-1 es el uso de los 

ARNs de interferencia (ARNi) que inducen la degradación específica de las 

secuencias de los ARNm virales (Fire y col., 1998). Esta estrategia ha sido probada 

in vitro y se ha demostrado que los ARNi dirigidos a los ARNm virales, producen 
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células T resistentes al VIH-1 (ter Brake y col., 2009), en ensayos clínicos realizados 

en humanos (Levine y col., 2006). Se ha descrito que el uso de hasta tres ARNi 

dirigidos a los ARNm de los genes virales disminuye eficazmente la replicación viral 

sin causar toxicidad celular (Centlivre y col., 2013). Sin embargo, la degradación 

incompleta de los ARNm o la fijación de las mutaciones en el genoma viral impide 

que los ARNi sean eficaces a largo plazo. 

Otras investigaciones se han enfocado en los sistemas de trasplante de células 

madre deficientes en el correceptor para el VIH-1, CCR5 (Allers y col., 2011) o en la 

edición del genoma con el uso de la Nucleasa con dedos de Zinc (ZFNs) o con la 

nucleasa con actividad similar a activador de transcripción (TALENs), para inducir 

mutaciones en los correceptores CXCR4 o CCR5, ofreciendo alternativas 

prometedoras (Yuan y col., 2012; Perez y col., 2008; Tebas y col., 2014; Ye y col., 

2014). Sin embargo, la programación de estas nucleasas es compleja.  

Recientemente, el sistema Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats/CRISPR-associated (CRISPR/Cas) ha mejorado significativamente la 

perspectiva del uso de la terapia génica para el tratamiento de diversas 

enfermedades, ya que permite inducir mutaciones dirigidas a un blanco específico o 

incluso la extracción del genoma viral completo. Estas características brindan la 

posibilidad de establecer terapias personalizadas utilizando un sistema de entrega 

relativamente sencillo (Liang y col., 2016). 
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Sistema CRISPR/Cas9  

Las bacterias y las arqueas han desarrollado un sistema inmune adaptativo como 

defensa ante las infecciones de fagos u otros virus. Este sistema se ha encontrado 

en aproximadamente el 40% de las bacterias y en el 90% del genoma de las arqueas 

y se denomina CRISPR/Cas (Grissa y col., 2007). Su mecanismo de acción se basa 

en una nucleasa (Cas) capaz de realizar cortes al ADN de doble cadena y que está 

dirigida por un ARN guía CRISPR-ARN (crARN) programable (Terns y col., 2011). 

Existen más de 40 familias diferentes de proteínas Cas que se clasifican en tres tipos 

I, II y III (Makarova y col., 2011). CRISPR/Cas del tipo II necesita sólo a la proteína 

Cas9 que contiene un dominio de nucleasa HNH y un dominio similar a la nucleasa 

RuvC (Jinek y col., 2012).  

El sistema CRISPR/Cas9 requiere de un crARN combinado con un crARN 

transactivador (tracrARN) que es parcialmente complementario a crARN para formar 

un complejo crARN-tracrARN capaz de guiar a Cas9 al sitio blanco, donde se 

requiere de un pequeño motivo denominado PAM, cuya secuencia puede variar de 2-

4 nucleótidos y que es esencial para que el sistema de edición no realice cortes 

indeseables (Zhang y col., 2014). El sistema CRISPR/Cas9 más comúnmente 

empleado pertenece a Streptococcus pyogenes con la secuencia PAM de tres 

nucleótidos “NGG” donde N es cualquier nucleótido (Horvath y col., 2008; Jinek y 

col., 2012). Este sistema ha sido modificado para que la edición del genoma sea más 

fácil y eficiente de tal forma que los ARN guía (ARNg) sean ARN quiméricos que 

contienen todos los componentes esenciales del crARN y tracrARN en una sola 
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hebra y puedan ser programados para cualquier blanco (Jinek y col., 2012). En el 

núcleo de la célula, Cas9, el ARNg y el ADN diana forman un complejo. Los dominios 

HNH y RuvC de Cas9 cortan al ADN de doble cadena y ocurre un mecanismo de 

reparación por recombinación homóloga (HDR) o por unión de extremos no 

homólogos (NHEJ). (Tsai y col., 2016 ) (Figura 1) 

 

Figura 1. Estructura general del sistema CRISPR/Cas9 modificado para su aplicación. El sistema CRISPR/Cas9 
está constituido por la nucleasa Cas9 asociada con un ARNg quimérico. Se indica en amarillo la secuencia 
programable, el protoespacio representa la secuencia blanco y la secuencia PAM (motivo adyacente al 
protoespacio) “NGG” que permite el corte de Cas9 en ambas cadenas. 

CRISPR/Cas9 es una herramienta útil, versátil y robusta que permite identificar a 

blancos genéticos e inducir mutaciones de manera precisa, así como la regulación de 

la expresión génica en una célula sana o con alteraciones producidas por patógenos 

como los virus (Zhang y col., 2014). El sistema CRISPR/Cas9 puede ser codificado 
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en plásmidos que expresan Cas9 y el ARNg, para inducir modificaciones genéticas 

específicas en las células humanas e incluso inducir mutaciones en células madre 

pluripotenciales (Jinek y col., 2013; Hou y col., 2013).  Recientemente CRISPR/Cas9 

ha sido utilizado para erradicar la infección latente del VIH-1, dando como resultado 

la inhibición de la replicación viral o incluso su escisión parcial o total del genoma 

celular. 

Inactivación del genoma del VIH-1 por CRISPR/Cas9 

El VIH-1 es un retrovirus que se caracteriza por la transcripción reversa del genoma 

del ARN viral en ADN de doble cadena (ADNdc) y su integración en el genoma de la 

célula hospedera, constituyendo la forma proviral. El genoma del VIH-1 está 

compuesto de dos copias de ARN de cadena sencilla lineal, de polaridad positiva, 

con aproximadamente 9.8 kb, flanqueado por dos secuencias terminales repetidas 

(LTR) homólogas. El genoma viral codifica para 9 genes que producen 15 proteínas 

(Danielson y col., 2009). Consta de tres genes constitutivos principales, gag que 

codifica para las proteínas de la matriz y de la cápside; env codifica para las 

proteínas de la envoltura (gp120 y gp41); pol codifica para las enzimas transcriptasa 

reversa, proteasa e integrasa, cuatro genes accesorios vif, vpr, vpu, y nef y dos 

genes reguladores tat y rev, necesarios para la replicación del virus (Figura 2) 

(Frankel y Joung., 1998). 
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Figura 2. Estructura general del genoma del VIH-1, en rectángulos blancos se indican las secuencias 
correspondientes a los LTR y en azul los genes del VIH-1.  

Uno de los blancos más utilizados y consistentes en los estudios realizados con el 

sistema CRISPR/Cas9 para erradicar al provirus latente, ha sido el promotor LTR 

(Figura 3), debido a que esta secuencia es capaz de regular la expresión génica y se 

encuentra flanqueando al genoma viral en los extremos 5’ y 3’. Cabe destacar que el 

LTR5’ y el LTR3’ son secuencias homólogas y el dirigir un ARNg en una de estas 

regiones conduce a un doble rompimiento del ADN que puede traer como 

consecuencia la deleción de casi todo el genoma proviral, y con ello la erradicación 

de la infección. Asimismo, al usar uno o dos ARNg que no tengan secuencias 

homólogas en el genoma celular, se pueden reducir los efectos de la edición génica 

en blancos inespecíficos. 
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Figura 3. Resumen de ARNg dirigidos al LTR5’ del VIH-1. Se muestran con flechas rojas la posición y la dirección 
de los ARNg para inactivar al promotor del VIH-1; en rectángulos color verde se muestran los ARNg usados para 
la escisión del genoma viral completo; en color azul se indican los ARNg dirigidos a las secuencias reguladoras 
del promotor del VIH-1 y en color gris oscuro se indican los ARNg que han inducido la aparición de variantes 
resistentes a Cas9.  

Desde el 2013 se han desarrollado diversas estrategias de edición del genoma del 

VIH-1 con el sistema CRISPR/Cas9 utilizando como blanco al LTR (Ebina y col., 

2013).  En el 2014 Kalili y colaboradores demostraron que la extracción del genoma 

proviral de las células infectadas es posible usando como blanco al LTR 5‘ y 3’, tanto 

en líneas celulares, así como en cultivos primarios y más recientemente en modelos 

de animales transgénicos, entregando el sistema CRISPR/Cas9 con uso de la 

transfección hasta la transducción con vectores lentivirales y adenovirales. (Hu y col., 

2014; Kaminski y col., 2016a; Kaminski y col., 2016b; Kaminski y col., 2016c). 

Por otra parte, Wang y colaboradores en el 2016 reportaron que la edición génica 

realizada por CRISPR/Cas9 con ARNg dirigidos a las secuencias menos 
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conservadas del virus como la región U3 del LTR, dio origen al surgimiento de 

mutaciones de escape en tiempos cortos (10 a 15 días), en comparación con 

secuencias codificantes más conservadas (hasta 40 días) (Wang y col., 2016c). 

Se ha encontrado que la variación genética del promotor LTR disminuye debido a la 

administración de la terapia antirretroviral sin embargo, pueden surgir hasta 20 

mutaciones por año (Dampier y col., 2014; Dampier y col., 2016). Esta evidencia 

sugiere que para la estrategia de escisión del genoma del VIH-1 deben ser 

diseñados varios ARNg dirigidos al LTR, con el fin de lograr una escisión completa 

de todas las cuasiespecies del genoma proviral en pacientes con TARc. Sin 

embargo, la estrategia de entrega del sistema a todas las células que forman parte 

del reservorio sería complicada y no se podría garantizar su aplicación a todos los 

pacientes. También es importante considerar la actividad de los ARNg y la 

posibilidad de editar blancos inespecíficos (Dampier y col., 2014; Ishida y col., 2015). 

Otras investigaciones se han enfocado en dirigir los ARNg a secuencias no 

codificantes del LTR, con funciones esenciales en la replicación viral, así como en 

secuencias necesarias para la exportación nuclear. Tomando en cuenta la 

importancia de las secuencias de regulación como el promotor LTR, TAR y RRE, se 

han dirigido mutaciones para alterar su función y obtener como resultado una 

inhibición de la replicación viral como lo han demostrado varios grupos de 

investigación. Ebina H. y colaboradores en el 2013, demostraron que a través de 

varias transfecciones secuenciales del sistema CRISPR/Cas9 y ARNg dirigidos a 

secuencias de unión a NFB y a la región TAR en las regiones U3 y R del LTR 
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respectivamente, indujeron una desregularización en la actividad del promotor 

llevando a la baja la expresión de un gen reportero (Ebina y col., 2013). Asimismo, 

Yoder y colaboradores en el 2016 encontraron que las mutaciones dirigidas a las 

secuencias TATA, TAR y RRE, disminuyen la expresión de los genes virales, así 

como la exportación de los mensajeros del núcleo al retículo endoplásmico para su 

posterior traducción. Sin embargo, también encontraron que las mutaciones 

inducidas daban lugar a la fijación de mutaciones de escape y por consecuencia, a la 

formación de variantes virales resistentes a la edición de Cas9 en un lapso de tiempo 

de 8 a 12 días después de la infección con dos cepas virales con distinta cinética de 

replicación. Además, sus resultados no mostraron evidencia de que los ARNg 

dirigidos a los LTRs indujeran una deleción eficiente del genoma proviral como lo 

sugiere el grupo de Kalili (Yoder y col., 2016). Estos resultados concuerdan con lo 

reportado por Canver y colaboradores, quienes mostraron que existe una relación 

inversamente proporcional entre la frecuencia de escisión, con el tamaño del 

fragmento eliminado, es decir, a mayor distancia a la que se encuentren dos ARNg, 

la frecuencia de deleción es menor (Canver y col., 2017). Por lo tanto, las deleciones 

pequeñas del genoma viral podrían ser más eficientes y conducir a un mejor control 

de la replicación del virus. 

Por otro lado, Yoder y Bundschuh sugieren que las mutaciones dirigidas a 

secuencias reguladoras no codificantes, no son tan eficientes para controlar la 

replicación viral por tiempo prolongado (Yoder y Bundschuh, 2016). Wang G y 

colaboradores en el 2016, encontraron resultados similares al realizar las mutaciones 
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dirigidas al LTR obteniendo como resultado un control ineficiente en la replicación 

viral, en contraste con las mutaciones dirigidas a regiones codificantes conservadas 

tales como gag, pol y tat/rev, las cuales mantienen atenuada la replicación viral por 

mas tiempo (Wang y col., 2016b). Asimismo, Wang Z y colaboradores en el 2016, 

demostraron que las mutaciones dirigidas al LTR conducen a una inhibición de la 

replicación viral menos sostenida en comparación con los ARNg dirigidos a los genes 

pol y rev (Wang y col., 2016c). Se sabe que las inserciones y las deleciones que no 

son múltiplos de tres, conducen a un cambio en el marco de lectura y por lo tanto 

ocasionan un cambio en toda la proteína a partir del codón modificado, mostrando un 

efecto inhibidor mayor en comparación con las secuencias reguladoras no 

codificantes (Wang y col., 2016a; Yoder y Bundschuh, 2016). 
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Se han descrito más de 80 posibles secuencias blanco a lo largo del genoma viral y 

se han identificado al menos 10 sitios en las secuencias del gen pol y en las regiones 

que codifican para las proteínas Tat y Rev, que han demostrado ser eficientes para la 

inactivación del virus y la formación de nuevas partículas virales (Zhu y col., 2015) 

(Figura 4). 

 

Figura 4. Principales blancos génicos para el VIH-1. Se indica con flechas amarillas los sitios más conservados 
donde la edición génica mediada por Cas9 conduce a un mayor control de la replicación y retrasa la aparición de 
variantes virales con resistencia a Cas9 por hasta 40 días después de la edición génica (genes gag, pol y tat/rev). 
Las flechas rojas indican la posición de las secuencias blanco que después de la edición génica inducen la 
aparición de variantes virales con resistencia a Cas9 en menos de 19 días.  
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La combinación de diferentes ARNg (múltiple) puede aumentar la potencia del 

sistema CRISPR/Cas9 para inhibir la replicación del virus, evitando al mismo tiempo 

el escape viral y la formación de variantes virales resistentes (Figura 5). Las 

combinaciones de dos o más ARNg dirigidos a los genes pol, rev y tat han mostrado 

ser hasta 24 veces más eficaces en su capacidad de inhibir la replicación viral, que 

cuando se utilizan otras combinaciones o un solo ARNg, por lo que estos blancos 

virales son ideales para atacar al VIH-1 (Zhu y col., 2015). 

 

Figura 5.  Estrategias de edición del genoma viral por Cas9. Se muestran los dos enfoques usados para inactivar 
al VIH-1. Las mutaciones inducidas en los LTR pueden escindir al genoma completo del VIH-1, sin embargo las 
mutaciones dirigidas a las secuencias codificantes conducen a un mejor control de la replicación viral.  

Además del escape viral, otra limitación del sistema basado en CRISPR/Cas9 a 

considerar cuando se usan objetivos múltiples, es que puede inducir cortes fuera del 

objetivo debido a su expresión continua y generar cambios indeseables en las 

células (Cullot y col., 2019). El riesgo de realizar un corte fuera del sitio deseado 

puede reducirse mediante el uso de un software para hacer una selección rigurosa 

de los ARNg con un alto puntaje de especificidad. Un enfoque alternativo es controlar 
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la presencia de la nucleasa Cas9 sólo en las células infectadas para disminuir la 

posibilidad de inducir mutaciones indeseables que puedan causar transformación o 

muerte celular (Cao y col., 2016). 

Control de la expresión génica del VIH-1 

Una vez que el VIH-1 se integra en el genoma celular, inicia el proceso de replicación 

y expresión de sus genes que son controlados por secuencias reguladoras como el 

promotor LTR, secuencias inhibidoras (INS) y el elemento de respuesta a Rev (RRE) 

y las proteínas virales Tat y Rev que, en conjunto, promueven la expresión y el 

transporte de sus ARNm. 

El LTR-5’ del VIH-1 es un promotor que incluye a múltiples elementos de regulación 

que sirven como sitios de unión para iniciar la trascripción celular. El LTR se puede 

dividir en dos porciones únicas (U3 y U5) y una región repetida (R). Las regiones R y 

U5 son generalmente más conservadas que U3; esta ultima contiene una región 

moduladora para la unión de los factores de transcripción. En el segmento R se 

encuentran de una a dos regiones ricas en AT que proporcionan al LTR una o dos 

cajas TATA, una señal de poliadenilación (motivo AATAAA) y el elemento de 

respuesta a la transactivación (TAR) necesaria para la activación por Tat 

(Benachenhou y col., 2013; Feng y col., 1988; Harrich y col., 2000; Helga-Maria y 

col., 1999). El promotor está optimizado y contiene tres sitios de unión en tandem 

para SP1 (Jones y col., 1986), dos motivos de unión a NFκB (Nabel y col., 1987), una 

caja TATA (Garcia y col., 1989), y una secuencia iniciadora (INR). Estos elementos 

participan de manera cooperativa para la unión del Factor de Transcripción II D 
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(TFIID), dando como resultado un promotor extremadamente eficiente y capaz de 

soportar altos niveles de transcripción, incluso más que el promotor tardío principal 

de adenovirus o el promotor temprano inmediato del citomegalovirus (CMV) 

(McCoubrie y col., 2004; Karn y col., 2012) (Figura 6). 

 

Figura 6. Representación esquemática del promotor LTR del VIH-1. Se indican los sitios de unión para los 
Factores de Transcripción y la región del promotor U3, R y U5.  

 

Para promover la replicación viral en la infección temprana, el VIH controla la 

expresión de sus genes mediante las proteínas reguladoras Tat y Rev a nivel 

transcripcional y postranscripcional, respectivamente (Karn y Stoltzfus, 2012). Tat 

induce y aumenta la transcripción al estimular el alargamiento de los ARNm de LTR a 

través de ARN-TAR, que se ubica después del sitio de inicio de la transcripción 

(posición 453-513 de HXB2). TAR forma una estructura secundaria de ARN que 

recluta a la proteína viral Tat asociada con P-TEFb (un factor promotor de la 

elongación de los ARNm), lo que hace que Tat sea necesario para una replicación 

viral eficiente y cuya ausencia conduce a una latencia viral (Selby y col., 1989).  
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Una vez que comienza la transcripción regulada por P-TEFb-Tat-TAR, se generan 

más de 40 tipos de ARNm, los cuales se organizan por su tamaño en tres grupos: 

ARNm cortados y empalmados con tamaño aproximado de 1.8 kb, ARNm cortados y 

empalmados incompletamente de aproximadamente 4 kb y ARNm no cortados y 

empalmados de 9 kb. Estas últimas dos especies de ARNm contienen las secuencias 

de los genes gag, pol y env en las que se codifican secuencias inhibidoras (INS) 

además de un elemento de respuesta a Rev (RRE) de 351 nucleótidos (posición 

RRE-RNA 7710-8061 de HXB2), que una vez transcrito, forma un loop que se asocia 

con Rev, para ser transportados del núcleo al citoplasma y posteriormente traducidos 

(Malim y col., 1989; Karn y col., 2012: Daugherty y col., 2008; Schwartz y col., 1992a; 

Wolff y col., 2003). El transporte fuera del núcleo ocurre una vez que Rev se une al 

RRE e interactúa con Crm1 o exportina 1, la cual lleva a los ARNm a través de los 

complejos del poro nuclear para su traducción posterior (Karn y col., 2012) (Figura 

7). 

Las proteínas virales Tat y Rev son esenciales para la replicación viral y pueden 

regular la expresión de otros genes de forma similar. 
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Figura 7 Regulación de la expresión génica del VIH-1. 1. Después de la integración del genoma viral inicia la transcripción de los ARNm pequeños 
(<1.8kb) en los que se codifican las proteínas reguladoras Tat y Rev del VIH-1. 2. Los ARNm de tat y rev son transportados al citoplasma donde son 
traducidos. 3. Las proteínas Tat y Rev son translocadas al núcleo mediante la señal de localización nuclear. 4. Tat recluta al factor promotor de la 
elongación P-TEFb para localizarlo en el promotor, debido a su afinidad con la secuencia TAR. 5. P-TEFb promueve la elongación de los ARNm del VIH-1 
de tamaño mayor a 4.8 kb mediante la fosforilación del factor inhibidor de la elongación NELF, lo cual induce su disociación; DSIF es fosforilado y se 
convierte en un factor promotor de la elongación; P-TEFb fosforila a la ARN polimerasa aumentando su procesividad y se elongan todos los ARNm. 6. Los 
ARNm inmaduros son retenidos en el núcleo, en este momento REV se asocia con RRE y recluta a CRM1 (exportina 1) mediante su dominio de 
exportación nuclear y se recluta a Ran GTP para promover la exportación nuclear. 7. Después de salir del núcleo CRM1, Ran GDP, Rev y el ARNm se 
disocian, permitiendo la traducción del resto de las proteínas virales para la producción de nuevas partículas de VIH-1. 8. Rev inicia su regreso al núcleo 

celular mediante su asociación con Imp y Ran GDP. 9. Rev es reciclado y reinicia el proceso de exportación de los ARNm del VIH-1. 
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El promotor LTR se ha usado para evaluar la infección de líneas celulares por varios 

aislados virales. Un ejemplo es la línea celular TZM-bl que contiene integrados los 

genes reporteros de la luciferasa y -galactosidasa dirigidos por el LTR y que pueden 

ser expresados en presencia de la proteína Tat del VIH-1 (Cara y col., 1996). Se ha 

demostrado además que el LTR puede regular la expresión de Bax, una proteína 

apoptótica usada para eliminar a las células infectadas por el VIH-1 (McCoubrie y 

col., 2004). De la misma manera, se ha reportado que el promotor LTR y las 

secuencias INS pueden regular la expresión de tBid, otra proteína apoptótica, 

respaldando la evidencia de que el VIH-1 puede inducir la muerte celular al modular 

la expresión de estos genes (Huelsmann y col., 2011). En conjunto, estas evidencias 

demuestran que las secuencias reguladoras del VIH-1 pueden modular la expresión 

de otros genes, con la dependencia a la presencia de las proteínas virales Tat y Rev. 

En este trabajo se presenta el diseño, construcción y evaluación de una estrategia 

molecular que controla la expresión de Cas9 mediante las secuencias reguladoras 

LTR, INS y RRE, para inducir mutaciones únicamente en las células infectadas con 

el VIH-1.  La edición múltiple por los ARNg dirigidos a los genes reguladores tat y rev 

permitió inactivar al sistema propuesto y abatir la replicación viral (Figura 8).  
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Figura 8 Esquema de la regulación propuesta. A) inducción de la expresión génica en pLCI mediada por pCV1 o pNL4-3. B) Posibles escenarios de la regulación de Cas9/GFP 
dependiente de la presencia de cada plásmido. 
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JUSTIFICACIÓN  

La TARc ha mejorado significativamente la calidad y la esperanza de vida de las 

personas infectadas con el VIH. Sin embargo, los efectos secundarios y la aparición 

de variantes virales resistentes, así como la persistencia de la infección por falta de 

una cura, siguen siendo factores importantes que justifican la exploración de 

opciones terapéuticas alternativas. El uso de CRISPR/Cas9 como una herramienta 

para inducir mutaciones en el genoma viral, ha permitido la eliminación y/o 

inactivación del virus y ofrece una oportunidad para la erradicación de la infección 

por el VIH-1. Sin embargo, se debe considerar la posibilidad de inducir mutaciones o 

cortes fuera del blanco deseado, por lo que la expresión de Cas9 de forma constante 

y su presencia en células no infectadas puede incrementar la posibilidad de realizar 

cambios no deseados en las células sanas o infectadas. Por lo tanto, el desarrollo de 

una estrategia capaz de controlar la presencia y la función de Cas9 ofrece una 

alternativa eficiente y segura. 
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HIPÓTESIS  

El uso de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del VIH-1 para controlar la 

expresión de Cas9, puede conducir a la edición génica dependiente de la 

presencia del VIH-1. 

OBJETIVO GENERAL 

Autorregular la expresión de Cas9 mediante las secuencias reguladoras LTR, INS 

y RRE del VIH-1 y abatir la replicación viral con el uso de ARNg dirigidos a los 

genes tat y rev.  

OBJETIVOS PARTICULARES 

• Acoplar las secuencias LTR, INS y RRE al plásmido PX458 para controlar la 

expresión de Cas9/GFP. 

• Evaluar el efecto de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE en la 

expresión del gen de Cas9/GFP. 

• Evaluar la sensibilidad de la expresión de Cas9/GFP por las proteínas virales 

Tat y Rev del VIH-1. 

• Autorregular la expresión de Cas9 mediante el diseño y el acoplamiento de 

ARNg dirigidos a los genes virales tat y rev. 
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• Examinar el efecto citotóxico de los ARNg.  

• Inactivar la replicación in vitro del VIH-1 y verificar la eficiencia de la escisión 

del genoma viral por la edición múltiple con el sistema CRISPR/Cas9 

diseñado. 

• Evaluar el escape viral en presencia del sistema CRISPR/Cas9 diseñado.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

MATERIAL 

1.-Líneas celulares 

Línea celular 8E5 de linfoblastos humanos, derivada de células CEM, que contiene 

una copia única defectuosa de la transcriptasa reversa (RT) del genoma del VIH-1, la 

cual no es infecciosa. La línea celular 8E5 se utilizó para aislar al promotor LTR y a 

las secuencias INS RRE y LTR3’ del VIH-1. Las células se cultivaron en medio 

RPMI-1640® suplementado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 

100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina, a 37°C y 5% CO2.  

Línea celular HEK 293 de riñón de embrión humano. Esta línea celular se utilizó para 

realizar las transfecciones de los plásmidos y para evaluar la expresión del gen de la 

proteína verde fluorescente (GFP). Carece del antígeno T del SV40. Las células se 

cultivaron en medio de cultivo DMEM® suplementado con 10% de suero fetal bovino, 

2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 1% de 

aminoácidos no esenciales 100X y 1 mM de piruvato de sodio, a 37°C y 5% CO2. 

La línea celular MT2 proveniente de células T humanas aisladas a partir de linfocitos 

de sangre de cordón umbilical y co-cultivadas con células de pacientes con leucemia 

de células T adultas, se cultivaron en medio RPMI 1640® suplementado con 10% de 

suero fetal bovino, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 µg/ml de 

estreptomicina, a 37°C y 5% CO2.  
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2.- Bacterias 

La cepa E. coli Stbl3 se utilizó para la transformación y el aislamiento de los 

plásmidos que contienen los elementos de repetición o las secuencias 

retrovirales/lentivirales. Estas células se cultivaron en medio Luria Bertani (LB) 

suplementado con 100 g/ml de ampicilina o 10 g/ml de tetraciclina (para pCV1) 

como medio de selección a 37°C. 

3.- Plásmidos  

El plásmido pSpCas9(BB)-2A-GFP (pCAGCas9 o PX458) se obtuvo de Addgene 

(#48138, Ran y col., 2013). PX458 posee un gen de resistencia a ampicilina para su 

selección en bacterias; además contiene la secuencia del gen hSpCas9 de S. 

pyogenes unido al gen de la GFP por la secuencia del péptido 2A, para la co-

traducción de ambas proteínas. La expresión de ambos genes está dirigida por el 

promotor sintético CAG. El plásmido contiene también a las secuencias que se 

requieren para la expresión de los ARN guías.  

pLTR se deriva de PX458 y contiene al promotor LTR del VIH-1. Se utilizó para 

analizar el efecto de la expresión del gen de Cas9 y GFP en presencia de la proteína 

viral Tat.  

pIRL se deriva de PX458 y contiene a las secuencias INS-RRE-LTR3’ (IRL) del VIH-

1. Se utilizó para analizar el efecto de la expresión del gen de Cas9 y GFP en 

presencia de la proteína viral Rev. 
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pLCI se deriva de PX458 y contiene a las secuencias del promotor LTR e IRL del 

VIH-1. Se utilizó para analizar el efecto de la expresión del gen de Cas9 y GFP en 

presencia de las proteínas virales Tat y Rev. 

pLCI-ARNg (1-3) se derivan de pLCI que fue programado con las secuencias de los 

ARNg dirigidos contra los genes tat y rev.  

pCV1 codifica para los genes tat y rev del VIH-1 bajo la expresión del promotor del 

CMV. El plásmido fue obtenido del NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, 

NIAID, NIH: pCV-1 del Dr. Flossie Wong-Staal (Número de catálogo: 303) (Arya y 

col., 1985). Este plásmido contiene un gen de resistencia a tetraciclina para su 

selección en bacterias. 

pNL4-3 contiene al genoma completo del VIH-1 y produce virus competentes del 

subtipo B clona molecular NL4-3. El plásmido fue obtenido del NIH AIDS Reagent 

Program, Division of AIDS, NIAID, NIH: HIV-1 NL4-3 Infectious Molecular Clone 

(pNL4-3) del Dr. Malcolm Martin (Número de catálogo: 114) (Adachi y col., 1986). 

Este plásmido contiene un gen de resistencia a ampicilina para su selección en 

bacterias. 

pJET1.2/blunt Cloning Vector (Thermo Scientific, EE.UU.) es un plásmido de 

selección positiva para la clonación de los productos de PCR (hasta 10 kb con 

extremo romo o cohesivo) generados con cualquier ADN polimerasa termoestable. El 

plásmido permite la transformación directa de cepas E. coli y contiene un gen letal 

que se interrumpe por la ligadura de un inserto de ADN en el sitio de clonación. 
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Como resultado de la transformación, sólo las células bacterianas con plásmidos 

recombinantes son capaces de formar colonias. Este plásmido contiene un gen de 

resistencia a ampicilina para su selección en bacterias. 

4.-Estuches para la extracción y purificación del ADN 

Se realizó la extracción del material genético de las células con el estuche de 

extracción QIAamp DNA Blood Mini Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Los plásmidos fueron extraídos y purificados con el estuche Plasmid Midi Kit® 

(QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

Para purificar los productos de PCR se usó el estuche MinElute Reaction Cleanup 

Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Para purificar fragmentos de ADN contenidos en el gel de agarosa se usó el estuche 

MinElute Gel Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. 

La cuantificación del material genético y la determinación de su pureza se realizaron 

por espectrofotometría con el equipo Nanodrop 2000C®. La pureza del material 

genético extraído para realizar las transfecciones se determinó por la relación 

260/280 y cuyo cociente fuera mayor a 1.8. 



CRISPR/CAS9 UAM-I 
 

INCMNSZ | MATERIAL Y MÉTODOS 27 

 

5.- Oligonucleótidos  

Los oligonucleótidos usados en este trabajo se solicitaron a la empresa Integrated 

DNA Technologies (IDT, www.idtdna.com) para su síntesis. Se generaron alícuotas 

con concentración de 10 pmol/l. 

6.- Enzimas 

Platinum® Taq DNA Polimerasa (Invitrogene, EE.UU.) es una enzima para PCR de 

alta fidelidad, ideal para obtener fragmentos largos y de alto rendimiento. Esta 

enzima tiene función de corrección 3’→5’con actividad de exonucleasa. Todas las 

reacciones de PCR se llevaron a cabo con 200 nM de cada oligonucleótido (excepto 

en donde se indique otra concentración), 5% de DMSO y una concentración de Mg2+ 

de 2.5 mM.  

Enzimas de restricción para el intercambio de las secuencias reguladoras: XhoI 

(CTCGAG), AgeI (ACCGGT), BsrGI (TGTACA), NotI (GCGGCCGC) y HindIII 

(AAGCTT) todas de Thermo Scientific, EE.UU. 

Bpil (BbsI) (5’GAAGAC N2↓ 3’) ( 3’CTTCTG N6↑ 5’) (Thermo Scientific, EE.UU.) es 

una  enzima de restricción usada para la programación de los ARNg.  

T4 DNA Ligase (Thermo Scientific, EE.UU.) es una enzima usada para unir 

fragmentos del ADN.  
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T4 PKN (T4 Polynucleotide Kinase) (Thermo Scientific, EE.UU.) es una enzima 

usada para fosforilar oligonucleótidos.  

7.- Anticuerpos 

Para detectar la presencia de las proteínas virales Tat y Rev mediante Western Blot 

(WB) se usaron los anticuerpos monoclonales HIV1 Tat antibody (MA1-71512, clone 

N1[TatN1], aa 71-81 KQPASQPRGDP subtipo B) y HIV1 Rev-1 antibody (MA1-

71514, clone 10 [03-002], aa 34-40 TRGARRN subtipo B) (Thermo Scientific, 

EE.UU.). 
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Figura 9 Diseño experimental
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MÉTODOS 

Diseño de oligonucleótidos.  

Se diseñaron oligonucleótidos con ayuda del software A plasmid Editor (ApE, M. 

Wayne Davis v2.0.47, EE.UU.), para amplificar las secuencias reguladoras del VIH-1 

(LTR’5, INS, RRE y LTR3’) tomando como referencia la secuencia de la cepa HXB2 y 

considerando los sitios de corte del plásmido PX458. 

Las secuencias de los oligonucleótidos están ubicadas en los extremos de las 

secuencias reguladoras flanqueando a LTR5’, INS, RRE y LTR3’. Cada secuencia 

fue diseñada como se describen a continuación: 

Promotor LTR5’: la secuencia de los oligonucleótidos en sentido (forward) y 

antisentido (reverse) se diseñó flanqueando a las secuencias del VIH-1 

correspondiente al promotor LTR (posición 1) y hasta la finalización de la secuencia 

IRES (posición 789). Así mismo, se agregaron secuencias de corte para las enzimas 

de restricción XbaI-KpnI y AgeI-BstEII en la posición 5’ y 3’ respectivamente (ver 

Tabla 1 y Figura 8). 

Tabla 1. Secuencias y características de los oligonucleótidos diseñados para la obtención del LTR. F=forward 
(sentido), R= reverse (antisentido). 

NOMBRE SECUENCIA 5'→3' TAMAÑO % GC TM 

LTR5' F AAATGGCTCTAGAGGTACCTGGAAGGGCTAATTCACTCC 39 48.7 65.6 

LTR5' R GGTGGGACCGGTGGTAACCCTCTCTCCTTCTAGCCTCCG 39 64.1 71 
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Figura 10. Características de los oligonucleótidos diseñados para la amplificación del promotor LTR del VIH-1. Se 
indican con color los sitios de corte adicionados y en mayúsculas la secuencia de unión a la secuencia blanco. 

Secuencias INS, RRE y LTR3’: las secuencias de los oligonucleótidos forward y 

reverse se diseñaron flanqueando a las secuencias del VIH-1 correspondientes al 

INS (posición 790 a1878), RRE (posición 7710 a 8061) y LTR3’ (posición 9086 a 

9719). Se agregaron secuencias enlazadoras para unir todos los productos de PCR 

(Tabla 2) y se colocaron sitios de corte BsrGI en posición 5’ del INS, sitios de corte 

XhoI y MluI flanqueando al RRE y NotI en posición 3’ del LTR3’ (Figura 9). 

 

Tabla 2. Secuencias y características de los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de las secuencias 
reguladoras INS, RRE y LTR3’. F=forward, R= reverse. 

NOMBRE SECUENCIA 5'-->3' TAMAÑO % GC TM 

INS 1-2 F CGAGCTGTACAAGGAATTCTAACGATGGGAAAAAATTCGGTTAAGG 46 41.3 64.6 

INS 1-2 R TGCCTTGGTGGGTGCTACTCCCTCGAGCAAAACTCTTGCCTTATGGC 46 47.8 67.6 

RRE F GCCATAAGGCAAGAGTTTTGCTCGAGGGAGTAGCACCCACCAAGGCA 47 55.3 71.4 

RRE R GGAGTGAATTAGCCCTTCCAACGCGTAACTAGCATTCCAAGGCACAGC 52 42.3 66.3 

LTR3' F GCTGTGCCTTGGAATGCTAGTTACGCGTTGGAAGGGCTAATTCACTCC 52 42.3 66.3 

LTR3' R GTTCCTGCGGCCGCTGCTAGAGATTTTCCACACTGACTAAAAGGGTC 47 53.2 69.5 
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Figura 11. Características de los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de las secuencias reguladoras 
INS, RRE y LTR3’ del VIH-1. Se indican con color los sitios de corte adicionados y en mayúsculas las secuencias 
enlazadoras y/o de unión a la secuencia blanco. 
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Para amplificar y verificar las construcciones realizadas, se usaron los 

oligonucleótidos que se describen en la Tabla 3. Se realizó la secuenciación por el 

método de Sanger, de las secuencias reguladoras. 

Tabla 3. Secuencias y características de los oligonucleótidos adicionales para la amplificación, verificación y 
secuenciación. En el nombre del oligonucleótido se indica el sentido de la secuencia (F=forward, R= reverse) y la 
posición en que se alinean para la cepa viral HXB2 del VIH-1.  

OLIGONUCLEÓTIDO CODIGO SECUENCIA 5’→3’ Longitud TM 

F3-9352HXB2-LTR F3 GACAGCCGCCTAGCATTTCATC 22 60°C 

F4-9645HXB2-LTR F4 GTGCCCGTCTGTTGTGTGACT 21 60°C 

F5-335HXB2-LTR F5 TCGAGCTTGCTACAAGGGAC 20 60°C 

F6-796HXB2 F6 GCGAGAGCGTCAGTATTAAGC 21 60°C 

F7-1268HXB2 F7 AAGAGAAGGCTTTCAGCCCAG 21 60°C 

R0-1784HXB2 R0 GTCTTACAATCTGGGTTCGC 20 60°C 

R1-1486HXB2 R1 GTTCCTGCTATGTCACTTCC 20 60°C 

R3-768HXB2 R3 CTCTCCTTCTAGCCTCCGCT 20 60°C 

R4-408HXB2-LTR R4 TATGCAGGATCTGAGGGCTCG 21 60°C 

R5-124HXB2-LTR R5 AGCTTGTAGCACCATCCAAAGG 22 60°C 

R6-9327HXB2-LTR R6 CCTCCACTCTAACACTTCTCTC 22 60°C 

 

Obtención de las secuencias reguladoras 

Para obtener las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del VIH-1 se usó el 

genoma de las células 8E5 como templado para el PCR. Estas células tienen 

integrada una copia del genoma del VIH-1. Las células 8E5 se cultivaron como se 

indica a continuación. 
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Preparación del medio de cultivo RPMI 1640® suplementado  

Para el cultivo y el mantenimiento de las líneas celulares de linfocitos humanos 8E5 y 

MT2, se disolvió el medio de cultivo RPMI1640® en polvo en un volumen aproximado 

de 500 ml de agua bidestilada y se mezcló con un agitador magnético. Se 

adicionaron 2 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y se ajustó el pH a 7± 0.2 

empleando ácido clorhídrico (HCl) 1 N. El medio de cultivo se aforó a 1 L con agua 

bidestilada, se esterilizó por filtración con membranas de 0.22 m y se almacenó a 

temperatura ambiente y protegido de la luz hasta su uso. Para cultivar a las células 

8E5 y MT2, el medio RPMI1640® se suplementó con 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml 

de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina. Al medio suplementado se le denominó 

R-10 y se almacenó a 4°C hasta su uso y se atemperó a 37°C en el momento de 

usarse. 

Cultivo de células 8E5  

Para cultivar a las células 8E5 se usó el medio de cultivo R-10. Las células se 

cultivaron en botellas de cultivo a una concentración de 1x106 células/ml a 37°C, 

85% de humedad y 5% de CO2. El medio se cambió cada tercer día mediante la 

recuperación y centrifugación de las células en suspensión a 805 xg por 10 min. 

Posteriormente se descartó el medio de cultivo y las células se resuspendieron en la 

solución salina amortiguadora de fosfatos 1X (PBS 1X) para realizar el conteo celular 

en el hemocitómetro o cámara de Neubauer. Una vez realizado el conteo celular, se 

ajustó la concentración de las células a 1x106 células /ml en el medio R-10 y se 
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continuó el cultivo. Se realizó la extracción del material genético de 1x107 células con 

el estuche de extracción QIAamp DNA Blood Mini Kit ® (QIAGEN, EE.UU.). 

Obtención del promotor LTR del VIH-1 

Para obtener al promotor LTR del VIH-1 se realizó una primera PCR de punto final 

utilizando los oligonucleótidos LTR5’ F y R1 (Tabla 1 y Tabla 3), correspondiente al 

producto pre-LTR, un fragmento de 1525 pb que contiene a la secuencia 

correspondiente al promotor LTR. Se utilizaron 300 ng del material genético de las 

células 8E5. 

La PCR se realizó con el estuche Platinum® Taq DNA Polymerasa High Fidelity, 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones de la PCR para obtener el 

producto que contiene la secuencia del promotor fueron las siguientes: un ciclo de 2 

min a 95°C, 25 ciclos de 15 seg a 95°C, seguido de 15 seg a 60 °C y 90 seg a 68°C y 

finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificación, la reacción 

se mantuvo a 4°C. El producto de PCR se visualizó en un gel de agarosa al 1.5% 

teñido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.). 

Posteriormente se realizó una segunda PCR semi-anidado para la obtención del 

promotor LTR, para lo cual se agregó 1 l de la reacción anterior y los 

oligonucleótidos LTR5’ F y LTR5’ R, para obtener un fragmento de 827 pb. Las 

condiciones de la PCR para la obtención del promotor fueron las siguientes: un ciclo 

de 2 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 seg a 64 °C y 60 seg a 

68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificación, la 
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reacción se mantuvo a 4°C. El producto de la PCR se visualizó en un gel de agarosa 

al 1.5% y teñido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.). Una vez 

obtenido el LTR5’ se purificó en columnas del estuche MinElute Reaction Cleanup 

Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Obtención de la secuencia INS-RRE-LTR3’ 

Para obtener productos individuales de las secuencias INS, RRE y LTR3’ se realizó 

una preamplificación usando como templado 300 ng de ADN de las células 8E5 y los 

oligonucleótidos que se describen en la Tabla 4. 

Tabla 4. Oligonucleótidos usados para obtener los pre amplificados de las secuencias INS, RRE y LTR3’. 

Producto Forward Reverse Tamaño 

Pre-INS F3’ INS R  1612 pb 

Pre-RRE RRE F R7 1121 pb 

Pre-LTR3’ F2 LTR3’ R 818 pb 

 

La PCR se llevó a cabo usando el estuche Platinum® Taq DNA Polymerasa High 

Fidelity siguiendo las instrucciones del fabricante. Las condiciones del PCR fueron 

las siguientes: un ciclo de 2 min a 95 °C, 25 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 

seg a 60 °C y 90 seg a 68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el 

ciclo de amplificación, la reacción se mantuvo a 4°C. Los productos de la PCR se 

visualizaron en un gel de agarosa al 1.5% teñido con Sybr® Safe DNA gel stain 

(Invitrogene, EE.UU.). 
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Se realizó una segunda PCR semi-anidado tomando 1 l del producto obtenido 

anteriormente (pre-INS, pre-RRE y pre-LTR3’) y los oligonucleótidos 

correspondientes para cada fragmento deseado (Tabla 5). Las condiciones de la 

PCR para la obtención de los productos deseados fueron las siguientes: un ciclo de 2 

min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 seg a 65 °C y 60 seg a 68°C 

y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de amplificación, la 

reacción se mantuvo a 4°C. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de 

agarosa al 1.5% teñido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.). 

Tabla 5 Oligonucleótidos usados para obtener las secuencias INS, RRE y LTR3’. 

Producto Forward Reverse Tamaño 

INS INS F INS R  1096 pb 

RRE RRE F RRE R 410 pb 

LTR3’ LTR3’ F LTR3’ R 670 pb 

 

Una vez obtenidos los productos correspondientes al INS, RRE y LTR3’, se 

purificaron con columnas del estuche MinElute Reaction Cleanup Kit® (QIAGEN, 

EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Fusión de productos de PCR 

Para la unión de las secuencias INS-RRE-LTR3’ (IRL) se realizó una PCR de punto 

final usando los oligonucleótidos INS F y LTR3’ R (Tabla 3) a una concentración de 

200 nM y 40 nM por reacción de PCR y 10 ng de cada uno de los productos INS, 

RRE y LTR3’ purificados previamente. Los tres productos de PCR se usaron como 
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templados para obtener un producto final de 2076 pb. La PCR se llevó a cabo 

usando el estuche Platinum® Taq DNA Polymerasa High Fidelity de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Las condiciones de termociclación fueron las siguientes: 

un ciclo de 2 min a 95 °C, 1 ciclo de 15 seg a 95 °C, seguido de 10 min a 64 °C y 4 

min a 68°C, posteriormente se siguió con 25 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 

seg a 64 °C y 2 min a 68°C, finalmente un ciclo de 7 min a 68°C y se mantuvo a 4°C. 

El producto de PCR se purificó con el estuche MinElute Gel Extraction Kit® 

(QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para verificar la 

identidad del fragmento obtenido se realizó una digestión simple con la enzima de 

restricción HindIII. 

Transformación de bacterias E. coli por choque térmico. 

Se usaron las bacterias E. coli Stbl3 para ser transformadas mediante choque 

térmico. Para este procedimiento se usaron 100 ng de cada plásmido o 5 l de cada 

ligación y se mezclaron de manera uniforme con 50 l de bacterias Stbl3 

ultracompetentes previamente acondicionadas. La mezcla se incubó en hielo por 15 

min, posteriormente 2 min a 42°C y 2 min en hielo. Después del choque térmico las 

células se colocaron en 1 ml de medio LB y se incubaron a 37°C con agitación por 

una hora. Finalmente se tomaron 200 l de las células en suspensión y se sembraron 

en cajas Petri con agar LB, suplementado con ampicilina a una concentración de 100 

g/ml o 10 g/ml de tetraciclina (para pCV1) que se usó como medio de selección 

para favorecer el crecimiento de las células transformadas con el plásmido. Las 
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placas con las células se incubaron a 37°C por 16 hrs y las colonias que crecieron, 

se aislaron y se cultivaron nuevamente en medio LB con 100 g/ml de ampicilina o 

10 g/ml de tetraciclina (para pCV1) por 16 hrs a 37°C y en agitación constante. 

Después del cultivo, las células se cosecharon y los plásmidos se extrajeron con el 

estuche de extracción Plasmid Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Obtención de los plásmidos pLTR5’, pIRL y pLCI 

Una vez obtenidos los fragmentos correspondientes al promotor LTR (827pb) y la 

secuencia de IRL (2076 pb), se usaron 100 ng de cada producto para ser clonados 

individualmente al plásmido pJET1.2/blunt Cloning Vector (plásmidos de transición 

pJetLTR5’ y pJetIRL) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las ligaciones 

pJetLTR5’ y pJetIRL, se usaron para transformar bacterias E. coli Stbl3 mediante 

choque térmico. Las colonias que crecieron después de 16-24 h fueron aisladas y 

cultivadas en 5 ml de medio LB con 100 g/ml de ampicilina por 16 h a 37°C y 

agitación constante. Se cosecharon las células y se realizó la extracción de los 

plásmidos para los siguientes experimentos. 

Cambio del promotor CAG por el LTR5’  

El cambio de promotor del plásmido p-CAGCas9 (PX458) se llevó a cabo cortando 

los promotores CAG del plásmido PX458 y el LTR del plásmido pJetLTR. El corte se 

realizó con las enzimas de restricción XbaI y AgeI (Thermo Scientific, EE.UU.) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usó el buffer Tango 1X para favorecer 
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la doble restricción y 2 g de cada plásmido; la reacción se dejó incubando toda la 

noche a 37°C. Una vez finalizada la incubación, las restricciones se verificaron en un 

gel de agarosa al 1.5% y teñido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.). 

A continuación, se realizó la purificación de las bandas correspondientes al plásmido 

PX458 sin promotor (S/P) y con el promotor LTR, utilizando el estuche MinElute Gel 

Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Para 

obtener el plásmido pLTRCas9 (pLTR), se mezclaron 100 ng del promotor LTR5’ con 

300 ng del p-CAGCas9 S/P y se unieron con la ligasa T4 de Invitrogene, EE.UU. 

siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Una vez obtenida la ligación se usaron 5 l para transformar bacterias E. coli Stabl3 

por choque térmico. Las colonias obtenidas fueron resembradas en medio LB 

suplementado con 100 g/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C Después de 12 

hrs, se cosecharon las bacterias y se realizó la extracción del plásmido con el 

estuche de extracción Plasmid Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

La verificación del plásmido pLTR, se realizó mediante una doble digestión con las 

enzimas de restricción XbaI y AgeI (Thermo Scientific, EE.UU.), para obtener un 

patrón de bandeo específico. El procedimiento se llevó a cabo usando 1 g del 

plásmido pLTR. La restricción se visualizó en un gel de agarosa al 1.5% y teñido con 

Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.). 
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Cambio de la señal de poliadenilación por la secuencia IRL a los plásmidos 

pCAGCas9 y p-LTR 

Para unir la secuencia reguladora IRL a los plásmidos p-CAGCas9 y p-LTRCas9 se 

retiró la secuencia de poliadenilación (PA) de ambos plásmidos mediante una doble 

digestión con las enzimas de restricción BsrGI y NotI, (Thermo Scientific, EE.UU.). Se 

usó el buffer Tango 2X y 2 g de cada plásmido. Se obtuvo la secuencia IRL del 

plásmido pJetIRL con el mismo procedimiento. La restricción se visualizó en un gel 

de agarosa al 1.5% y teñido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.) 

Después del análisis de la restricción, se realizó la purificación de las bandas 

correspondientes al plásmido pCAGCas9 S/PA, el pLTR S/PA y la secuencia IRL, 

con el estuche MinElute Gel Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.). 

Finalmente, para obtener los plásmidos p-CAGCas9-IRL (pIRL) y p-LTRCas9-IRL 

(pLCI) se mezclaron 140 ng de la secuencia IRL y 300 ng de los plásmidos 

pCAGCas9s/PA y el p-LTRCas9S/PA por separado y se unieron con la T4 DNA 

ligasa (Thermo Scientific, EE.UU.). Una vez obtenida la ligación de los plásmidos, se 

usaron 5 l de cada uno (pIRL y pLCI) para transformar bacterias E. coli Stbl3 por 

choque térmico. Las colonias obtenidas fueron resembradas en medio LB 

suplementado con 100 g/ml de ampicilina por 12 hrs a 37 °C. Se cosecharon las 

bacterias y se realizó la extracción del plásmido con el estuche de extracción Plasmid 

Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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Secuenciación de pLTR5, pIRL y pLCI. 

Finalmente, para verificar los plásmidos y la funcionalidad de las secuencias 

reguladoras LTR e IRL se llevó a cabo la secuenciación mediante el marcaje con el 

estuche BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems® EE.UU. 

y con uso de oligonucleótidos específicos para cada construcción (Tabla 6). La 

secuenciación se realizó en el secuenciador 3130xl Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems®, EE.UU.). 

Tabla 6. Oligonucleótidos usados para la secuenciación de pJetLTR y pJetIRL. 

Secuencia g/reacción  Oligonucleótidos Forward Oligonucleótidos Reverse 

LTR5’ 0.5 LTR5’ F, F3, F4 LTR5’ R, R5, R4, R3 

IRL 0.5 INS F, RRE F, LTR3’ F, 
F3, F4, F6, F7 

INS R, RRE R, LTR3’ 
R R0 R1, R4, R5 

Análisis de la secuenciación  

Una vez obtenidas las secuencias de los plásmidos pJetLTR y pJetIRL, se realizó el 

alineamiento y la obtención de las secuencias consenso con el programa SeqScape 

(ABI Prism ® versión 2.1, EE.UU.), para identificar las mutaciones presentes en cada 

secuencia. Para verificar la funcionalidad de las secuencias reguladoras, se realizó 

un análisis de predicción de estructuras secundarias de ARN con ayuda de la 

herramienta informática Mobyle QPasteur MFOLD 3.6 (disponible en línea 

http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#forms::mfold). 

Diseño de los ARNg  

Para diseñar los ARNg se tomaron como referencia a las secuencias de los genes 

correspondientes a tat (primer exón 5,831-6,045 y segundo exón 8,379-8,469) y rev 
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(primer exón 5970-6045 y segundo exón 8,379-8,653) de la cepa viral HXB2. Se usó 

el software de Broad Institute (disponible en la pagina 

http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-tools/sARNg-design) que 

proporcionó las secuencias candidatas de ARNg para los objetivos planteados.  

Se seleccionaron los ARNg que por su posición pudieran inducir un cambio en el 

marco de lectura más próximo al extremo 5’ y que se encontraran en regiones 

conservadas del virus, tomando en cuenta 769 secuencias del VIH-1 subtipo B, la 

variación de las secuencias de ADN fue calculada mediante la entropía de Shannon. 

Las secuencias se obtuvieron de la base de datos de secuencias del VIH del 

Laboratorio Nacional de Los Álamos de EE.UU.  Disponible en: 

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html. 

Reprogramación del plásmido LCI 

Las secuencias seleccionadas de los ARNg se usaron para programar al plásmido 

pLCI (Tabla 7). Se diseñaron dos oligonucleótidos complementarios para cada ARNg 

seleccionado siguiendo la estructura de la Figura 10. Los oligonucleótidos fueron 

alineados y fosforilados con la enzima T4 PNK de Invitrogene, EE.UU. de acuerdo 

con el siguiente protocolo: se mezclaron 100 mM de cada oligonucleótido (1 l de 

cada uno), 1 l del buffer 10x de PKN, 6.5 l de agua milliQ y 0.5 l de la enzima T4 

PKN para obtener un volumen final de 10 l. La mezcla de reacción se colocó en un 

termociclador y se programó un ciclo de 37°C por 30 min, 95 °C por 5 min y 

http://www.broadinstitute.org/rnai/public/analysis-tools/sgrna-design)
http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEWALIGN/align.html
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finalmente un descenso gradual de la temperatura de 5°C cada minuto hasta 25°C, 

para obtener los oligonucleótidos fosforilados y alineados para la clonación.  

Tabla 7. Oligonucleótidos que contienen las secuencias de los ARNg usados para programar pLCI. Se muestran 
dos oligonucleótidos por cada ARNg utilizado para el alineamiento y la fosforilación. 

Nombre Secuencia 5'→3' Tamaño 
ARNg1 F CAC CGT AGA TCC TAG ACT AGA GCC C 25 
ARNg1 R AAA CGG GCT CTA GTC TAG GAT CTA C 25 

ARNg2 F CAC CGC CTT AGG CAT CTC CTA TGG C 25 

ARNg2 R AAA CGC CAT AGG AGA TGC CTA AGG C 25 

ARNg3 F CAC CGA GGG GAC CCG ACA GGC CCG A 25 
ARNg3 R AAA CTC GGG CCT GTC GGG TCC CCT C 25 

 

Figura 12. Estructura y alineamiento de los oligonucleótidos para programar el ARNg en el plásmido PX458. 
Donde N es cualquier nucleótido. 

Antes de realizar la clonación y para generar los extremos cohesivos para la 

programación del pLCI, se realizó la restricción de 1 g del plásmido pLCI con la 

enzima BbsI (Thermo Scientific, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. El plásmido restringido se purificó con el estuche MinElute Gel Extraction 

Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Finalmente, para obtener el plásmido programado con los ARNg se tomaron 100 ng 

del plásmido restringido con BbsI, 1 l de una dilución 1:200 de los oligonucleótidos 

alineados y fosforilados, 1 l del buffer 10X de la ligasa T4, 1 l de la T4 DNA Ligasa 

de (Thermo Scientific, EE.UU.) y el volumen de reacción se llevó hasta 10 l con 

agua milliQ. La reacción se dejó incubando por 30 min a temperatura ambiente y 5 l 

de la ligación se usaron para transformar bacterias Stbl3 por choque térmico para 
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obtener colonias con los plásmidos programados (pLCIARNg1-3). Los plásmidos 

fueron comprobados por PCR usando los oligonucleótidos de la Tabla8 y los 

oligonucleótidos que se utilizaron para programar al plásmido pLCI (Tabla7 y 

Figura11). 

Tabla 8. Oligonucleótidos usados para la comprobación del plásmido LCI programado con la secuencia de los 
ARNg. 

 

Figura 13. Esquematización de la estrategia para comprobar la programación del plásmido LCI con la secuencia 
de los ARNg. 

Las condiciones del PCR para obtener los productos deseados fueron las siguientes: 

un ciclo de 5 min a 95 °C, 40 ciclos de 15 seg a 95 °C, seguido de 15 seg a 58 °C y 

Nombre Secuencia 5'→3' Tamaño  % GC TM 

PX458 F GGGCCTATTTCCCATGATTCC 21 52.4 55.7 

PX458 R GCGCTAAAAACGGACTAGCC 20 55 56.5 
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30 seg a 68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar el ciclo de 

amplificación, la reacción se mantuvo a 4°C. El producto de PCR se visualizó en un 

gel de agarosa al 1.5% y teñido con Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogen, EE.UU.). 

Evaluación de las secuencias reguladoras LTR e IRL 

Para evaluar la funcionalidad de las secuencias reguladoras se realizó la transfección 

de todas las construcciones en las células HEK293. Previamente se realizó la 

producción y extracción de los siguientes plásmidos: 

PX450: control de transfección 

pLTR: se usó para evaluar el efecto del promotor LTR y la dependencia a la proteína 

viral Tat. 

pIRL: se usó para evaluar el efecto de las secuencias INS y la dependencia a la 

proteína viral Rev. 

pLCI: se usó para evaluar el efecto del promotor LTR y las secuencias INS en 

conjunto, así como la dependencia a las proteínas virales Tat y Rev.  

pLCI-ARNg1-3: Se usaron para verificar el efecto de los ARNg sobre la 

autorregulación de la expresión génica y la inhibición de la replicación viral. 

pCV1: se usó para producir las proteínas virales Tat y Rev. 

pNL4-3: se usó para producir partículas infecciosas del VIH-1 y evaluar el efecto de 

los ARNg sobre la replicación del virus. 
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pVSV-G: se usó para pseudotipar al VIH-1 y permitir que el virus infectara al cultivo 

de las células HEK293. 

Para obtener todos los plásmidos se cultivaron las colonias de las bacterias E. coli 

Stbl3 en 500 ml de medio LB suplementado con 100 g/ml de ampicilina o 10 g/ml 

de tetraciclina para pCV1. Todos los plásmidos se extrajeron con el estuche Plasmid 

Midi Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Preparación del medio de cultivo DMEM® suplementado  

Para el cultivo y el mantenimiento de las células HEK293 se preparó medio de cultivo 

DMEM®, para lo cual se adicionó el medio en polvo en un volumen aproximado de 

500 ml de agua bidestilada y se mezcló con un agitador magnético. Se adicionaron 

2.7 g de NaHCO3 y se ajustó el pH a 7± 0.2 empleando una solución de NaOH 1 N o 

HCl 1 N. El medio de cultivo se aforó a 1 L con agua bidestilada y se esterilizó por 

filtración con membranas de 0.22 m, para su posterior almacenamiento a 

temperatura ambiente y protegido de la luz.  Para cultivar a las células HEK293, el 

medio DMEM® se suplementó con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM de L-

glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 1% de aminoácidos 

no esenciales 100X, y 1 mM de piruvato de sodio. El medio suplementado al que se 

le denominó D-10 se almacenó a 4°C y se atemperó a 37 °C al momento de su uso. 
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Cultivo de células HEK293 

Las células HEK293 se cultivaron en el medio de D-10, en botellas de 25 cm2 a 37°C, 

85% de humedad y 5% CO2. Las células se subcultivaron cuando la confluencia fue 

de 80%, mediante la adición de una solución de tripsina-EDTA (0.25% de tripsina en 

0.53 mM de EDTA 1X) para desprender a las células adherentes y posteriormente se 

inactivó la tripsina-EDTA con 1 ml de medio de cultivo D-10. Las células se 

concentraron por centrifugación a 805 xg por 10 min, posteriormente se descartó el 

sobrenadante de cultivo y el botón celular se resuspendió en PBS 1X para realizar el 

conteo de las células en la cámara de Neubauer. Una vez realizado el conteo celular, 

se resembraron las células en placas de cultivo de 48 pozos para realizar los 

experimentos, o bien, se resembraron 5x105 células en una botella de cultivo de 25 

cm2 con medio D-10 para continuar con el cultivo.  

Procedimiento de la transfección de las células HEK293 

Veinticuatro hrs antes de la transfección se sembraron 1x105 células por pozo en 

placas de 48 pozos con 300 l de medio D-10.  Dos hrs antes de la transfección se 

retiró el medio de cultivo y se agregaron 300 l de medio de cultivo DMEM sin 

suplementar y sin antibióticos. La transfección se realizó con el estuche 

Lipofectamine 3000 (Thermo Scientific, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

Para comparar el efecto de las secuencias reguladoras y la transactivación por las 

proteínas virales Tat y Rev, las células HEK293 se transfectaron con los plásmidos 
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PX458, pLTR, pIRL y pLCI con las mezclas y concentraciones que se indican en la 

Tabla 9. Los resultados se analizaron por microscopía de fluorescencia y citometría 

de flujo 48 hrs después de la transfección. 

Tabla 9. Plásmidos usados para transfectar a las células HEK293 y evaluar la regulación de las secuencias LTR, 
INS y RRE. 

Plásmido [ng]/reacción Características 

PX458 600 ng Plásmido control 

pLTR 36 ng Promotor sin TAT 
pIRL 45 ng Inhibidor sin REV 

pLCI 45 ng Promotor/Inhibidor sin TAT/REV 

pLTR/pCV1 36 ng / 600 ng Promotor con TAT 

pIRL/pCV1 45 ng / 600 ng Inhibidor con REV 
pLCI/pCV1 45 ng / 600 ng Promotor/Inhibidor con TAT/REV 

 

Se evaluó la sensibilidad de la construcción pLCI en presencia de pCV1 mediante 

una curva de titulación usando diferentes concentraciones de ambos plásmidos como 

se muestra en la Tabla10. Los resultados se analizaron por citometría de flujo 48 hrs 

después de la transfección. 

Tabla 10. Concentraciones usadas para evaluar la sensibilidad de los plásmidos pLCI y pCV1 

 

 pCV1 [ng] 

p
L

C
I 
[n

g
] 

15/0 15/35 15/70 15/150 15/200 15/300 15/600 

30/0 30/35 30/70 30/150 30/200 30/300 30/600 

45/0 45/35 45/70 45/150 45/200 45/300 45/600 

60/0 60/35 60/70 60/150 60/200 60/300 60/600 



CRISPR/CAS9 UAM-I 
 

INCMNSZ | MATERIAL Y MÉTODOS 50 

 

 

Para evaluar la autorregulación de la estrategia propuesta, se realizó la transfección 

de las construcciones pLCI-ARNg1, pLCI-ARNg2 y pLCI-ARNg-3 en presencia del 

plásmido pCV1, las concentraciones y mezclas utilizadas se indican en la Tabla11. 

Los resultados se analizaron por microscopía de fluorescencia y citometría de flujo 

48 hrs después de la transfección. 

Tabla 11. Plásmidos usados para transfectar a las células HEK293 y evaluar el efecto de los ARNg (1-3) con 
pCV1. 

Plásmido [ng]/reacción Características 
pLCI 45 ng Plásmido control negativo 

pLCI/pCV1 45 ng / 600 ng Plásmido control positivo 

pLCI-ARNg1/pCV1 45 ng / 600 ng ARNg dirigido al primer exón de tat 

pLCI-ARNg2/pCV1 45 ng / 600 ng ARNg dirigido al primer exón de tat/rev 
pLCI-ARNg3/pCV1 45 ng / 600 ng ARNg dirigido al segundo exón de tat/rev 

Western Blot 

Para identificar la presencia de las proteínas virales Tat y Rev, las células HEK293 

se cosecharon y se lisaron para extraer el contenido proteico mediante la incubación 

de las células en M-PER™ (Thermo Scientific, EE.UU.) durante 30 min en hielo. Se 

concentró el lisado por centrifugación a 17,000 xg durante 10 min a 4ºC. Noventa 

microgramos de los lisados celulares se mezclaron en proporción 1:1 y se 

desnaturalizaron con una solución amortiguadora Laemmli Sample 2X (BioRad, 

EE.UU.) que contenía 5% de 2-mercaptoetanol. La mezcla se incubó a 95°C durante 

7 min, y se corrió en un gel SDS-PAGE con solución amortiguadora de Tris-glicina 

(pH 8,8) y se transfirió a una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) 

(BioRad, EE.UU.). La membrana se bloqueó en una solución de leche descremada al 
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5% en solución salina amortiguadora con Tris y detergente Tween® 20 (TBST) 

durante 1 hora y se incubó con un anticuerpo monoclonal anti-Tat del VIH-1 hecho en 

ratón (clona N1 [TatN1], Thermo Scientific, EE.UU.) o con el anticuerpo monoclonal 

anti-Rev del VIH-1 hecho en ratón (clona 10 [ 03-002], Thermo Scientific, EE.UU.) en 

una dilución 1:1,000 durante toda la noche a 4°C. Después, las membranas se 

lavaron 3 veces con TBST y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-ratón 

hecho en conejo (cadenas IgG H&L) conjugado con peroxidasa de rábano (abcam 

ab6728) en dilución 1:8,000 durante 2 hrs a temperatura ambiente. Después de una 

serie de 3 lavados con TBST, la membrana se analizó usando el equipo Kodak GL 

1500 Gel Logic Imaging System™.  En la Figura12 se indican los sitios de unión de 

los anticuerpos monoclonales anti-Tat y anti-Rev, y la posición de los ARNg en los 

exones de los genes tat y rev del VIH-1. 

 

Figura 14. Esquema que indica la posición de los ARNg en los exones de los genes tat y rev y la posición en la 
que se unen los anticuerpos monoclonales Anti-Tat y Anti-Rev. 

Inhibición de la replicación viral  

El efecto de la construcción pLCI y los ARNg en la replicación viral y sobre el 

genoma del VIH-1 se evaluó mediante la transfección de las células HEK293 con 
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pLCI-ARNg1-3, pNL4-3 y pVSV-G con las concentraciones que se indican en la 

Tabla12.  

Tabla 12. Plásmidos usados para evaluar el efecto de los ARNg (1-3) con pNL4-3. Se indican las concentraciones 
de los plásmidos usados para transfectar a las células HEK293. 

 

Después de 6 días se colectó el medio de cultivo de las células tratadas con los 

plásmidos, para realizar los ensayos de infección en las células MT2 y para 

determinar la presencia del virus mediante la cuantificación de la proteína p24 de la 

cápside del VIH-1 por ELISA. Por otra parte, se cosecharon las células para realizar 

la extracción del material genético con el estuche de extracción QIAamp DNA Blood 

Mini Kit® (QIAGEN, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se usaron 

600 ng de ADN como templado para las reacciones de PCR.  

Para verificar la escisión del genoma viral por la edición múltiple se flanquearon y 

amplificaron por PCR los genes correspondientes a tat y rev (primer y segundo exón 

Figura 13) usando los oligonucleótidos de la Tabla 13. Las condiciones de la PCR 

para la obtener los productos de los genes tat y rev fueron las siguientes: un ciclo de 

2 min a 95°C, 40 ciclos de 15 seg a 95°C, seguido de 15 seg a 60 °C y 180 seg a 

Plásmido [ng]/reacción Características 
pLCI/pVSVG 45 ng/15 ng Control negativo de infección 

pLCI/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng Control positivo de infección 

pLCI-ARNg1/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng ARNg dirigido al primer exón de TAT 

pLCI-ARNg2/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng ARNg dirigido al primer exón de 
TAT/REV 

pLCI-ARNg3/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng ARNg dirigido al segundo exón de 
TAT/REV 

pLCI-ARNg1-3/pNL4-3/pVSVG 45 ng/30 ng/15 ng Mezcla de los ARNg1-3 
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68°C y finalmente un ciclo de 7 min a 68°C. Al terminar la reacción se mantuvo a 

4°C. El producto de PCR se visualizó en un gel de agarosa al 1.5% y teñido con 

Sybr® Safe DNA gel stain (Invitrogene, EE.UU.) 

Tabla 13. Secuencia de los oligonucleótidos usados para amplificar y secuenciar los genes tat y rev del VIH-1. 

 

 

 

Figura 15. Esquema que indica la posición de los ARNg dirigidos contra los genes tat y rev y el sitio de unión de 
los oligonucleótidos usados para amplificar y secuenciar a los genes tat y rev del VIH-1. 

 

Los productos de PCR obtenidos se purificaron con el estuche MinElute Gel 

Extraction Kit® (QIAGEN, EE.UU.) y se clonaron en el plásmido pJET1.2 siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Se usaron 5 l de la ligación para transformar 

bacterias E. coli Stabl3 por choque térmico. Se seleccionaron y aislaron 44 colonias 

que se resembraron en medio LB suplementado con 100 g/ml de ampicilina y se 

incubaron durante 12 hrs a 37°C. Finalmente, las bacterias se cosecharon y se les 

realizó la extracción de los plásmidos para su comprobación por PCR y por 

secuenciación utilizando los oligonucleótidos que se indican en la Tabla 13. 

Nombre Secuencia 5'→3' Tamaño  % GC TM 

tat/rev-FWRseq CATAGCAGAATAGGCGTTACTCG 23 48 58 

tat/rev-REVseq GCAAAATCCTTTCCAAGCCCTG 22 50 60 
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Viabilidad celular 

Para evaluar la proliferación y la viabilidad celular en presencia de los plásmidos 

pLCI-ARNg1-3 y pNL4-3/pVSVG, se sembraron 1x104 células HEK293 en placas de 

96 pozos, 24 hrs después se realizó la transfección de los plásmidos con las 

concentraciones que se indican en la Tabla12 y se monitoreó el cultivo celular 

durante 7 días. La proliferación celular se midió mediante la tinción con azul tripano y 

las células se contaron en la cámara de Neubauer en los días 1, 3, 5 y 7 después de 

la transfección; asimismo, se realizó el ensayo de tinción por cristal violeta y la 

determinación de la viabilidad celular por citometría de flujo al día 7 después de la 

transfección. La viabilidad celular se determinó mediante el uso del estuche 

LIVE/DEADTM Fixable Aqua Dead Cell Stain (Invitrogene, EE.UU.) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Ensayo de cristal violeta 

Para determinar la viabilidad por el ensayo de cristal violeta, se retiró 

cuidadosamente el medio de cultivo de cada pozo a los 7 días después de la 

transfección y se realizaron dos lavados con agua, teniendo cuidado de no agregar el 

agua directamente sobre las células. Se retiró el agua inmediatamente y se 

agregaron 150 l de cristal violeta al 0.5% a cada pozo y la placa se incubó por 20 

min a temperatura ambiente con agitación suave. Después se realizaron cuatro 

lavados con agua, teniendo cuidado de no despegar a las células, se retiró el exceso 

de agua y se dejó secando por dos hrs a temperatura ambiente. Posteriormente se 
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agregaron 300 ml de metanol a cada pozo y se incubó por 20 min a temperatura 

ambiente en agitación suave. Finalmente se cuantificó la densidad óptica a 570 nm 

en un espectrofotómetro Benchmark Plus Microplate Reader® (BIO-RAD). Se tomó 

como 100% de viabilidad el valor de densidad óptica de las células que no recibieron 

tratamiento.  

Análisis de citometría de flujo. 

La expresión de GFP y la viabilidad de células HEK293 se cuantificó usando el 

citómetro de flujo BD FACS Aria II™ (BD Biosciences). El día del análisis, se 

cosecharon las células HEK293 mediante la adición de tripsina-EDTA, la cual 

posteriormente se inactivó con 500 l de medio de cultivo D-10. Las células se 

lavaron dos veces con 500 ml de PBS 1X por centrifugación a 805 xg durante 10 min. 

Se descartó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 200 l de PBS 1X y 

se mantuvieron a 4°C protegidas de la luz hasta ser procesadas en el citómetro.  

Para determinar la viabilidad celular se probaron también células HEK293 sin 

transfectar y transfectadas con PX458 para tener células GFP+; ambos cultivos se 

tomaron como control de muerte celular. Las células se incubaron con peróxido de 

hidrogeno al 30% durante 1 hora. Para verificar la muerte en los cultivos las células 

cosechadas se tiñeron con 1 l por muestra de LIVE/DEADTM Fixable Aqua Dead 

Cell Stain (Invitrogene, EE.UU.) por 30 min a temperatura ambiente y protegidas de 

la luz. Después de la incubación, las células se concentraron por centrifugación y se 

realizó un lavado con PBS 1X para retirar el exceso de la tinción. Finalmente, las 
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células se resuspendieron en 200 l de PBS 1X y se mantuvieron a 4°C protegidas 

de la luz hasta ser procesadas en el citómetro. Se cuantificaron 1x105 células 

HEK293 de cada muestra. Los datos fueron analizados con el software FlowJo v.10. 

Infección de las células MT2 

Para cultivar y mantener a las células MT2 se usó el medio de cultivo R-10 y el 

mismo protocolo usado con las células 8E5 mencionado anteriormente. El día de la 

infección, se sembraron 6x104 células MT2 en 50 l de medio R-10, en una placa de 

96 pozos y se infectaron con 50 l del sobrenadante de las células HEK293 tratadas 

con la construcción pLCI-ARNg1-3 y con los plásmidos pNL4-3/pVSVG. La placa de 

cultivo se incubó a 37°C, 85% de humedad y 5% CO2 durante 10 días. Se observaron 

las células diariamente para monitorear la aparición de sincicios (células gigantes 

multinucleadas que se forman por la fusión de células infectadas con el VIH-1). El 

sobrenadante fue cosechado al día 10 después de la infección para la determinación 

cuantitativa del antígeno p24 de la cápside viral por ELISA.  

Determinación del antígeno p24 de la cápside viral  

El sobrenadante de cultivo obtenido de las células HEK293 y MT2 infectadas, se usó 

para cuantificar la concentración del antígeno p24 de la cápside del virus, con el 

estuche Alliance HIV-1 P24 Antigen ELISA® (Perkin Elmer, EE.UU.), siguiendo las 

indicaciones del fabricante. Se tomaron 200 l de una dilución 1:1,000 de los 

sobrenadantes de cultivo correspondientes al control positivo, y una dilución 1:2 de 

los sobrenadantes tratados con los ARNg para determinar la concentración de p24. 
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Se realizó la lectura de la absorbancia por espectrofotometría a 490 nm en en un 

espectrofotómetro Benchmark Plus Microplate Reader® (BIO-RAD) 

Análisis Estadístico 

Los resultados se presentan como el promedio de los triplicados independientes de 

cada experimento ± la desviación estándar (DE) del promedio y se calcularon con la 

prueba ANOVA de una vía, utilizando el programa estadístico GraphPad Prism7, 

para indicar las diferencias entre los grupos. Se consideró un valor de P de <0.05, 

como estadísticamente significativo (* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 y **** P 

<0.0001). 
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RESULTADOS  

Obtención de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del 

VIH-1 

Debido al diseño y a la estructura de los oligonucleótidos usados, se realizó una 

estrategia de dos PCRs para aislar las secuencias reguladoras LTR5’, INS, RRE y 

el LTR3’ y optimizar su amplificación, como se muestra en el esquema de la 

Figura 14A. Con esta estrategia se obtuvieron los productos Pre-LTR5’, Pre-INS, 

Pre-RRE y Pre-LTR3’ en el primer PCR (Figura 14B) y se usaron como un 

templado enriquecido para facilitar la amplificación de las secuencias reguladoras 

LTR5’, INS, RRE y el LTR3’ del VIH-1, mediante un segundo PCR semianidado.  

Los productos obtenidos del segundo PCR semianidado corresponden al tamaño 

esperado como se muestra en la Figura 14C. 
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Figura 16. Estrategia para obtener las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE del VIH-1. A) Diseño de la 
estrategia para la obtención de las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE. Se indican los productos del 
primer y segundo PCR, los oligonucleótidos usados y el tamaño de los productos esperados. B) Amplificación 
de las secuencias correspondientes al promotor pre-LTR 5´ (carril 2), la secuencia inhibidora pre-INS1 
(carril3), secuencia de unión a REV pre-RRE (carril4) y la secuencia con la señal de poliadenilación del LTR3’ 
pre-LTR3’ (carril 5). C) Productos del PCR semi-anidado para la obtención de los fragmentos 
correspondientes al promotor LTR5’ (carril2), INS (carril 3), RRE (carril4) y LTR3’ (carril 5). 

 

Doble unión por PCR 

Una vez obtenidas las secuencias reguladoras INS, RRE y LTR3’ se unieron en un 

solo producto de 2,076 pb para adicionarlas al plásmido pCAGCas9 (PX458). Este 

procedimiento se llevó a cabo mediante la técnica de unión por PCR (Figura 15), 

cuya estrategia depende del alineamiento de las secuencias enlazadoras 
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previamente diseñadas en los oligonucleótidos usados para la amplificación de 

INS, RRE y el LTR3’ (Figura 9).  

 

Figura 17. Diseño de la estrategia para la fusión de productos por PCR.  Se realizó la fusión de las 
secuencias INS, RRE y LTR3’ por PCR. Cada producto se identifica con un color (INS: morado, RRE: rojo y 
LTR: Azul) y las secuencias enlazadoras de los oligonucleótidos indican el sentido y el orden de la unión. 

Se logró obtener el amplificado correspondiente al IRL mediante la disminución de 

la concentración de los templados usados (10 ng de cada producto de INS, RRE y 

LTR3’) y la disminución de la concentración de los oligonucleótidos (40 nM, INS F 

y LTR3’ R). Además, se realizó un ajuste de los ciclos de la PCR con un único 

ciclo inicial con tiempos de hibridación y elongación extendidos, para favorecer el 

alineamiento de las secuencias enlazadoras, seguido de 25 ciclos con tiempos 

regulares (Figura16, carriles 3 y 4). La adición de más de 10 ng de cada producto 

correspondiente al INS, RRE y LTR3’, o el aumento de la concentración de los 

oligonucleótidos usados (>40 nM,) conduce a la aparición de productos 

inespecíficos (Figura 16 carriles 1 y 2). De igual manera, el aumento en el 
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número de ciclos en el PCR favorece la formación de amplificados no específicos 

(datos no mostrados).  

 

Figura 18. Fusión de productos de PCR correspondientes a las secuencias reguladoras INS, RRE y LTR3’. 
Se muestra la unión de los productos INS, RRE y LTR3’ por medio de PCR de punto final (carriles 1-4). Se 
observa la aparición de productos inespecíficos con concentración de  200 nM por cada oligonucleótido 
(carriles 1 y 2), mientras que la concentración  de 40 nM (carriles 3 y 4) disminuye eficientemente la formación 
de productos inespecíficos y favorece la amplificación de los productos esperados. 

 

Después de la obtención del fragmento IRL (figura 17A) y para garantizar su 

ensamblaje, fue necesario verificar la identidad del producto obtenido antes de 

ligarlo al plásmido pJet1.2blunt. La verificación consistió en la obtención de un 

patrón de digestión específico por la enzima de restricción HindIII, cuya secuencia 

se encuentra presente repetidas veces en el producto IRL. De acuerdo con el 

análisis in sillico en el programa ApE, la digestión con HindIII produce cuatro 
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bandas de 1067 pb, 627 pb, 275 pb y 118 pb (Figura 17B) las cuales fueron 

obtenidas como se observa en la Figura 17C. 

Se comprobó que el ensamblaje de la secuencia IRL fue correcto, mediante la 

amplificación de tres productos de PCR con oligonucleótidos que flanquean a los 

sitios de fusión (Figura 17D). La obtención de los productos con los tamaños 

esperados confirma el sentido y la posición de las secuencias INS-RRE-LTR 

(Figura 17D carriles 2, 3 y 5 para el INS, RRE y LTR3’ respectivamente) lo que 

garantiza su identidad.  

 

Figura 19. Comprobación de la identidad del producto IRL. A) Producto de 2076 pb correspondiente a IRL 
después de la purificación. B) Predicción del patrón de bandeo producido por el software ApE tras la digestión 
enzimática con HindIII .C) Comprobación de la identidad del IRL por medio de la restricción con la enzima 
HindIII. D) Comprobación de la identidad del IRL por PCR. Se observan los productos amplificados que 
flanquean a los sitios de fusión de las secuencias INS, RRE y LTR3’. Los productos obtenidos tienen el 
tamaño esperado de acuerdo con el esquema. 
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Construcción del plásmido pLTR 

Una vez obtenido el LTR (Figura 14C LTR) se clonó en el plásmido pJet y para 

comprobarlo, se realizó la liberación del promotor con las enzimas XbaI-AgeI que 

flanquean a esta secuencia (Figura 18A). El producto de 814 pb se usó para 

realizar el cambio del promotor en el plásmido pCAGCas9 (PX458). Para realizar 

el intercambio de las secuencias se retiró el promotor CAG (817 pb) de 

pCAGCas9 realizando la restricción con las enzimas XbaI y AgeI (Figura 18B). 

Las bandas correspondientes al promotor LTR5’ (814 pb) y al plásmido p-

CAGCas9 sin promotor (S/P) (8472 pb) se purificaron y ligaron para obtener el 

plásmido pLTR (9286 pb) (Figura 18C carriles 2 y 3) y transformar a las bacterias 

E. coli Stbl3. 

 

Figura 20. Construcción del plásmido pLTR. A) Se muestra la liberación del promotor LTR de 814 pb del 
plásmido pJetLTR5’ mediante una doble restricción con las enzimas XbaI-AgeI. B) Se muestra la liberación 
del promotor CAG de 817 pb del plásmido p-CAGCAs9 mediante una doble restricción con las enzimas XbaI-
Age.I C) Se observan las bandas correspondientes a la purificación del promotor LTR5’ (814 pb) carril 2, la 
purificación del plásmido pCAGCas9 sin promotor (PX458) (8,472 pb) carril 3 y la ligación del promotor LTR5’ 
con el plásmido p-CAGCas9 S/P (9,286 pb) carril 4. 
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Construcción de los plásmidos pIRL y pLCI 

Una vez obtenido el producto correspondiente al IRL (Figura 16) se clonó en el 

plásmido pJet. Para comprobarlo se realizó la liberación de este fragmento con las 

enzimas BsrgI-NotI que flanquean a esta secuencia (Figura 19A). El producto de 

2,076 pb se utilizó para intercambiar la secuencia de poliadenilación en el 

plásmido pCAGCas9 y pLTR. 

Para unir el IRL se retiró la secuencia de poliadenilación (257 pb) en ambos 

plásmidos, el corte se realizó con las enzimas BsrGI y NotI (Figura 19B). Las 

bandas correspondientes al INS (2,076 pb) y los plásmidos pCAGCas9 y pLTR sin 

poliadenilación (S/P) (9,029 pb) se purificaron y ligaron para obtener los plásmidos 

pIRL y pLCI (11,105 pb) (Figura 19C) y transformar las bacterias E. coli Stbl3. 

 

Figura 21. Construcción de los plásmidos pIRL y pLCI. A) Se muestra la liberación de la secuencia IRL (2076 
pb) del plásmido pJetIRL por la doble restricción con las enzimas BsrGI y NotI. B) Se muestra la liberación de 
la secuencia de poliadenilación (257 pb) de los plásmidos pCAGCas9 y pLTR por la doble restricción con las 
enzimas BsrGI y NotI. C) Se observan las bandas correspondientes a la purificación de plásmidos pCAGCas9 
y pLTR sin la señal de poliadenilación (9,029 pb) carril 2 y la purificación de la secuencia IRL (2076 pb) carril 
3; se observa además el producto de la ligación de los plásmidos pCAGCas9 y pLTR con la secuencia IRL 
(11,205 pb) 



CRISPR/CAS9 UAM-I 
 

INCMNSZ | RESULTADOS 65 

 

Una vez obtenidos los plásmidos pLTR, pIRL y pLCI se confirmó su identidad por 

secuenciación de Sanger y se analizaron las secuencias obtenidas para verificar la 

funcionalidad de cada uno de ellos como se indica a continuación. 

Análisis de la secuencia del promotor LTR5’ 

Se encontraron 21 mutaciones en el promotor LTR (Figura 20) y se analizaron 

para verificar si alteraban la función del promotor o cambiaban la secuencia de la 

caja TATA, la secuencia de unión a los factores de transcripción más importantes 

como SP1, NFB, TCF-1 o la función de la secuencia TAR. Se comprobó que las 

mutaciones no alteran las secuencias de unión a los factores de transcripción 

(Figura 21). Se identificaron dos mutaciones en la secuencia TAR por lo que se 

realizó una predicción de la estructura secundaria con el software Mobyle 

QPasteur MFOLD. Las dos mutaciones encontradas no alteran la estructura de la 

secuencia TAR ni el sitio de unión a la proteína TAT al compararse con la 

predicción de la estructura secundaria de la secuencia TAR de la cepa de 

referencia HXB2 (Figura 22). Estos resultados sugirieren que la secuencia de 

promotor LTR se encuentra intacta y por ende no se altera su función para regular 

la expresión génica. 
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Figura 22. Alineamiento de la secuencia de referencia correspondiente al LTR de la cepa HXB2 del VIH-1 con 
la secuencia LTR aislada para regular la expresión de Cas9. Se muestran en rojo las mutaciones encontradas. 
Alineamiento obtenido con el software ApE.  
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Figura 23. Análisis de las mutaciones del promotor LTR5’. Se indica en código de colores las secuencias de unión a los factores reguladores de la transcripción: 

TCF-1 (azul) , NFkB I y II (amarillo), SP1 I, II, III (verde), caja TATA (naranja), la secuencia de unión a Tat-TAR (rosa), IRES (rojo) e IRES-señal de 
empaquetamiento (turquesa). Las mutaciones encontradas se indican con flechas negras. 
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Figura 24. Predicción de la estructura secundaria de la secuencia TAR. En el lado izquierdo se muestra la estructura obtenida de la secuenciación y se indica con 
una estrella la posición de ambas mutaciones y en rojo las secuencias funcionales de TAR. En el lado derecho de la figura se muestra la predicción de la 
secuencia TAR de la cepa de referencia HXB2 del VIH-1. 
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Análisis de la secuencia INS 

Se analizó la secuencia correspondiente al INS para evaluar si la presencia de 

mutaciones podría sugerir una pérdida de su función. Se encontraron 13 

mutaciones a lo largo de la secuencia INS (Figuras 23 y 24). Se realizó una 

búsqueda bibliográfica sobre las mutaciones que podrían alterar la función del INS 

y se identificaron los sitios activos para la inhibición de la exportación nuclear, de 

acuerdo con lo publicado por Schneider, R y col. en 1997. Las 13 mutaciones 

encontradas no se encuentran sobre las regiones funcionales de la secuencia 

inhibidora. 
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Figura 25. Mutaciones encontradas en la secuencia IRL. Se marca en color morado la secuencia correspondiente al INS, en rojo RRE y en azul el LTR3’. Se encontraron 31 
mutaciones que están marcadas a lo largo de las barras de colores como líneas verticales de color azul.  
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Figura 26. Alineamiento de la secuencia INS de la cepa de referencia HXB2 con la secuencia INS aislada 
para inhibir la expresión de Cas9. Las mutaciones encontradas se muestran en color rojo. Alineamiento 
obtenido con el software ApE. 
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Análisis de la secuencia RRE 

La secuencia RRE, presentó dos mutaciones. Debido a que la función de esta 

secuencia depende de la estructura secundaria que forma, se verificó si las 

mutaciones pudieran alterar la función del RRE, para lo cual se realizó la 

predicción de la estructura secundaria usando el software Mobyle QPasteur 

MFOLD. La predicción muestra que las mutaciones encontradas no alteran la 

estructura secundaria con respecto a la predicción obtenida por la secuencia RRE 

de la cepa de referencia HXB2 (Figura 25). 

 

Figura 27. Estructura secundaria del RRE. A la izquierda se muestra la estructura obtenida por secuenciación.  
Las mutaciones encontradas en la secuencia se indican con una estrella de color negro en comparación con 
la estructura del RRE de la cepa HXB2 del VIH-1 que se encuentra a la derecha. 
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Análisis de la secuencia LTR3’ 

Al analizar la secuencia LTR3’ se encontraron las mismas mutaciones que en 

LTR5’.   

Sin embargo, en el análisis de la predicción de la estructura secundaria se 

identificó una única mutación en el tallo de la estructura de la región de 

poliadenilación. La secuencia funcional de la señal de poliadenilación se encuentra 

localizada en el asa de la estructura, lo que sugiere que su función se mantiene 

íntegra (Figura 26). 

 

Figura 28. Estructura secundaria de la señal de poliadenilación. A la izquierda se muestra la 
estructura obtenida por secuenciación y los sitios funcionales se indican con rojo. La mutación se 
indica con una estrella de color negro. A la derecha se muestra la estructura secundaria 
correspondiente a la señal de poliadenilación de la cepa de referencia HXB2 del VIH-1. 
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Estructura de los plásmidos 

Con los resultados anteriores se comprobó la identidad de cada una de las 

construcciones y se garantizó la función de las secuencias reguladoras para 

controlar la expresión de los genes Cas9 y GFP. La estructura general de los 

plásmidos construidos se muestra en la Figura 27 y se indica la dependencia a las 

proteínas virales Tat y Rev. 

 

Figura 29.  Representación esquemática de la estructura de los plásmidos usados para la transfección de las 
células HEK293. La dependencia o independencia a las proteínas virales Tat o Rev se indica en cada 
plásmido. CAG: promotor sintético constitutivo; 2A: péptido de autoescisión; PA: señal de poliadenilación; 
LTR: promotor de VIH-1; INS: secuencia inhibidora; RRE: elemento de respuesta a Rev. 

Evaluación del control de la expresión génica por las 

secuencias LTR e IRL. 

Para evaluar el control de la expresión génica por las secuencias reguladoras del 

VIH-1, se usó el plásmido PX458 como control de transfección. Se usaron los 

plásmidos pLTR, pIRL y pLCI en concentraciones equimolares considerando el 

tamaño de las construcciones, para transfectar células HEK293 y comparar el 
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efecto entre las secuencias reguladoras. Las células GFP+ se observaron 48 hrs 

después de la transfección por microscopía de fluorescencia (Figura 28A). La 

presencia de GFP indicó la capacidad que tienen las secuencias pLTR y pIRL del 

VIH-1 para inhibir la expresión del gen Cas9 (Figuras 28A y B). Los ensayos de 

transfección mostraron una disminución en el porcentaje de células GFP+ para 

pLTR (13.27%), pIRL (11.49%) y pLCI (0.54%) en comparación con PX458 (60.4% 

de células) (Figura 28B). La disminución en la expresión de GFP sugirió que 

estaba regulada negativamente por el promotor LTR y las secuencias inhibidoras 

presentes en IRL, y que las proteínas virales Tat y Rev son necesarias para 

inducir la expresión de GFP. Por otra parte, se observó que LTR e IRL (pLCI) 

presentaron un efecto regulador sinérgico que se reflejó en una fuerte disminución 

en el número de células GFP+ en comparación con el promotor (pLTR) y con las 

secuencias inhibidoras solas (pIRL) (Figuras 28B y C). 
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Por otra parte, para comprobar la dependencia a las proteínas Tat y Rev e inducir 

la expresión de GFP, los ensayos de transfección se llevaron a cabo utilizando el 

plásmido pCV1 (el cual proporciona ambas proteínas) y los plásmidos que 

contienen las secuencias reguladoras (pLTR, pIRL y pLCI) (Figura 29A esquema 

de transactivación). La cotransfección de las construcciones pLTR, pIRL y pLCI 

con pCV1 dio como resultado una sobreexpresión del gen GFP, que muestra una 

regulación positiva de la expresión de Cas9 y GFP. Los resultados se confirmaron 

por microscopía de fluorescencia y citometría de flujo (Figuras 29A-D). Se 

observó que no hubo diferencia en el porcentaje del número de células GFP+ al 

comparar las construcciones probadas (Figura 29C). 

Figura 30. Inhibición de la expresión génica por las secuencias reguladoras LTR, INS y RRE. A) Inhibición 
diferencial de la expresión del gen GFP en células HEK293 transfectadas con PX458 (control de transfección), 
pLTR, pIRL y pLCI en ausencia de las proteinas virales Tat y Rev. Las células GFP+ se observaron 48 h 
después de la transfección por microscopía de fluorescencia a 40, 100 y 400x. B) Gráfica representativa del 
promedio del porcentaje de células GFP+ transfectadas con PX458, pLTR, pIRL y pLCI. C) Representación de 
gráfica de puntos para células GFP+ de las transfecciones realizadas con  PX458, pLTR, pIRL y pLCI (se 
muestran 1,000 eventos). Se observó la inhibición de la expresión del gen GFP por las secuencias 
reguladoras del VIH-1 (LTR e IRL) P <0,0001. Se muestra el promedio ± DE de tres experimentos 
independientes. 



CRISPR/CAS9 UAM-I 
 

INCMNSZ | RESULTADOS 77 

 

 

Figura 31. Regulación de la expresión génica por las proteínas Tat y Rev. A) Representación esquemática de 
la regulación de la expresión del gen GFP por Tat y Rev para pLTR, pIRL y pLCI. Expresión diferencial del 
gen GFP en células HEK293 transfectadas con PX458 (control de transfección), pLTR, pIRL y pLCI con o sin 
pCV1. Las células GFP+ se observaron 48 h después de la transfección por microscopía de fluorescencia a 
100x. B) Representación gráfica de puntos de células GFP+ para PX458, pLTR, pIRL y pLCI con o sin pCV1 
(se muestran 1,000 eventos). Se observó la inhibición de la expresión del gen GFP por secuencias 
reguladoras del VIH-1 (LTR e IRL) y la sobreexpresión de la GFP por la presencia de las proteínas virales Tat 
y Rev (pCV1+). C) Gráfica representativa del promedio del porcentaje de células GFP+ transfectadas con 
PX458, pLTR, pIRL y pLCI con o sin pCV1. P <0,0001. D) Gráfica representativa del promedio de la IMF de 
células HEK293 transfectadas con cada construcción con o sin pCV1. P <0,0001. Para todos los gráficos, la 
barra negra representa el control de transfección; las barras blancas representan la transfección de pLTR, 
pIRL y pLCI en ausencia de Tat y Rev; Las barras rojas indican el efecto de Tat y Rev en la expresión de GFP 
para todas las construcciones. Se muestra el promedio ± DE de tres experimentos independientes. 
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En cambio, se observó una diferencia en la intensidad media de fluorescencia 

entre las construcciones probadas, lo que sugiere que puede ser dependiente del 

efecto de las secuencias reguladoras. Se pudo observar que las secuencias INS 

tienen un efecto potente para disminuir la expresión génica aún con la proteína 

viral Rev pero no un efecto directo en el número de células que expresan GFP 

(Figuras 29C y D). Cuando el promotor CAG fue sustituido por el LTR, se observó 

que la proteína Tat del VIH mejora notablemente la eficiencia transcripcional del 

LTR en comparación con el promotor CAG (pIRL comparado con pLCI, IMF 

Figuras 29D y 30 A y C). El efecto inhibidor otorgado por el INS fue compensado 

por la fuerte activación del LTR por Tat. Este resultado coincide con lo reportado 

en otros estudios en donde se ha demostrado que el LTR-Tat es un promotor 

mucho más eficiente que el promotor de CMV (McCoubrie y col., 2004). Para 

confirmar la dependencia de las construcciones a las proteínas virales, se detectó 

por Western Blot la presencia de Tat y Rev en las células transfectadas con o sin 

pCV1 (Figura 30B). 
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Figura 32. Regulación del gen GFP dependiente de la presencia de las proteínas Tat y Rev. A) Imágenes de 
microscopía de fluorescencia a 100x que muestra a las células HEK293 positivas para GFP que se 
transfectaron con pLCI con o sin pCV1. B) Detección de las proteínas virales Tat y Rev por Western Blot en 
células transfectadas con o sin pCV1. La actina se utilizó como control de carga de proteínas. C) Histograma 
de citometría de flujo que muestra la superposición de la población de las células GFP+ por el LTR e IRL por 
separado y en conjunto, en presencia o ausencia de Tat y Rev (pCV1 +/-). Se observa una expresión 
diferencial medida a través de la presencia de células positivas para GFP y la IMF. pLTR en negro, pIRL en 
azul y pLCI en rojo. 

Curva de titulación de los plásmidos pLCI y pCV1 

Para evaluar la sensibilidad de la regulación propuesta, se realizó un experimento 

de titulación de pLCI y pCV1 para inducir la expresión de Cas9. Las células 

HEK293 se transfectaron con diferentes concentraciones de pLCI y pCV1 y la 

expresión de GPF se analizó por microscopia de fluorescencia y citometría de flujo 

48 hrs después de la transfección. Se observó que las concentraciones de pLCI 

menores de 45 ng en ausencia de Tat y Rev, mantuvieron la expresión de GFP 

controlada, y el aumento de la concentración de pLCI a 60 ng, condujo a la 

presencia de GFP (Figura 31A). La concentración mínima de pCV1 necesaria 

para expresar la GFP fue de 35 ng (Figura 31B). Por otra parte, la proporción para 
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obtener la máxima expresión de GFP fue de 1:13 de pLCI (45 ng) y pCV1 (600 

ng), respectivamente (Figuras 31A-D). No se observó un aumento en el número 

de células GFP+ o en la IMF a concentraciones mayores a 600 ng de pCV1 y de 

45 ng de pLCI, lo que sugiere la saturación del sistema. Estos resultados 

demuestran que el sistema puede responder a bajas concentraciones de Tat y 

Rev y que la expresión es directamente proporcional a la disponibilidad de las 

proteínas virales Tat y Rev. 

 

Figura 33. Reactivación de la expresión de GFP dependiente de la concentración de pCV1. A) Gráfica que 
representa los valores promedio de las células GFP+ para cada concentración de pLCI y pCV1. B) Gráfica 
que representa los valores promedio de la IMF de la expresión de GFP para cada concentración de pLCI y 
pCV1. El aumento de los niveles de expresión de GFP depende directamente de las concentraciones de 
pCV1; se observa el mayor número de células GFP+ y de la IMF con 45 ng y 600 ng de pLCI y pCV1 
respectivamente. P <0,01. C) Imágenes de microscopía de fluorescencia de células HEK293 48 h después de 
la transfección con diferentes concentraciones de pLCI (15-60 ng) y pCV1 (200-600 ng). D) Representación de 
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gráfica de puntos de células GFP+ para la cotransfeccion de pLCI (15-60 ng) y pCV1(200-600 ng) (se 
muestran 1,000 eventos). Se muestran los valores promedio ± DE de tres experimentos independientes. 

 Inhibición de la expresión de GFP por los ARNg 

Se seleccionaron tres ARNg dirigidos a los genes tat y rev del VIH-1, los cuales 

cumplieron con los criterios de selección del Broad Institute que incluyen una alta 

actividad para inducir el corte y que se representa como “score” y ser altamente 

conservados, para abarcar a un mayor número de variantes virales. Los ARNg 

también fueron seleccionados tomando en cuenta su proximidad al extremo 5’ 

para mejorar el efecto de inhibición (Figuras 32A y B). 

 

Figura 34. Secuencias de los ARNg para la inactivación de los genes tat y rev del VIH-1. A) Las puntuaciones 
de especificidad para CRISPR se calcularon mediante el software CRISPRko 
(http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design). B) Imagen que muestra la 
conservación de cada secuencia de los ARNg. Se alinearon 769 secuencias del VIH-1 del subtipo B 
correspondientes a cada ARNg del Compendio de Secuencias del VIH del Laboratorio Nacional de Los 
Alamos (LANL) de EE.UU. 

 

http://portals.broadinstitute.org/gpp/public/analysis-tools/sgrna-design
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Una vez seleccionados, los ARNg se acoplaron al plásmido pLCI. Los 

oligonucleótidos se alinearon y se fosforilaron para ser unidos al plásmido pLCI, el 

cual se cortó previamente con la enzima BbsI para ser programado (Figura 33A). 

Se corroboró la restricción en pLCI al observar la liberación de 20 pb y después se 

realizó la purificación. Los plásmidos programados con cada ARNg se 

comprobaron por PCR como se indica en la (Figuras 33B y C). 

 

Figura 35. Programación de las secuencias de los ARNg en pLCI. A) Restricción del plásmido LCI con la 
enzima BbsI para liberar 20 pb y generar los extremos cohesivos para ligar las secuencias de los ARNg1,2,3 
previamente alineados y fosforilados (carriles 5-7). B) Esquema que indica la estrategia para comprobar los 
plásmidos programados mediante la amplificación por PCR de 3 productos con tamaños específicos. C) 
Comprobación por PCR para cada ARNg. Se observa el patrón de bandas que confirma los plásmidos 
programados con cada ARNg. 

 Una vez programados los plásmidos, se evaluó el efecto de los ARNg dirigidos a 

los genes tat y tat/rev. Los ensayos de transfección con los ARNg mostraron una 

disminución en el porcentaje de células GFP+ en presencia de las proteínas Tat y 

Rev codificadas por pCV1, en comparación con el control (ARNg1 40%, ARNg2 

71% y ARNg3 35% (Figura 34B). Además, el análisis de citometría de flujo mostró 
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una disminución en la IMF para todos los ARNgs (ARNg1 48%, ARNg2 73% y 

ARNg3 45%; P <0.001 (Figura 34 D). Se observó que el ARNg2 tuvo un efecto 

regulador más potente que los ARNg1 y ARNg3, tanto en el número de células 

GFP+ como en la IMF. Esto puede deberse probablemente a que el ARNg2 está 

dirigido contra los dos genes regulatorios tat y rev (P <0.001) (Figuras 34 A-D). El 

análisis de WB también mostró una disminución en la detección de Tat y Rev en 

las células transfectadas con los ARNg1-3, lo que demuestra la autorregulación 

del sistema (Figura 34E). Se observó, además, un desplazamiento de la población 

de células GFP+ a bajos niveles de fluorescencia, cuando se probaron los 3 ARNg 

en presencia de Tat y Rev (Figura 34C).  
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Figura 36. Inhibición de la expresión del gen GFP por los ARNg. A) Expresión de GFP en las células HEK293 
transfectadas con pLCI, pLCI con pCV1 y pLCI-ARNg1-3 con pCV1, 48 hrs después de la transfección. Las 
células se observaron en microscopio de fluorescencia a 40x, 100x y 400x. B) La gráfica representa los 
valores promedio de las células GFP+. Las secuencias reguladoras del VIH-1 y la adición de los ARNg 
dirigidos contra tat y tat/rev muestran una inhibición de las células GFP+ en presencia de proteínas Tat y Rev 
(ARNg1 40.3%, ARNg2 71% y ARNg 35%), P <0.001. C) Comparación de la inhibición de la expresión del gen 
GFP por LTR e IRL. La gráfica muestra un desplazamiento de las células GFP+ a menor intensidad de 
fluorescencia para todos los ARNg en presencia de Tat y Rev. Se muestra la inducción de la expresión de 
GFP por las proteínas Tat y Rev (negro) y el efecto de los ARNg 1, 2 y 3 (rojo, azul y verde, respectivamente). 
D) La gráfica representa el promedio de la IMF de la expresión de GFP. Las secuencias reguladoras del VIH-1 
y la adición de ARNg dirigidos contra tat y tat / rev muestran una inhibición de MFI en presencia de proteínas 
Tat y Rev (ARNg1 48%, ARNg 73% y ARNg 45%), P <0.001. E) Detección de las proteínas virales Tat y Rev 
por Western blot en células HEK293 transfectadas. Se observa el abatimiento de las proteínas Tat y Rev por 
los ARNg1,2,3. Se usó actina como control de carga de proteínas. Se muestran los valores promedio ± DE de 
tres experimentos independientes. 
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Inhibición de la replicación del VIH-1 por ARNg 

Para verificar el efecto de los ARNg sobre la replicación viral, se usó un modelo de 

producción del VIH-1 pseudotipado con VSV-G (Figura 35), usando los plásmidos 

pNL4-3 y pVSV-G. El virus producido fue capaz de infectar a la línea celular 

HEK293.  

 

Figura 37. Producción del VIH-1 pseudotipado con VSV-G. La transfección del plásmido pNL4-3 en las 
células HEK293 induce la producción de partículas virales infecciosas del VIH-1. La cotrasfección de pNL4-3 
con pVSV-G induce la formación de partículas virales del VIH-1 las cuales acoplan a su membrana a la 
glicoproteina VSV-G lo que le confiere al virus la capacidad de infectar cualquier tipo celular emulando un 
modelo de infección.  

Se realizó la cotransfección de pNL4-3/pVSV-G con pLCI-ARNg y después de 6 

días, se observó una fuerte inhibición de la expresión de GFP con cada ARNg 

probado de manera independiente (75-82%) y la mezcla de todos (83%), en 

comparación con el control pLCI/pNL4-3/pVSV-G (Figuras 36A y B). Para 

confirmar que la autorregulación del sistema tiene un efecto sobre la replicación 



CRISPR/CAS9 UAM-I 
 

INCMNSZ | RESULTADOS 86 

 

viral, se cuantificó por ELISA la concentración del antígeno de la cápside p24 en el 

sobrenadante de cultivo. Se observó una fuerte disminución de los niveles de p24 

cuando los ARNg se probaron de forma individual; sin embargo, cuando se probó 

la mezcla de todos los ARNg1-3 se alcanzó la indetectabilidad de p24 (Figura 

36C).  

 

Figura 38. Inhibición de la replicación del VIH-1 por los ARNg. A) Las células HEK293 se co-transfectaron con 
pLCI, pLCI-ARNg1-3 y pNL4-3; 6 días después de la transfección, se observó la expresión de GFP por 
microscopía de fluorescencia a 100x. B) Inhibición de la expresión del gen GFP por los ARNg. Las células 
GFP+ tratadas con cada plásmido se cuantificaron por citometría de flujo. La barra negra representa el control 
de transfección de pLCI con pNL4-3, las transfecciones realizadas con pLCI con los ARNg1, 2, 3 representan 
las barras en color rojo, azul y verde respectivamente y la mezcla de todos los ARNg en color naranja; todos 
en presencia de pNL4-3, . P <0,0001. C) La replicación del VIH-1 se determinó mediante la detección de los 
niveles de p24 en el sobrenadante por ELISA. 
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Se verificó la escisión del ADN inducida por el efecto de la mezcla de los ARNg, 

para lo cual se realizó la extracción de ADN celular y la amplificación por PCR 

usando oligonucleótidos que flanquean a los genes tat y rev (Tabla 13). Se 

observó la presencia de tres bandas correspondientes al ADN sin escisión (3,000 

pb), el corte realizado por ARNg1/ARNg3 (444 pb) y por ARNg2/ARNg3 (558 pb) 

(Figura 37B). Estos resultados son consistentes con el análisis in silico (Figura 

37A). 

Los productos amplificados se clonaron en el plásmido pJet1.2 y se aislaron 44 

colonias para posteriormente extraer los plásmidos y comprobar por PCR el 

tamaño del producto clonado (Figura 37C). Se confirmaron 32 secuencias que 

corresponden a las mutaciones esperadas y se determinó que la eficiencia del 

sistema diseñado para escindir al genoma viral fue del 90.6% y que incluye cortes 

realizados entre el ARNg1-ARNg3 y el ARNg2-ARNg3. El 9.3% corresponde a 

mutaciones hechas por un solo ARNg (Figura 38). Finalmente se comprobó la 

escisión por secuenciación (Figura 39) confirmando los cortes realizados con 

cada ARNg. Por otra parte, se descartaron 12 plásmidos debido a que no se 

obtuvo la secuenciación confirmatoria. 
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Figura 39. Escisión del genoma viral por los ARNg. A) Representación esquemática del genoma del VIH-1 que indica la ubicación de los ARNg en los exones 
correspondientes a los genes virales tat y rev. La ubicación de los ARNg se indica en rectángulos rojo, azul y verde, y la posición de los oligonucleótidos usados 
para obtener los productos de PCR se indica en negro. Los cortes realizados con los ARNg dan como resultado tres productos de 3000 pb (sin escisión), 558 pb y 
444 pb. B) Identificación de los productos escindidos por los ARNg; la imagen del gel de agarosa al 1.5% muestra la presencia de bandas de 444 pb y 558 pb 
correspondientes a la pérdida de 2556 pb y 2442 pb, por el efecto del ARNg1-ARNg3 y ARNg2-ARNg3, respectivamente.C) Los productos de PCR obtenidos se 
clonaron en pJet1.2 y se obtuvieron 44 plásmidos. Se comprobó por PCR el producto ligado.  
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Figura 40. Gráfica que representa el porcentaje de plásmidos que contienen los productos de PCR de 444 pb, 558 pb y 3000 pb que se obtuvieron por el efecto 
de los ARNg1-3. 
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Figura 41. Secuencia representativa del corte del genoma viral por los ARNg. Se indica la secuencia de unión a los ARNg 1, 2 y 3 en color rojo, azul y verde 
respectivamente; además se muestra el electroferograma de cada escisión.  
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Viabilidad  

Una vez verificado el efecto de los ARNg para autorregular el sistema propuesto y 

tomando en cuenta que la edición múltiple conduce a la cura de las células infectadas, se 

evaluó su efecto sobre la proliferación y la viabilidad celular. El análisis de la viabilidad 

celular mostró que la mezcla de los ARNg es inocua ya que no afectó la proliferación 

celular en comparación con las células sin tratamiento y con las células transfectadas con 

Cas9 sin ARNg (pLCI) (Figuras 40 y 41). Además, se observó que los ARNg protegen 

contra la muerte celular inducida por las partículas del VIH-1 pseudotipado con VSV-G 

(Figura 42). Las células que produjeron al VIH-1 pseudotipado mostraron cambios en su 

morfología y en la tasa de proliferación desde el día 3; este efecto se incrementó para el 

día 7 donde se observó la inhibición contundente de la proliferación y muerte celular 

(Figuras 40 y 41A) que se comprobó por el ensayo de cristal violeta para la transfección 

de pLCI/pNL4-3/pVSVG en comparación con las células protegidas con los ARNg 

(Figuras 41B y C). 

Para evaluar la viabilidad por citometría de flujo se usaron controles de células que 

expresaban GFP, células vivas y células muertas marcadas con el reactivo LIVE/DEAD® 

Fixable Aqua Dead Cell Stain (Invitrogene, EE.UU.), para compensar y evitar la 

interferencia entre ambas fluorescencias (Figura 42A).  Se observó una disminución 

significativa de la expresión de GFP en las células que se transfectaron con los ARNg1-3 

en presencia del virus. Además se obtuvo una viabilidad por arriba del 94% en las células 

tratadas con los ARNg1-3  en comparación con las células no protegidas (pLCI/pNL4-

3/pVSVG), lo que comprueba la inocuidad y la protección que confieren los ARNg (Figura 

42B). 
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Figura 42. Imágenes de las células HEK293 transfectadas con los plásmidos pLCI, pLCI-ARNg1-3, pLCI-ARNg1-3 
/pNL4-3/pVSVG y pLCI/pNL4-3/pVSVG después de 1, 3, 5 y 7 días de la transfección. Las células se observaron en 
campo claro y por microscopía de fluorescencia a 100x. Se aprecia que los ARNg no alteran la proliferación o la 
morfología celular, sin embargo, en ausencia del efecto protector de los ARNg (pLCI/pNL4-3/pVSVG), las células 
cambian su morfología y no proliferan manteniendo la expresión de la GFP. 
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Figura 43. La transfección de pLCI-ARNg 1-3 no mostró cambios en la viabilidad celular y protege a las células de la 
muerte causada por el virus codificado en pNL4-3. A) El gráfico muestra la proliferación de 1 x 104 células HEK293 en 
placas de 96 pozos y el crecimiento celular se monitoreó durante 7 días. La viabilidad celular se midió mediante la 
prueba de exclusión del colorante azul Tripano. B) Fotografía de los pozos correspondientes al ensayo de cristal violeta. 
Se aprecia la muerte celular para el cultivo que no está protegido con los ARNg en presencia del VIH-1(pLCI-ARNg (1-
3) pNL4-3/pVSV-G) C) Gráfica que representa la viabilidad de células HEK293 tratadas con cristal violeta en el día 7 
después de la transfección. D) Imágenes de células HEK293 transfectadas con los plásmidos después de 7 días. Las 
células se observaron en campo claro y por microscopía de fluorescencia a 100x. 
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Figura 44. Ensayos de viabilidad celular. Las gráficas A y B representan los parámetros que se definieron para la determinación de la viabilidad celular. A) 
Histograma que representa a las células HEK293 sin tinción con el kit de células muertas, y células transfectadas con PX458 como control de expresión de GFP. 
B) Histogramas que representan las células teñidas con el kit de células muertas Aqua Fixable LIVE/DEAD tomando en cuenta la compensación por la 
fluorescencia de GFP; se usaron células vivas y muertas con y sin GFP para definir los parámetros para la medición de la muerte celular. C) Gráfica de puntos 
que indica de la viabilidad celular medida por citometría de flujo usando el kit de tinción de células muertas Aqua Fixable LIVE/DEAD. Se cuantificaron las células 
GFP+ para todas las condiciones, despúes de 7 días de la transfección. Se muestran 1,000 eventos para cada muestra. HEK293 WT (negro), pLCI vacío 
(plásmido que contiene el promotor LTR, secuencias inhibidoras de INS y RRE, Responsive Rev Element) (gris), pLCI con ARNg 1-3 (azul), pLCI-ARNg 1-3 y 
pNL4 -3 (naranja) y pNL4-3 (rojo). D) Gráfica que representa el porcentaje de la viabilidad celular medida por citometría de flujo para el día 7 de la transfección 
con los pLCI-ARNg1-3 y pNL4-3/pVSV-G. 
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Ensayo de infección de MT2 

Finalmente, se examinó la presencia de los virus viables en los sobrenadantes de las 

células HEK293 para evaluar si había un escape del virus al efecto de los ARNg 1-3. 

Para esto, se realizaron ensayos de infección en células MT2, ya que esta línea 

celular tiene la característica de formar sincicios (células gigantes multinucleadas) 

cuando están infectadas con VIH-1, lo que permite visualizar más fácilmente al 

microscopio el seguimiento del cultivo. Se observó la formación de sincicios desde el 

segundo día de cultivo para las células que se infectaron con el sobrenadante de las 

células HEK293 no protegidas y transfectadas con pLCI/pNL4-3/pVSVG. Los cultivos 

mostraron muerte celular después del cuarto día, sin embargo, las infecciones 

provenientes de los sobrenadantes de células tratadas con los ARNg individuales en 

presencia del virus mostraron discretos indicios de la infección hasta 7 días después 

de haberse iniciado el cultivo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el 

ensayo de detección de p24 por ELISA (Figura 36C). Por otra parte, los 

sobrenadantes provenientes de las células transfectadas con la mezcla de todos los 

ARNg 1-3, no mostraron evidencia de la formación de sincicios o de la infección por 

VIH-1 que se cuantificó por la detección de p24 por ELISA (Figuras 43A-C). Estos 

resultados en conjunto con el análisis de secuenciación demuestran que la inducción 

de mutaciones múltiples en un sistema autorregulado puede conducir al control de la 

replicación y a la erradicación del VIH-1. 
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Figura 45. Ensayo de infección en células MT2. A) Las células MT2 se cultivaron con el sobrenadante de las células HEK293 transfectadas (células sin plásmido 
como control negativo, pNL4-3 como control de infección y células tratadas con los pLCI-ARNg1-3, por separado y todos juntos); la formación de sincicios indica la 
presencia del virus (flecha roja). Los cultivos celulares se siguieron hasta 10 días y se observó un mejor control de la replicación viral usando la mezcla de todos los 
ARNg 1-3. B) El mapa de calor indica el momento en que se evidenció la infección por VIH-1 en las células MT2 para cada ARNg. El mapa de calor es una 
representación de 27 experimentos y en el lado derecho se indica el número de cultivos celulares en los que no se observó la presencia de sincicios. C) La replicación 
del VIH-1 se cuantificó en los sobrenadantes de cultivo mediante la detección de los niveles del antígeno p24 de la cápside del VIH-1 por ELISA. No se detectó al 
antígeno p24 en la muestra proveniente de la mezcla de los ARNg1-3 (P <0,0001). 
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DISCUSIÓN  

El genoma proviral representa la principal barrera para la erradicación del VIH-1. La 

integración del genoma viral en las células T CD4+ conduce a la persistencia de la 

infección, evitando el efecto de los medicamentos antirretrovirales y el ataque del 

sistema inmune que no tienen acceso al núcleo celular (Blankson y col., 2002; Kulpa 

y Chomont, 2015; Pierson y col., 2000; Razooky y col., 2015). Por lo tanto, las 

herramientas y estrategias de edición génica representan actualmente la posibilidad 

de erradicar la infección mediante la inactivación del genoma integrado. 

CRISPR/Cas9 es un sistema versátil que se puede programar fácilmente por ARNg 

para inactivar a los genes involucrados en la replicación viral (Liang y col., 2016). Sin 

embargo, la posibilidad de inducir mutaciones inespecíficas que puedan dañar a las 

células sanas, representa un riesgo para la aplicación de CRISPR/Cas9 en pacientes 

infectados con VIH-1; por lo tanto, la edición del genoma debe de estar restringida a 

las células infectadas para reducir los efectos no deseados.  

La regulación de la expresión génica es un proceso complejo que requiere un 

equilibrio para inducir o suprimir la presencia de una proteína en respuesta a un 

estímulo. En el caso del VIH-1, las secuencias reguladoras LTR e INS-RRE modulan 

la expresión génica mediante la unión de las proteínas reguladoras Tat y Rev 

(Huelsmann y col., 2011), de tal forma que es dependiente del mismo virus. 
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En este estudio, se evaluó la función de las secuencias LTR e INS-RRE acopladas 

en el plásmido PX458 para modular la expresión de Cas9 y GFP. Se demostró una 

fuerte reducción de la expresión génica, aunque los datos muestran que la regulación 

no fue absoluta si se utiliza una sola secuencia reguladora (Figuras 28 y 29, LTR e 

IRL). Estudios previos han demostrado que el LTR es un promotor débil en ausencia 

de Tat, y que el aumento en la expresión génica no específica, puede estar 

influenciada por diferentes factores (Rampalli y col., 2003; Shah y col., 2014) como el 

antígeno T del SV40 (Arya, 1988), la proteína helicasa del Síndrome de Werner 

(Mizutani y col., 2015), el factor regulador del interferón 1 (Sgarbanti y col., 2002), 

PKM2 (Sen y col., 2017) y la familia de factores de transcripción como NFAT 

(Romanchikova y col., 2003). El promotor LTR contiene secuencias de unión para 

estas proteínas y, por lo tanto, puede ser modulado por éstas, lo que sugiere que el 

LTR podría activarse de forma inespecífica en ausencia del VIH-1. Por otro lado, de 

forma similar, las secuencias INS regulan negativamente la expresión génica 

mediante un mecanismo de retención de los ARNm en el núcleo; aunque varios 

estudios han demostrado que las células mantienen una expresión génica discreta 

que se evidencia por los bajos niveles de una proteína reportera cuando se usan las 

secuencias INS (Wolff y col., 2003; Schneider y col., 1997; Schwartz y col., 1992b). 

Esta evidencia sugiere que el gen Cas9 regulado sólo por una de estas secuencias 

(LTR o INS-RRE) podría permitir la expresión de Cas9 en ciertas condiciones e 

inducir mutaciones indeseables, aumentando el riesgo cuando se usan múltiples 

ARNg. Por lo tanto, la dependencia de dos proteínas virales disminuye la posibilidad 
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de una activación no deseada de Cas9, haciendo que el sistema sea más seguro y 

efectivo cuando esta tecnología se aplique en humanos. 

En este trabajo, se demostró un efecto sinérgico de las secuencias reguladoras LTR 

e INS-RRE cuando se usan en la misma construcción (pLCI), lo que llevó a un 

control más estricto de la expresión génica en comparación con las secuencias 

individuales y que al mismo tiempo es dependiente de las proteínas virales Tat y Rev 

(Figura 29, pLTR, pIRL y pLCI). Estos resultados indican que Tat y Rev son un 

interruptor molecular eficiente para la expresión de Cas9 cuando la expresión de este 

gen es controlada por el LTR e INS-RRE. Además, la sensibilidad de este sistema 

mostró un efecto dependiente de la concentración de Tat y Rev, por lo que la 

efectividad podría verse afectada por la cinética de la replicación del VIH-1 y la 

expresión de Tat y Rev (Figuras 31A y B). Cabe destacar que la expresión de GFP 

se indujo con las concentraciones más bajas de pCV1, lo que sugiere una correcta 

activación del sistema aún a concentraciones bajas de las proteínas reguladoras Tat 

y Rev. Por otra parte, la activación de la expresión de GFP en un número bajo de 

células en ausencia de las proteínas Tat y Rev, sugiere que la cantidad de copias de 

la construcción pLCI puede superar las barreras restrictivas de la célula (cuando se 

transfectaron más de 60 ng de pLCI, datos no mostrados), como son los factores de 

elongación negativa (NELF) o los mecanismos usados por la célula para confinar los 

ARNm inmaduros en el núcleo (Karn y Stoltzfus, 2012;). Nuestros resultados y 

algunos estudios previos sugieren que un sistema de Cas9 autorregulado debe de 

tener una sensibilidad óptima a la presencia del virus, además de activarse de 
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manera específica. Otro factor importante a considerar, es que el sistema Cas9 debe 

administrarse en un vector eficiente y seguro que garantice la integración de un 

número mínimo de los genes deseados en el genoma celular y que permanezcan 

disponibles para su activación. 

Una vez que se demostró la sensibilidad y la eficiencia del mecanismo propuesto, se 

seleccionaron tres ARNg altamente conservados dirigidos a los genes tat y rev y que 

lograron autorregular al sistema, ya que mostraron una inhibición significativa de la 

expresión de GFP (Figuras 34D-F y 36B). Entre estas secuencias, el ARNg2 mostró 

un efecto anti-VIH más potente comparado con el ARNg1 y el ARNg3. Esto puede 

deberse a que el ARNg1 excluye al gen rev, lo que resulta en un menor control de la 

autorregulación. Por otro lado, también se ha demostrado que el primer exón de tat 

contiene al dominio funcional mínimo para generar una proteína competente (Carroll 

y col., 1991; Cordingley y col., 1990); por lo que el ARNg3 no condujo a una 

completa inhibición de la función de Tat (Figura 34D). 

Considerando la relevancia de los genes reguladores del VIH-1 y que la edición 

múltiple es la estrategia más eficiente y eficaz para conducir a la cura de la infección 

por el VIH-1 y a la escisión del genoma viral (Wang G, y col., 2016b), se demostró 

que la mezcla de los ARNg1-3 fue capaz de controlar eficazmente la replicación viral 

en comparación con el efecto de un solo ARNg, que permitía el escape viral (Figura 

36C). Estos resultados fueron confirmados por los ensayos de infección de las 

células MT2 (Figuras 43A-C). Por lo tanto, se puede concluir que el efecto antiviral 

potente de los ARNg es el resultado de la edición múltiple y la escisión del genoma 
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viral (Figura 37). La mezcla de los ARNg1-3 indujo la pérdida de tres genes, tat, rev 

y env, con una eficiencia del 90%, evitando la replicación viral y la formación de 

partículas virales completas las cuales no pueden unirse al receptor del VIH. 

También se demostró que los ARNg son seguros, ya que además de proteger a las 

células contra el VIH-1, no afectaron la proliferación celular (Figuras 40-42). Por lo 

tanto, concluimos que nuestra construcción basada en Cas9 dirigida a tat y rev 

podría ser una herramienta terapéutica eficaz y segura para su aplicación en 

humanos, utilizando un sistema de entrega inocuo. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que los ARNg dirigidos a los genes 

tat y rev tienen un efecto potente anti-VIH y concuerdan con lo publicado por Wang y 

colaboradores, quienes demostraron que tat y rev son los objetivos genéticos más 

relevantes contra el VIH-1 para reducir la replicación viral (Wang y col., 2016a; 

2016b). Los ARNg que se seleccionaron están dirigidos a las mismas regiones 

descritas en otros trabajos (Wang y col., 2016c; Ophinni y col, 2018), por lo que es 

factible que el control de la expresión de Cas9 en presencia del virus y dirigiendo las 

mutaciones a los genes reguladores del VIH-1, pueda conducir a una cura funcional y 

segura. 

En conclusión, se desarrolló una estrategia efectiva para regular la expresión de 

Cas9 mediante la adición de las secuencias reguladoras LTR e INS-RRE del VIH-1 y 

cuya activación depende de las proteínas virales Tat y Rev, además de la 

autorregulación proporcionada por los ARNg (Figura 44). La edición múltiple dirigida 

a los genes tat y rev sugiere que es una estrategia confiable y precisa para abatir la 
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infección in vitro por el VIH-1 cuyo efecto se restringiría a las células infectadas. Este 

sistema también podría incorporar a más ARNg dirigidos a genes conservados del 

VIH-1, como gag o pol, para reducir el riesgo de mutaciones no deseadas y aumentar 

la efectividad de las terapias personalizadas. 
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Figura 46. Representación esquemática de la regulación de la expresión de Cas9 y GFP mediada por Tat y Rev. 1. Después de la integración del genoma viral, el VIH-1 inicia la 
expresión temprana de los genes tat y rev. 2. Los ARNm salen al citoplasma y se produce la traducción de las proteínas Tat y Rev. 3. Tat y Rev son llevados nuevamente al núcleo. 
4. Transcripción activada por Tat; el complejo Tat / P-TEFb se recluta en el complejo de elongación mediante la interacción de Tat con el ARN TAR promoviendo la elongación de 
los ARNm sin el corte y empalme. Este proceso inicia tanto para VIH-1 como para Cas9. 5. Exportación al citoplasma del ARNm empalmado de forma incompleta, por Rev 
reclutado al RRE. 6. Traducción de las proteínas GFP y Cas9. 7. Cas9 se transporta nuevamente al núcleo y se asocia con los ARNg para inducir mutaciones en los genes tat y 
rev. 8. Las mutaciones dirigidas a los genes reguladores tat y rev inhiben la expresión génica de tal forma que se inhibe la replicación viral y se detiene la producción de Cas9. 9. 
En presencia de los tres ARNg propuestos, Cas9 escinde al genoma proviral e inactiva al virus por escisión parcial de su genoma que incluye a los genes tat, rev y env. 
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CONCLUSIONES  

➢ Las secuencias LTR, INS y RRE del VIH-1 regulan la expresión del sistema 

Cas9/GFP en células infectadas. 

➢ La expresión del sistema Cas9/GFP es dependiente de las proteínas virales 

Tat y Rev, lo que reduce la activación inespecífica de Cas9. 

➢ Los ARNg1-3 dirigidos a los genes tat y rev del VIH-1 regulan al sistema 

Cas9 propuesto, con una alta eficiencia antiviral.  

➢ La edición múltiple por los ARNg dirigidos a los genes tat y rev del VIH-1, 

escindió de manera eficiente un fragmento del genoma del virus que incluye 

la pérdida de los genes: tat, rev y env.  

➢ La autorregulación de Cas9 y la edición génica se proponen como una 

estrategia terapéutica contra el VIH-1, ya que su efecto se limitó 

únicamente a las células infectadas, por lo que es posible disminuir los 

riesgos de causar daño a las células sanas.  

➢ La autorregulación de la expresión de Cas9 propuesta en este trabajo, 

puede incluir a más ARNg para garantizar la erradicación de la infección por 

el VIH-1.  
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