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ABREVIATURAS 

 

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 

SIDA: Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

ARNm: ARN mensajero 

NF-🇰B: Factor nuclear kappaB 

GFP: Proteína fluorescente verde 

CRISPR: Repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 

Cas9: Proteína 9 asociada a CRISPR 

sgCtrl: ARN guía control no específico (no se dirige a ningún gen humano) 

NDUFS2: proteína hierro-azufre 2 de la NADH deshidrogenasa mitocondrial 

SLC16A7: Transportador de monocarboxilato 2 o miembro 7 de la familia de transportadores de 

solutos 16 

FITM1: Proteína transmembrana 1 inductora de almacenamiento de grasa 

MSR1: Receptor depurador de macrófagos 1 

MNT: Proteína de unión a Max 

TSC1: proteína de la esclerosis tuberosa 1 o también denominada Hamartina 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

ELISA: Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

WB: Western blot 

  



 

 

RESUMEN 

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) es el agente etiológico del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), considerado una pandemia mundial, millones de personas 

viven con el virus y ha cobrado alrededor de 40 millones de vidas según lo reportado por la 

OMS/UNAIDS. 

 

VIH-1 infecta células que poseen el receptor CD4 y un correceptor CCR5 o CXCR4 que 

interactúan con las glicoproteínas de la envoltura del virión. La interacción permite el ingreso de 

la cápside viral en la célula, que transita hacia al núcleo, mientras ocurre la retrotranscripción del 

genoma viral, y posteriormente el denudamiento de la cápside. Gracias a la acción de la proteína 

viral integrasa, el genoma viral se integra al genoma celular, denominándose provirus, donde luego 

los procesos de síntesis de proteínas virales y liberación de partículas virales son comandados por 

la maquinaria celular. Aunque la terapia con antirretrovirales (TAR) ha mejorado la esperanza de 

vida de los pacientes al inhibir la replicación viral y la progresión de la infección, aún no existe 

una cura definitiva. Uno de los principales obstáculos en la lucha contra el VIH-1 es la presencia 

de la infección latente. 

 

Las células infectadas de forma latente albergan el ADN proviral de VIH-1 integrado en su genoma 

de manera inactiva y evitando así su detección por el sistema inmunológico del hospedero. Estas 

células actúan como reservorios virales, manteniendo la infección a lo largo de la vida del 

individuo. Diferentes subconjuntos de células T CD4+ en reposo, macrófagos y células del 

sistema nervioso central como células dendríticas y microglías constituyen el reservorio latente. 

Los estudios sobre la infección latente por VIH-1 aún no logran comprender por completo los 

mecanismos de establecimiento y mantenimiento involucrados en los diversos tipos celulares que 

componen este reservorio. 

  

Estudios de apagamiento (knockout o KO, por sus siglas en inglés) a gran escala se han utilizado 

ampliamente para identificar factores del hospedero implicados en la latencia de VIH-1. En los 

últimos años, la técnica que se ha popularizado para realizar screening con KO es CRISPR de 

genoma completo. En esta técnica se utiliza un ARN guía (sgRNA) para dirigir una nucleasa 



 

 

(Cas9) a un gen específico y provocar una ruptura de la doble cadena, la maquinaria celular repara 

la ruptura provocando mutaciones de inserción o deleción que terminan con un gen no funcional. 

 

En nuestro laboratorio, se realizó un screening KO basado en CRISPR-Cas9 en células 

Hμglia/HIV HC69, un modelo celular de latencia de microglías humanas que permite observar la 

reactivación del provirus de VIH-1 mediante la expresión de GFP. Se identificaron cientos de 

genes potenciales promotores de la latencia, de los cuales se seleccionaron 5 para realizar su 

validación individual. En la presente investigación, se propone que el apagamiento individual de 

los genes NDUFS2, SLC16A7, MNT, MSR1 y FITM1 mediante CRISPR-Cas9 permiten la 

reactivación del provirus de VIH-1 en modelos celulares de Microglías y Linfocitos T. Para 

responder a esta hipótesis, se realizó como primer objetivo la validación individual de 5 genes del 

hospedero identificados como promotores de la latencia de VIH-1 en el modelo microglial 

(Hμglia/HIV HC69). Para esto, se generaron KO individuales usando la metodología CRISPR-

Cas9, y se identificó la reactivación del provirus latente mediante la evaluación de la expresión de 

GFP por citometría de flujo y la expresión de la proteína Cas9-Flag y GFP a través de Western 

blot. Estos experimentos confirmaron 4 genes como promotores de la latencia en este modelo, 

NDUFS2, MNT, MSR1 y FITM1. En el segundo objetivo se realizó la evaluación de la 

contribución de los genes validados en el objetivo 1 en un modelo de latencia de células T clonales 

(J-Lat 10.6). Este modelo permite también observar la reactivación del provirus de VIH-1 mediante 

expresión de GFP, por lo que se realizó el mismo procedimiento para la generación de KO 

individuales en J-Lat 10.6 y se evaluó la reactivación de la latencia mediante la expresión de GFP 

usando citometría de flujo y la expresión de Cas9-Flag, GFP y de p24 de VIH-1 a través de Western 

blot. Nuestros resultados indican que el tratamiento con CRISPR-Cas9 y ARN guías específicos 

para los genes NDUFS2, MNT, MSR1 y FITM1 permite la reactivación del provirus de VIH-

1 en modelos celulares de Microglías y Linfocitos T. 

 

Nuestros hallazgos ofrecen una nueva perspectiva sobre los posibles mecanismos involucrados en 

la infección latente en microglías y linfocitos T. Teniendo el potencial de respaldar el desarrollo 

de estrategias terapéuticas innovadoras para combatir el VIH. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The Human Immunodeficiency Virus type 1 (HIV-1) is the etiological agent of Acquired 

Immunodeficiency Syndrome (AIDS), which is considered a global pandemic. Millions of 

individuals live with the virus, and it has claimed approximately 40 million lives according to 

reports from OMS/UNAIDS. 

 

HIV-1 infects cells that express the CD4 receptor and either the CCR5 or CXCR4 co-receptor, 

which interact with the virion envelope glycoproteins. This interaction facilitates the entry of the 

viral capsid into the cell, which then translocates to the nucleus while the retrotranscription of the 

viral genome occurs, followed by the uncoating of the capsid. Through the action of the viral 

integrase protein, the viral genome integrates into the cellular genome, forming a provirus, where 

subsequent processes of viral protein synthesis and viral particle release are directed by the cellular 

machinery. Although antiretroviral therapy (ART) has improved the life expectancy of patients by 

inhibiting viral replication and disease progression, a definitive cure remains elusive. One of the 

primary obstacles in the fight against HIV-1 is the presence of latent infection. 

 

Latently infected cells harbor the proviral DNA of HIV-1 integrated into their genome in an 

inactive state, thereby evading detection by the host's immune system. These cells act as viral 

reservoirs, maintaining the infection throughout the individual's life. Various subsets of resting 

CD4+ T cells, macrophages, and central nervous system cells such as dendritic cells and microglia 

constitute the latent reservoir. Studies on HIV-1 latent infection have yet to fully elucidate the 

mechanisms of establishment and maintenance involved in the diverse cell types that comprise this 

reservoir. 

 

Large-scale knockout (KO) studies have been widely utilized to identify host factors implicated in 

HIV-1 latency. In recent years, the technique that has gained popularity for conducting KO 

screenings is whole-genome CRISPR. This technique employs a guide RNA (sgRNA) to direct a 

nuclease (Cas9) to a specific gene, inducing a double-strand break, which the cellular machinery 

repairs, resulting in insertion or deletion mutations that render the gene non-functional. 

 



 

 

In our laboratory, a CRISPR-Cas9-based KO screening was conducted in Hμglia/HIV HC69 cells, 

a cellular model of human microglial latency that allows for the observation of HIV-1 provirus 

reactivation through GFP expression. Hundreds of potential latency-promoting genes were 

identified, of which five were selected for individual validation. This research proposes that the 

individual knockout of the genes NDUFS2, SLC16A7, MNT, MSR1, and FITM1 via 

CRISPR-Cas9 facilitates the reactivation of HIV-1 provirus in microglial and T lymphocyte 

cellular models. To address this hypothesis, the first objective was the individual validation of the 

five host genes identified as promoters of HIV-1 latency in the microglial model (Hμglia/HIV 

HC69). Individual KOs were generated using the CRISPR-Cas9 methodology, and the reactivation 

of latent provirus was assessed by evaluating GFP expression via flow cytometry and the 

expression of Cas9-Flag and GFP through Western blot. These experiments confirmed four genes 

as latency promoters in this model: NDUFS2, MNT, MSR1, and FITM1. The second objective 

involved evaluating the contribution of the validated genes from objective 1 in a model of clonal 

T cell latency (J-Lat 10.6). This model also allows for the observation of HIV-1 provirus 

reactivation via GFP expression; thus, the same procedure was performed for generating individual 

KOs in J-Lat 10.6, and latency reactivation was assessed through GFP expression using flow 

cytometry and the expression of Cas9-Flag, GFP, and HIV-1 p24 via Western blot. Our results 

indicate that treatment with CRISPR-Cas9 and specific guide RNAs for the genes NDUFS2, 

MNT, MSR1, and FITM1 allows for the reactivation of HIV-1 provirus in microglial and T 

lymphocyte cellular models. 

 

Our findings provide a new perspective on the potential mechanisms involved in latent infection 

in microglia and T lymphocytes, holding the potential to support the development of innovative 

therapeutic strategies to combat HIV.  



 

 

INTRODUCCIÓN 

Virus de la inmunodeficiencia humana 

 

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es el agente etiológico del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), pertenece al género Lentiviridae, de la familia de los 

Retroviridae. Se caracteriza por tener un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva, 

(+)ssARN, que tiene múltiples marcos de lectura, además de una transcriptasa inversa que sintetiza 

un ADN de doble hebra a partir del ARN, el cual debe de integrarse en el genoma celular del 

hospedero pasando a un estado denominado provirus [1, 2]. Codifica en su genoma proteínas 

reguladoras y accesorias: Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu y Nef, y tres genes característicos en el siguiente 

orden: 5’- gag - pol - env -3’, donde el gen gag codifica las proteínas de la cápside, la nucleocápside 

y la matriz; pol codifica las enzimas transcriptasa inversa, integrasa y proteasas; y env codifica el 

precursor de la proteína de envoltura gp160 que originará proteínas de transmembrana (gp41) y de 

superficie (gp120). 

 

Los lentivirus que provocan la enfermedad del SIDA en los seres humanos son el VIH-1 y 2, 

descubiertos en 1983 y 1986, respectivamente [3]. La mayoría de los casos de infección son 

provocados por VIH-1, el cual además es más agresivo que VIH-2, pese a que en los aspectos 

clínicos y epidemiológicos comparten gran similitud [3]. SIDA es la fase final de la infección 

caracterizada por una supresión crónica del sistema inmune debido a la muerte progresiva de los 

linfocitos T infectados [4].  

Epidemiología de VIH/SIDA 

 

El VIH/SIDA es considerado una pandemia mundial, 39,9 millones de personas vivían con el virus 

en 2023 y ha cobrado alrededor de 42 millones de vidas desde que fue considerado una pandemia, 

según lo reportado por la OMS/UNAIDS. A pesar de que desde 2010 las nuevas infecciones por 

VIH han disminuido en un 32% en todo el mundo [5], la erradicación de la epidemia aún está lejos 

de alcanzarse. En Chile la situación es diferente, todos los años van en aumento las nuevas 

infecciones por VIH y se estima que 84 mil personas vivían con el virus en 2021, por lo que aún 



 

 

sigue siendo un desafío sanitario importante en nuestro país y año a año se implementan campañas 

para prevenir y detectar la infección viral en la población [6]. 

 

El VIH-1 se transmite por contacto con fluidos contaminados como la sangre, semen, líquido 

preseminal, secreciones vaginales y/o leche materna, por vía perinatal, por inoculación percutánea, 

y a través de contacto sexual, siendo la transmisión heterosexual sin protección responsable de casi 

el 70% de las infecciones por el virus [7]. Infecta a células que poseen el receptor CD4 y los 

correceptores CCR5 o CXCR4, que interactúan con las glicoproteínas de la envoltura del virión 

[8], por lo que infecta a linfocitos T CD4+, macrófagos y monocitos [9], células dendríticas [10], 

plaquetas [11], microglias [12] y astrocitos [13], teniendo un tropismo por células del sistema 

inmune y del sistema nervioso central, lo que lleva a quienes presentan la infección, a una 

inmunosupresión y anomalías neuropsiquiátricas [14]. 

 

El tratamiento disponible actualmente contra la infección por VIH-1 es la terapia con 

antirretrovirales (TAR) que inhibe la replicación viral y la progresión de la infección [15]. En la 

actualidad, existen 50 medicamentos que se encuentran aprobados por la FDA que actúan en 

distintas fases del ciclo viral [16]. El uso combinado de tres o más de estos medicamentos, lo que 

se conoce como terapia antirretroviral combinada (TARC o TARGA), ha sido considerablemente 

más eficaz que el uso individual de alguno de ellos y ha aumentado la esperanza de vida de los 

pacientes en un 90%, lo que ha convertido el SIDA de un diagnóstico mortal a una enfermedad de 

manejo crónico [17]. Pese al éxito que tiene este tipo de tratamiento, el SIDA sigue siendo una 

infección incurable, esto debido a la persistencia del provirus de forma latente a la que somete a 

los tipos celulares que infecta, lo que hace que sean insensibles a los fármacos de por vida [18]. Se 

necesita de la erradicación completa de las células infectadas, tanto las que tienen replicación 

activa como las con infección latente, asi como también comprender mejor cómo se regula el 

establecimiento, mantenimiento y reactivación de la latencia de VIH en todos los tipos celulares 

que son reservorios fisiológicamente relevantes para desarrollar una estrategia de erradicación del 

VIH. 

 



 

 

Ciclo replicativo de VIH-1 

 

La primera etapa del ciclo viral corresponde al establecimiento de la infección en la célula 

hospedera. La unión entre gp120, glicoproteína expuesta en la superficie de la envoltura del VIH, 

y el receptor celular promueve la fusión de la membrana viral con la membrana celular permitiendo 

la internalización de la cápside [1]. Mientras la cápside transita por el citoplasma de la célula 

hospedera, comienza la transcripción inversa del ARN viral para sintetizar ADN de doble cadena. 

Durante este proceso se acoplan a una serie de proteínas y varios componentes virales, entre ellos 

la integrasa, formando el complejo de preintegración (PIC) [19, 20]. La cápside completa o parte 

de ella ingresa al núcleo a través de los poros nucleares donde interactúa con CPSF6 transportando 

el complejo a “motas nucleares” en las cuales se produce la integración del ADN viral gracias a la 

integrasa [20]. Con el provirus integrado en el genoma celular comienza la fase tardía del ciclo de 

replicación viral que incluye la transcripción y el procesamiento del ARN viral, la traducción y 

modificación de proteínas virales, y la posterior liberación de viriones por gemación a través de la 

membrana plasmática celular [21]. La transcripción del provirus comienza en la región de 

repetición terminal larga (LTR) 5’ por acción de la ARN polimerasa II de la célula hospedera. El 

ARN mensajero (ARNm) sintetizado sufre patrones complejos de empalme, ya que presenta 

marcos de lectura superpuestos, formando principalmente 3 tipos de transcritos (completamente 

procesados de 2 kb, parcialmente procesados de 4 kb y sin procesar de 9 kb) [21]. En la primera 

etapa de la replicación, se traduce principalmente el transcrito de 2 kb que produce las proteínas 

reguladoras Tat, Nef y Rev. Estas proteínas potencian la transcripción de todos los tipos de 

transcritos, exportación nuclear y traducción de transcritos virales empalmados y no empalmados 

para sintetizar el nuevo ARN viral y sus proteínas, por lo que estas proteínas dan indicio de una 

transcripción viral temprana [21]. Los transcritos de 4 kb son traducidos para generar las proteínas 

Env, Vpu, Vpr y Vif, mientras que el transcrito de 9 kb produce las poli-proteínas Gag y Gag-Pol 

y además corresponde al genoma viral completo. El ensamblaje de las partículas virales tiene lugar 

en la membrana plasmática de la célula hospedera, donde se acumulan las proteínas estructurales 

Gag y Gag-Pol dirigiendo el empaquetamiento del resto de las proteínas virales junto a las dos 

copias de ARNm no empalmado que dará origen al genoma viral [22, 23]. Al momento de ser 

liberadas, deben pasar por un proceso de maduración para ser infectivas, esto ocurre a través del 

procesamiento proteolítico de Gag y Pol por la enzima proteasa viral [24] (Figura 1). Al finalizar 



 

 

el proceso de maduración, pueden propagarse e infectar otras células, la célula infectada 

productora del virus termina muriendo debido a los efectos citopáticos virales y a la respuesta 

inmune del organismo. 

 

Figura 1. Ciclo replicativo de VIH-1 obtenido de Ramdas et al. (2020) [25]. La infección comienza cuando la 

glicoproteína de la envoltura se une al receptor CD4 y a los correceptores que atraviesan la membrana (CXCR4/CCR5) 

(paso 1), lo que facilita la entrada y la fusión de la partícula viral en la célula diana (paso 2). Después de la entrega 

del núcleo (paso 3), comienza la transcripción inversa en el citoplasma (paso 4) y el núcleo se importa al núcleo (paso 

5). Después de la importación nuclear, se completa la desprotección y la transcripción inversa (paso 6) y la integrasa 

viral facilita la integración del genoma viral en el cromosoma del huésped (paso 7). La transcripción proviral (paso 8) 

produce ARN virales que se exportan al citoplasma para la producción de proteínas virales (paso 9). El ARN viral de 

longitud de genoma y las proteínas virales se ensamblan para empaquetarse en viriones para la gemación (pasos 10 y 

11). Después de la gemación, la progenie del virus se libera y madura para convertirse en un virión infeccioso (paso 

12). 



 

 

Latencia de VIH-1 

 

Bajo ciertas circunstancias el virus en vez de replicar y producir nuevas partículas virales establece 

una infección latente donde no hay expresión génica. Las células infectadas de forma latente no 

sintetizan proteínas ni partículas virales, permaneciendo invisibles al sistema inmune del 

hospedero, por lo que el virus no puede ser eliminado de la célula [26]. El mecanismo de 

establecimiento de células con provirus latentes no se conoce por completo, pero se han propuesto 

varios modelos. Uno de ellos indica que la latencia viral podría establecerse a través de un 

mecanismo en el que las células T CD4+ infectadas con VIH-1 que presentan replicación viral 

activa, por ciertas circunstancias, vuelve a un estado de reposo no permisivo para la expresión de 

genes virales [27]. Según un segundo modelo, la latencia ocurriría inmediatamente luego de la 

infección, donde la infección de célula promueve que esta entre en un estado de memoria en reposo 

G0 [27]. Otro modelo sugiere que la latencia se establece a través de la infección directa de células 

T CD4+ de memoria en reposo [28]. Un estudio realizado por Chávez et al. ha demostrado que 

estos tres escenarios podrían producir una infección latente por VIH, pero el más probable de 

establecer la latencia es aquel que se establece en las células T CD4+ en reposo, mientras que la 

infección productiva es más probable que ocurra en las células activadas [9].  

 

Diferentes subconjuntos de células T CD4+ en reposo constituyen el reservorio latente, entre ellas 

las células T de memoria central (TCM), que es el principal reservorio [29], las células T naive 

(Tn) [29] y células de memoria transitoria [29], y todas son capaces de producir virus competente 

para la replicación tras la reversión de la latencia. Además, también se han descrito otras células 

que constituyen reservorios latentes de VIH, incluyendo las células T gamma delta (γδ) periféricas 

[29, 31] y células del sistema nervioso central como macrófagos, células dendríticas y microglías 

[32, 33]. La infección latente en estas células puede desencadenar numerosas alteraciones en la 

señalización celular y disfunciones metabólicas, conduciendo a una inflamación persistente y un 

envejecimiento inmunitario prematuro en pacientes en tratamiento [34, 35]. 

 

Aún no hay claridad sobre qué determina el destino de una célula cuando es infectada; si 

producirán nuevas partículas virales o si pasarán a ser un reservorio latente del virus. Tampoco 

existen marcadores de latencia celular específicos que permitan atacar y eliminar los reservorios 



 

 

en sujetos con VIH que estén controlados por TAR [36]. La mayoría de los mecanismos de 

establecimiento y mantenimiento de la latencia que se han estudiado actúan a nivel transcripcional 

[37]. Se asocia a la latencia de VIH-1 con una escasa disponibilidad de factores activadores de la 

transcripción, entre ellos el factor nuclear kappaB (NF-🇰B), el factor nuclear de células T activadas 

(NFAT), el transductor de señal y activador de la transcripción 5 (STAT5) debido a su secuestro 

citoplasmático [38, 39] y un bajo nivel de expresión del transactivador viral Tat [40]. Además, se 

encuentra una disponibilidad limitada del factor de transcripción celular P-TEFb debido a que es 

secuestrado por el complejo 7SK snRNP [41]. P-TEFb es un complejo compuesto por ciclina T1, 

CDK9 y la proteína 4 con bromodominio (BRD4), el que se asocia con Tat para promover la 

elongación de la transcripción. Para esto se requiere de la fosforilación de CDK9 [42], la cuál se 

ve disminuida en las células T CD4+ en reposo que presentan VIH-1 latente [43]. También existe 

un proceso de inhibición de la elongación de la transcripción de VIH-1 que está regulada por la 

unión de factores negativos como el factor de elongación negativo (NELF) y el factor 5,6-dicloro-

1-beta-d-ribofuranosil-benzimidazol inductor de sensibilidad (DSIF) a la ARN polimerasa II, 

provocando la replicación abortiva de VIH-1 [44, 45]. Los microARN celulares (miARN) 

enriquecidos en las células T CD4+ en reposo también estarían implicados en la inhibición de la 

producción de partículas virales de VIH-1 en este tipo celular, ya que se dirigen al ARNm 3’ de 

VIH [46]. Se ha señalado que el lugar de integración del virus en el genoma también influye en la 

expresión viral de VIH-1. Su integración se favorece en secuencias palindrómicas débiles dentro 

de unidades de transcripción activas [47], pero también pueden integrarse en sitios de baja 

expresión, en la heterocromatina o en regiones intergénicas, cerca de un promotor fuerte, en 

orientación opuesta a un gen de la célula hospedera o río abajo de un gen de alta expresión [48, 

49]. Además, se ha evidenciado que la cromatina y la arquitectura de los nucleosomas influyen en 

la transcripción de los provirus [50]. La hipoacetilación de histonas está asociada a un entorno 

represivo de la heterocromatina y a la latencia de VIH [51]. En cambio, la metilación de histonas 

se relaciona tanto con la represión como con la activación de la transcripción, dependiendo del 

lugar y el grado de metilación [51]. A pesar de todos los datos disponibles, el mecanismo molecular 

de la latencia de VIH sigue siendo parcialmente conocido, especialmente el mecanismo que en 

distintos tipos celulares que actúan como reservorios virales. La identificación de factores del 

hospedero implicados en la regulación de la latencia en los diferentes reservorios celulares, en 



 

 

especial aquellos genes o vías moleculares compartidas en los distintos tipos, aumentará las 

posibilidades de encontrar una cura definitiva. 

 

Estrategias terapéuticas frente a infección latente por VIH-1 

 

Los esfuerzos para encontrar una cura contra el reservorio viral se han centrado en dos estrategias 

terapéuticas diferentes: ''shock and kill'' y ''block and lock'' [52]. La estrategia “shock and kill” se 

basa en el uso de agentes de reversión de la latencia (ARL o LRA por sus siglas en inglés) que 

reactivan el provirus de VIH-1 desde el estado de latencia (fase de “shock”), mientras que se 

mantiene el tratamiento con TAR para prevenir nuevos eventos de infección [53]. Esto permite 

que ocurra la fase de “kill” donde las células infectadas que se encontraban con provirus latentes 

morirían a causa de los efectos citopáticos virales o de los mecanismos efectores citolíticos del 

hospedero después de la reactivación viral. Por el contrario, el enfoque “block and lock” propone 

una terapia de por vida dirigida a inhibir completamente la reactivación de la transcripción, 

induciendo un profundo estado de latencia del provirus con agentes promotores de la latencia (APL 

o LPA por sus siglas en inglés) [52, 54]. Esta estrategia busca finalmente afectar tanto las etapas 

de reintegración como las de postintegración, haciendo que el provirus se integre preferentemente 

en sitios de transcripción activa o dirigir a sitios de integración resistentes a la reactivación, 

conduciendo a un reservorio profundamente silenciado, incluso luego de suspensión del 

tratamiento con TARC [55, 56]. A pesar de la diversidad de LRAs y LPAs, y la cantidad de 

estudios para la comprensión de la latencia de VIH-1, han tenido un rendimiento muy bajo en el 

control de los reservorios de VIH-1 en ensayos clínicos [57], esto porque pueden presentar una 

potencia deficiente en la reversión/fortalecimiento de la latencia, toxicidad asociada a los fármacos 

o incapacidad para reactivar/inhibir eficazmente los distintos reservorios latentes. 

 

Modelos y estrategias de estudio de latencia por VIH-1  

 

Debido a las dificultades que existen en el estudio in vivo de los mecanismos moleculares de 

latencia de VIH-1 en los distintos tipos de reservorio celulares, se han desarrollado varios modelos 



 

 

de latencia in vitro y ex vivo [26, 58]. Durante muchos años se han utilizado líneas celulares 

inmortalizadas in vitro que albergan provirus competentes para la replicación, como los modelos 

U1 [59], ACH-2 [60] y J1.1 [61]. Sin embargo, no todas estas líneas pueden representar 

plenamente el auténtico estado latente de VIH, ya que las mutaciones observadas en las secuencias 

reguladoras sugieren que son transcripcionalmente incompetentes en lugar de verdaderamente 

latentes. Líneas celulares reporteras in vitro de monocitos [62], células T [62, 63] y microglía [64] 

que albergan provirus de VIH-1 que además expresan la proteína fluorescente verde (GFP) cuando 

el provirus se reactiva, se han utilizado ampliamente. En su mayoría contienen el provirus en genes 

activos de la célula, de forma similar a lo que ocurre en las células T CD4+ latentes primarias, y 

demuestran revertir la latencia en condiciones similares a las células con infección latente in vivo.  

 

También se han desarrollado modelos ex vivo basados en células T CD4+ primarias en reposo con 

el objetivo de representar plenamente la latencia de VIH-1. Para esto, las células T CD4+ aisladas 

se infectan en estado de reposo o se infectan en estado activo para luego devolverlas al estado de 

reposo tras la infección [26]. Estos modelos todavía no pueden recapitular de forma consistente la 

latencia en diferentes modelos y/o en células aisladas de pacientes infectados, por lo que estudios 

futuros que utilicen dos o más modelos para complementarse entre sí podrían retratar con mayor 

precisión todos los tipos de células que pertenecen al reservorio latente de los pacientes. 

 

Los estudios de apagamiento (KO) a gran escala se han utilizado ampliamente para identificar 

factores del hospedero implicados en la replicación de VIH-1 [65-68], permitiendo la 

identificación de nuevas vías moleculares que pueden usarse como blancos de nuevas terapias. Sin 

embargo, entre los diversos estudios hay poca concordancia, lo que sugiere una alta tasa de falsos 

positivos, baja reproducibilidad y diferencias entre modelos de latencia utilizados. La mayoría de 

los estudios publicados utiliza ARN de interferencia (ARNi) para inhibir la expresión génica, 

aunque esta técnica presenta problemas de sensibilidad [69]. En los últimos años la técnica que se 

ha popularizado para realizar screening con apagamiento es CRISPR de genoma completo, debido 

a su alta eficiencia y fiabilidad en la generación de ellos [70-72]. Esta nueva metodología utiliza 

un ARN guía (sgRNA) para dirigir una nucleasa (Cas9) a un gen específico y provocar una ruptura 

de la doble cadena. La reparación de la ruptura del ADN por parte de la maquinaria celular suele 



 

 

provocar mutaciones de inserción o deleción que terminan con un gen no funcional, haciendo que 

la transcripción del gen no se lleve a cabo o que no se produzca una proteína funcional [73]. 

 

A la fecha, se han publicado más de una decena de estudios de pérdida de función en busca de 

factores del hospedero asociados a la latencia de VIH-1. Cinco de ellos utilizan la técnica de 

silenciamiento con shRNA/siRNA [74-78], uno utiliza una técnica de mutagénesis por inserción 

[79] y los otros once utilizan la tecnología CRISPR [80-90]. De estos estudios, sólo el realizado 

por Besnard et al., identificó genes que aumentan y suprimen la reactivación del provirus de VIH-

1 [74], mientras que los demás estudios se centran en factores del hospedero que promueven la 

latencia. Además, sólo un estudio realizó su investigación en un tipo de reservorio distinto de las 

células T CD4+, donde utilizaron un modelo de células microgliales de rata humanizadas, lo que 

puede no representar en su totalidad lo que ocurre en el reservorio microglial humano de VIH-1 

[76]. Los estudios que realizaron un screening CRISPR, todos utilizados distintos modelos de 

células T CD4+ con infección latente por VIH-1, donde tres de estos trabajos utilizan la 

metodología de interferencia CRISPR, que realiza un KO de un gen sin realizar un corte en el 

ADN [83, 85, 90]. El estudio más reciente, realizó una nueva estrategia de detección de CRISPR 

de la latencia, denominado “Latency HIV-CRISPR”, que induce el empaquetamiento del gen al 

que está dirigido el sgRNA codificado en genomas de VIH-CRISPR en partículas de virus 

reactivas, así identifican los genes candidatos involucrados en el mantenimiento de la latencia de 

VIH-1 [89]. A pesar de la cantidad de estudios de CRISPR de genoma completo, se siguen 

descubriendo nuevos factores del hospedero relacionados con la latencia de VIH-1 y se sigue en 

búsqueda de otros factores para lograr identificar las vías moleculares claves que regulan la 

latencia del virus, pero es especialmente necesario que se realice en otros tipos de reservorio 

latente. 

 

Antecedentes de la investigación 

 

En el laboratorio la Dra. Chantal L. Márquez, en marco de su proyecto postdoctoral realizó un 

screening KO basado en CRISPR de genoma completo en células Hμglia/HIV HC69, un modelo 

celular de latencia de microglías humanas que expresa GFP tras la reactivación del provirus. Para 



 

 

esto se utilizó una librería que contiene más de 71 mil sgRNAs con el fin de identificar genes del 

hospedero que, al ser reprimidos, promueven la reactivación del provirus desde la latencia. Este 

screening identificó cientos de reguladores potenciales de la latencia, de los cuales se 

seleccionaron 60 de ellos que se encontraban más enriquecidos, se compartían entre réplicas y se 

encontraban enriquecidos en otros screening de la literatura. En esta propuesta de trabajo de tesis 

de magíster, se llevó a cabo la validación individual en células HμGlia/HIV HC69 de cinco de los 

genes obtenidos del screnning, NDUFS2, SLC16A7, MNT, MSR1 y FITM1 utilizando el sistema 

CRISPR-Cas9 (Tabla 1). 

 

Proteína (ID) Enriquecido en réplica(s) Función (según GENECARD) 

MNT 

(GC17M002384) 

1 y 2 Se une al ADN como un heterodímero con MAX y reprime 

la transcripción. 

SLC16A7 

(GC12P059596) 

1 Cataliza el transporte de monocarboxilatos ligado a 

protones y tiene la mayor afinidad por el piruvato. 

NDUFS2 

(GC01P161197) 

2 Subunidad central de la cadena respiratoria de la membrana 

mitocondrial NADH deshidrogenasa (complejo I). 

FITM1 

(GC14P048000) 

2 Pertenece a una familia de proteínas involucradas en el 

almacenamiento de grasa.  

MSR1 

(GC08M016107) 

3 Receptores depuradores de macrófagos de clase A, que 

incluyen tres tipos diferentes (1, 2, 3) generados por corte y 

empalme alternativo de este gen. 

 

Tabla 1. Proteínas candidatas promotoras de la latencia de VIH-1 obtenidas en réplicas de screening CRISPR-Cas9 

en HμGlia/HIV HC69 realizado por Dra. Chantal L. Márquez 

 

Luego, los genes que se validaron en el modelo de microglías humanas se evaluaron en otros tipos 

de reservorios latentes con el fin de identificar factores que podrían reactivar universalmente la 

latencia proviral de VIH-1. Este enfoque permitirá descubrir una posible vía molecular clave que 

regule la mantención de la latencia de VIH en diferentes tipos de células identificadas como 

reservorio que son fisiológicamente relevantes y proporcionará una base científica para nuevas 

oportunidades de intervención terapéutica. 

 



 

 

HIPÓTESIS 

 

El apagamiento individual de los genes NDUFS2, SLC16A7, MNT, MSR1 y FITM1 mediante 

CRISPR-Cas9 permiten la reactivación del provirus de VIH-1 en modelos celulares de Microglías 

y Linfocitos T. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Validar la identificación de genes que promueven la latencia de VIH-1 mediante su silenciamiento 

usando CRISPR/Cas9 en modelos de latencia clonales en microglías y linfocitos T CD4+. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICOS 

Objetivo Específico 1. Validar individualmente 5 genes del hospedero identificados como 

promotores de la latencia de VIH-1 en el modelo microglial (Hμglia/HIV HC69). 

 

Para validar los genes del hospedero identificados en el screening CRISPR realizado en el 

laboratorio, se utilizó la metodología CRISPR-Cas9 para apagarlos individualmente y confirmar 

su efecto en la reactivación proviral de VIH-1. La validación se llevó a cabo en el mismo modelo 

de latencia del VIH utilizado en el screening realizado por la Dra. Chantal L. Márquez, Hμglia/HIV 

HC69, el cual permite observar la reactivación del provirus mediante la expresión de la proteína 

fluorescente verde (GFP) que fue determinada por citometría de flujo. Además, se verificó la 

expresión de Cas9 mediante Western blot contra el tag Flag que se encuentra acoplado a Cas9.  

 

Objetivo Específico 2. Evaluar la contribución de los genes validados en el objetivo 1, en un 

modelo de latencia de células T (J-Lat 10.6). 

 



 

 

Para determinar si los genes identificados con influencia validada en la reactivación del provirus 

VIH-1 latente en el reservorio celular de microglías humanas, contribuyen también en la latencia 

del VIH-1 de células T, se estudió el efecto de su apagamiento individual por CRISPR-Cas9 en 

células J-Lat 10.6, modelo que permite también observar la reactivación del provirus mediante la 

expresión de GFP por citometría de flujo. Además, se verificó la expresión de Cas9 mediante 

Western blot contra el tag Flag, y se verificó la expresión de la proteína viral p24 mediante la 

misma técnica.  

  



 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Líneas Celulares y condiciones de cultivo: Como modelo celular productor de partículas 

pseudotipadas se utilizó la línea celular HEK 293. Las células se mantuvieron en medio DMEM 

alto en glucosa (Cytiva SH30243.02) con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich 

F0926), 1% de antibiótico-antimicótico (Sigma-Aldrich A5955) y 2 mM de L-glutamina (Gibco 

A29168-01). 

 

Como modelo de estudio in vitro de microglías humanas que presentan infección latente de VIH-

1 se utilizó la línea celular HμGlia/HIV HC69, células que en su genoma poseen una copia de 

provirus de VIH-1 que posee deleción en el gen gag y acoplado al gen nef posee el gen que codifica 

a la proteína fluorescente verde (GFP) (Figura 1) [92]. Las células se mantuvieron en medio 

DMEM/F12 (Gibco11320) con 1% de SFB (Sigma-Aldrich F0926), 1% de antibiótico-

antimicótico (Sigma-Aldrich A5955), 1% de suplemento N2 (Gibco 17502) y 0,1% de 

dexametasona (DEXA) agregado al cultivo celular. 

 

Como modelo de estudio in vitro de linfocitos T CD4+ humano que presentan infección latente de 

VIH-1 se utilizó la línea celular J-Lat 10.6, células que, en su genoma, poseen una copia de 

provirus de VIH-1 que posee deleción en el gen env y en el gen nef, donde en lugar de este último, 

posee el gen que codifica a GFP (Figura 1) [63]. Las células se mantuvieron en medio RPMI-1640 

(Cytiva SH30255.02) con 10% de SFB (Sigma-Aldrich F0926), 1% de antibiótico-antimicótico 

(Sigma-Aldrich A5955) y 2 mM de L-glutamina (Gibco A29168-01). 

 



 

 

 

Figura 1. Esquema comparativo de modelos de latencia de VIH-1 microglia HuGlia/HIV HC69 a la izquierda, creado 

por Alvarez-Carbonell et al. [92] y modelo de latencia de linfocitos T J-Lat 10.6 a la derecha, creado por Jordan et al. 

[63], con respecto al genoma del provirus de VIH-1 que poseen integrado en el genoma celular. 

 

Generación de plásmidos con sgRNA: Para poder llevar a cabo el apagamiento de los genes 

NDUFS2, SLC16A7, MNT, MSR1 y FITM1 se utilizó como vector principal el plásmido 

LentiCRISPR-v2 (Addgene plasmid #52961). El vector LentiCRISPR v2 fue digerido por la 

enzima BsmbI v2 (NEB R0739) por 3 horas a 55°C. El vector digerido fue purificado luego con 

el kit de extracción Wizard SV Gel and PCR clean-up System (Promega A9281). Se realizó la 

hibridación del par de oligos de cada gen (Tabla 2) a una concentración de 100 μM usando 500 

mM de NaCl, 100 mM de Tris-HCl pH 7,9, 100 mM de MgCl2 y 10 mM de DTT en el 

termociclador Veriti incubando a 95°C durante 15s y luego disminuir la temperatura a 20°C con 

una rampa de 0,5°C/s. Se realizó la ligación de los oligos hibridados en el plásmido digerido 

usando la enzima T4 ADN ligasa en un termociclador incubando durante 30 min a temperatura 

ambiente. Se transformaron bacterias Escherichia coli TURBO competentes con el producto de 

ligación y se esparcieron sobre una placa de agar LB para la selección con ampicilina.  

 



 

 

GEN secuencia sgRNA forward secuencia sgRNA reverse 

TSC1 5’-GTCCCGCACACCCAGCATGG-3’ 5’-CCATGCTGGGTGTGCGGGAC-3’ 

NDUFS2 5’-GGAGTAAGATGGCGGCGCTG-3’ 5’-CAGCGCCGCCATCTTACTCC-3’ 

SLC16A7 5’-GAATAAATACGGCAGCCGGC-3’ 5’-GCCGGCTGCCGTATTTATTC-3’ 

MNT 5’-TGAACAGAAGAAGAGGCCCG-3’ 5’-CGGGCCTCTTCTTCTGTTCA-3’ 

MSR1 5’-TGAGAACTGCAAACACGAGG-3’ 5’-CCTCGTGTTTGCAGTTCTCA-3’ 

FITM1 5’-GGCTGGCGAAGATAGTCCGA-3’ 5’-TGGAGGAAGTCTTTCCCATC-3’ 

 

Tabla 2. Tabla de genes a trabajar con su respectivo ARN guía a utilizar en el sistema CRISPR/Cas9. 

 

Se verificaron las colonias a través de PCR utilizando una ADN polimerasa comercial GoTaq G2 

(Promega M7841) y los siguientes primers: 

v2.1-F1: GAGGGCCTATTTCCCATGATTC 

v2.1-R1: GTTGCGAAAAAGAACGTTCACGG 

 

Aquellas colonias que dieron positivo se crecieron en medio Luria-Bertani (LB, Apex 11-118) y 

luego se realizó una purificación de ADN por miniprep sin columna. El producto obtenido de la 

purificación sin columna se diluyó hasta obtener 40 ng/μL en agua ultrapura y junto a los primers 

se enviaron a secuenciación por el método de Sanger, servicio realizado por el Centro de 

Secuenciación Automática de ADN de la Pontificia Universidad Católica de Chile. Las secuencias 

obtenidas se visualizaron con el programa Geneious (https://www.geneious.com/), donde se 

verificó que se haya insertado correctamente la secuencia del sgRNA en el plásmido. Cuando se 

confirmó la presencia de los sgRNAs por secuenciación, se realizó la purificación del ADN 

plásmidos por miniprep utilizando el kit E.Z.N.A. (Omega Bio-tek D6945). 

 

Transfección: Para producir partículas virales pseudotipadas, se realizó una co-transfección de 

tres plásmidos en la línea celular HEK 293 en placas de 10-cm. 24 horas previas a la transfección 

se sembraron 3 millones de células HEK 293 con 10 mL de medio suplementado. Se utilizaron 4 

μg de pVSV-g (Addgene plasmid # 138479), 7 μg de psPAX2 (Addgene plasmid # 12260) y 7 μg 

del plásmido generado de LentiCRISPR-v2 con el sgRNA correspondiente a cada gen que se 



 

 

realizará KO, por lo tanto se tienen 7 co-transfecciones diferentes, 5 correspondientes a los genes 

a realizar el KO, un control positivo de la literatura, correspondiente a un gen identificado por 

promover la latencia de VIH-1 TSC1; y un control con un sgRNA utilizando el plásmido 

LentiCRISPRv2-sgCtrl (Addgene plasmid # 209750). Luego de 5 horas, se descartó el medio y se 

agregó medio fresco a las placas. Después del transcurso de 72 horas de la transfección, se 

recolectó el sobrenadante de cada placa y se centrifugó a 5000 rpm por 10 minutos para eliminar 

el debris celular. El sobrenadante se almacenó a 4°C para su cuantificación y posterior uso. 

 

ELISA VIH-p24 in-house: Para cuantificar la proteína p24 presente en las partículas 

pseudotipadas, utilizamos el protocolo compartido por Gummuluru Lab (Boston, Estados Unidos). 

Se prepararon placas de 96 pocillos de fondo y bordes transparentes (Thermo Scientific #442404) 

con 100 μL de HIV-Immunoglobulin en una dilución 1:2626 con PBS 1X (NIH HIV Reagent 

Program Cat# 3957, RRID:AB_2890264) y se incubó a 37°C por 16 horas aproximadamente en 

agitación. Luego, se descartó el volumen de los pocillos y se agregaron 200 μL de solución de 

bloqueo (PBS 1X con 5% de SFB) a cada pocillo y se incubó a 37°C por 2 horas en agitación. 

Mientras, se preparó la curva estándar utilizando “p24 standard” de kit ELISA comercial que se 

encuentra a 5000 pg/mL realizando 6 diluciones seriadas con solución de dilución (PBS 1X con 

10% SFB y 0,5% Tritón X-100). Para las muestras también se prepararon diluciones de las 

partículas seriadas (1:250, 1:500 y 1:1000) con la misma solución de dilución. Pasadas las 2 horas, 

se descartó el volumen de los pocillos, se realizó un lavado con 200 μL de solución de lavado (PBS 

1X con 0,2% Tween-20), para luego agregar 100 μL de la curva de calibración y de las muestras 

incubando la placa a 37°C por 2 horas en agitación. Posteriormente, se descartó el volumen, se 

realizaron 2 lavados con 200 μL de solución de lavado y se incubó con 100 μL de p24 mAb del 

hibridoma mouse preparado a una dilución de 1:20 con solución de dilución a 37°C por 1 hora en 

agitación. Después de esto se descartó el volumen de los pocillos, se realizaron 2 lavados con 

solución de lavado y se incubaron los pocillos con 100 μL de goat anti-mouse IgG (Fc specific)–

Peroxidase antibody (Sigma-Aldrich A2554) en una dilución 1:70000 a 37°C por 1 hora en 

agitación. Al término de la incubación, se descartó el volumen de los pocillos, se realizaron dos 

lavados con 200 μL de solución de lavado y se agregaron 100 μL de mix de solución de sustrato 

para ELISA (Thermo Scientific #34021) incubando a temperatura ambiente por 30 minutos en 

oscuridad esperando un cambio de coloración hacia el azul. Finalmente, para detener la reacción 



 

 

se agregaron 50 μL de solución STOP (1M de ácido sulfúrico H2SO4) a cada pocillo, mezclando 

bien hasta que cambie el color de azul a amarillo homogéneo. Se registró la absorbancia a 450 

nm/650 nm en el equipo Synergy HTX multi-mode reader. 

 

Análisis de resultados ELISA VIH-p24: Para obtener la concentración de p24 de las partículas 

pseudotipadas de cada condición, se utilizó una curva de estándar de “p24 standard” de kit ELISA 

comercial, que se incubó en la placa junto con las muestras. Se registró la absorbancia de los puntos 

de la curva para obtener la ecuación de la línea de tendencia y un R2 mayor e igual a 0,95. Luego, 

los valores obtenidos de absorbancia para las diluciones de las muestras de partículas 

pseudotipadas se interpolaron en la curva para obtener la concentración de las diluciones, para 

luego multiplicarlo por el factor de dilución correspondiente (1:250, 1:500 o 1:1000) y obtener un 

promedio de la concentración de la muestra. 

 

Transducción: Se sembraron 300 mil células HμGlia/HIV HC69 en placas de 6 pocillos para 

realizar la transducción con partículas pseudotipadas a la mañana siguiente con 250 ng de 

concentración de p24, para asegurar el tratamiento con las mismas concentraciones de partículas 

pseudotipadas para cada condición de KO. En este sistema, se tiene como control del sistema de 

transducción el tratamiento con partículas pseudotipadas con sgCtrl y como control positivo se 

trataron las células con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) a una concentración de 10 

ng/mL, el cual se ha comprobado que reactiva el provirus latente en este modelo celular [91]. El 

tratamiento se realizó por 48 horas en incubador de CO2 a 37°C. Luego de ello se prepararon las 

muestras recolectando las células utilizando incubación con 0,25% de tripsina 2,21 mM (Corning 

25-053-CI) a 37°C por 5 minutos, dejando 1:3 de ellas para análisis por citometría de flujo y 2:3 

para análisis por Western blot. 

 

Para la transducción de células J-Lat 10.6, se sembraron placas de 6 pocillos con 500 mil células 

para realizar la transducción con partículas pseudotipadas al día siguiente con 250 ng de 

concentración de p24, al igual que en el modelo anterior. Se utilizaron los mismos controles, tanto 

del sistema de transducción con partículas pseudotipadas con sgCtrl, como el control positivo de 

la reactivación TNF-α a 10 ng/mL, el cual se ha comprobado en este modelo que reactiva el 

provitus latente [62]. El tratamiento se realizó por 48 horas en incubador de CO2 a 37°C, luego de 



 

 

ello se prepararon las muestras recolectando las células, dejando 1:3 de ellas para análisis por 

citometría de flujo y 2:3 para análisis por Western blot. 

 

Análisis de muestras por citometría de flujo: Para la citometría de flujo, se toman 500 uL de las 

muestras se recolectaron en tubos de 1,5 mL, se centrifugaron a 300 g por 5 minutos a temperatura 

ambiente, luego se descartó el medio y se fijaron con 300 μL de paraformaldehído (PFA) al 4% 

incubándolo por 15 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron los tubos a 300 g por 5 

minutos a temperatura ambiente, se eliminó el sobrenadante, se agregaron 200 μL de PBS 1X y se 

resuspendió el pellet para ser analizado. Si el análisis en el equipo se realizaba al día siguiente se 

guardaron los tubos a 4°C para luego pasarlo a tubos de 5 mL de poliestireno de fondo redondo 

(Falcon 352052). Los datos de las muestras fueron adquiridos en los equipos LSRFortessa X-20 y 

FACSCantoA del Laboratorio MED.UCHILE-FACS servicio realizado por REDECA de la 

Facultad de Medicina. Para la última repetición experimental del objetivo 2, en el modelo J-Lat 

10.6, se incubaron las muestras con el marcador de ácidos nucléicos Helix NP Blue (BioLegend 

425305) para observar la viabilidad celular del tratamiento de las muestras detectado como 

“Pacific Blue”. 

 

Los datos obtenidos por los citómetros de flujo se analizaron en el programa FlowJo V10, primero 

se realizó el gating, para lo que se utilizó la siguiente estrategia (Figura 2). Se seleccionó la 

población de singletes por los parámetros de Side scatter (SSC) altura vs área seleccionando 

aquellos puntos que se mantenían en la pendiente de la recta lineal. Luego, se realizó la selección 

de población de células, ya sea microglías o linfocitos T, por los parámetros de Forward y Side 

scatter (FSC-A vs SSC-A), y seleccionando la población con el tamaño correspondiente a las 

células que se estaban analizando. Finalmente se analizaron las células que presentaban GFP, se 

usó un detector de fluorescencia que determinaba esta señal como si fuese isotiocianato de 

fluoresceína (FITC), por lo tanto, en el gráfico se comparó FITC vs el parámetro FSC-A, la 

selección se estableció con respecto al fenómeno observado en el control positivo de la 

reactivación, donde se lograron diferenciar ambas poblaciones (GFP + y GFP -). 

 

 



 

 

 

Figura 2. Esquema de análisis de resultados de citometría de flujo en el programa FlowJo V2, ejemplificando con 

células HμGlia/HIV HC69 tratadas con 10 ng/mL de TNF-α (control positivo de reactivación). 1) Selección de 

población de singletes. 2) Selección de población de microglias por tamaño). 3) Selección de población GFP + 

 

Análisis de muestras por Western blot: Para el Western blot, se tomó 1 mL de las muestras en 

tubos de 1,5 mL, se centrifugaron a 300 g por 5 minutos a temperatura ambiente, se descartó el 

medio y se lavó el pellet con 200 μL de PBS 1X. Se volvió a centrifugar a 300 g por 5 minutos, se 

descartó el sobrenadante y se incubó el pellet con 100 μL de buffer de lisis con inhibidor de 

proteasas por 20 minutos a 4°C. Luego de esto, se centrifugaron las muestras a 5.000 rpm por 5 

min a 4°C, se recolectó el sobrenadante en un nuevo tubo y el pellet se descartó. Las muestras se 

almacenaron a -20°C. 

 

Se cuantificó la concentración de proteínas en las muestras por método Bradford, utilizando una 

curva estándar con albúmina de suero bovino (BSA). La absorbancia se midió en el equipo Synergy 

HTX multi-mode reader. La interpolación de la absorbancia de las muestras se realizó en el 

programa “Hojas de cálculo” de Google para obtener su concentración y preparar las muestras con 

30 ug de proteína en solución de buffer Laemmli incubando con 10 minutos a 95°C para 

desnaturalizar las proteínas. 

 

Las muestras se cargaron en geles en gradiente de acrilamida y bisacrilamida (Biorad 1610148) 

(5% - 15%) y en geles de 8% de poliacrilamida y se realizó la electroforesis a 120 V constante por 
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2 horas aproximadamente y transferencia a membrana de nitrocelulosa. La membrana fue 

bloqueada con solución de bloqueo en base a caseína (Biorad 1706404) al 5% por 1 hora a 

temperatura ambiente, se realizaron lavados con el buffer TBS-T 1X (TBS y 1% Tween 20), y 

luego se incubó con el anticuerpo primario correspondiente toda la noche en agitación a 4°C. Los 

anticuerpos secundarios anti-rabbit (dilución 1:5000, Santa Cruz sc-516248) y anti-mouse 

(dilución 1:5000, Santa Cruz sc-2354) se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente. Se detectó 

la quimioluminiscencia mediante el reactivo Immobilon (Milipore WBKLS0500) en el equipo 

Alliance Q9 Advanced. El programa Alliance Imager permitió visualizar la marca del anticuerpo 

mediante el detector de quimioluminiscencia incorporado en el equipo, el cuál captura una imagen 

de la membrana incubada con los anticuerpos. Se realizó el mismo procedimiento para cada 

anticuerpo específico de la Tabla 3 y se armó la figura final para cada repetición experimental. 

 

La tabla a continuación muestra las especificaciones de los anticuerpos utilizados para el Western 

blot: 

Blanco Código fabricante Reactividad Peso Molecular (kDa) Dilución 

Proteína fluorescente verde (GFP) Santa Cruz, sc-9996 Mouse 27 1:3000 

Flag Sigma, f7425 Rabbit 151 1:3000 

p24 de VIH-1 NIH HIV Reagent 

Program Cat# 3537) 

Mouse 24 1:3000 

GAPDH-HRP Santa cruz, sc-

47724 HRP 

Rat 37 1:1000 

 

 

Tabla 3. Anticuerpos primarios para Western blot. 

 

Análisis estadísticos: 

Los datos de citometría de flujo obtenidos por el programa FlowJo, para al menos tres 

experimentos independientes de cada modelo, se representaron gráficamente como promedio ± 

SEM. La distribución de normalidad se evaluó mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que 

la significancia estadística (p≤0.005) se determinó realizando un t-test pareado y paramétrico. El 

análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad Prism 8. 

 

  



 

 

RESULTADOS  

 

Objetivo específico 1: Validar individualmente 5 genes del hospedero identificados como 

promotores de la latencia de VIH-1 en el modelo microglial (Hμglia/HIV HC69). 

 

Actividad 1. Generación de plásmidos. 

 

Se realizó la generación plásmidos que contienen el sistema CRISPR-Cas9 con los ARN guías 

específico para cada gen a realizar el apagamiento (NDUFS2, SLC16A7, MNT, MSR1 y FITM1). 

Además, TSC1 fue utilizado como control positivo de este sistema, debido a que se ha confirmado 

como promotor de la latencia en modelos celulares de linfocitos T y de monocitos [80] (Tabla 4). 

Primero se realizó la digestión del plásmido Lenti-CRISPR v2 con la enzima BsmBI-v1. Una vez 

obtenido el vector linealizado, se realizó la ligación con el ARN guía correspondiente. El plásmido 

obtenido se transformó en bacterias Escherichia coli competentes, se realizó un PCR de colonias 

positivas y se secuenció. Los resultados de la secuenciación demuestran la presencia del ARN guía 

(Figura 3), por lo tanto, los plásmidos diseñados son competentes para llevar a cabo la siguiente 

actividad de generación de partículas pseudotipadas. 

 

GEN secuencia sgRNA forward secuencia sgRNA reverse 

TSC1 5’-GTCCCGCACACCCAGCATGG-3’ 5’-CCATGCTGGGTGTGCGGGAC-3’ 

NDUFS2 5’-GGAGTAAGATGGCGGCGCTG-3’ 5’-CAGCGCCGCCATCTTACTCC-3’ 

SLC16A7 5’-GAATAAATACGGCAGCCGGC-3’ 5’-GCCGGCTGCCGTATTTATTC-3’ 

MNT 5’-TGAACAGAAGAAGAGGCCCG-3’ 5’-CGGGCCTCTTCTTCTGTTCA-3’ 

MSR1 5’-TGAGAACTGCAAACACGAGG-3’ 5’-CCTCGTGTTTGCAGTTCTCA-3’ 

FITM1 5’-GGCTGGCGAAGATAGTCCGA-3’ 5’-TGGAGGAAGTCTTTCCCATC-3’ 

 

Tabla 4. Tabla de genes a trabajar con su respectivo ARN guía a utilizar en el sistema CRISPR/Cas9. 

 

Luego de obtener los resultados de la secuenciación, se realizó la purificación de plásmidos por la 

técnica miniprep con el kit E.Z.N.A. (Omega BioTek). 



 

 

 

 

Figura 3. Electroferograma de la secuenciación de Sanger de plásmidos Lenti-CRISPR v2 ligado con el sgRNA 

específico, donde se observa en el recuadro azul la secuencia de ARN guía para cada gen objetivo a realizar el 

apagamiento. Visualización obtenida en el programa Geneious. 

 

Actividad 2. Generación de partículas pseudotipadas. 

 

Se llevó a cabo la co-transfección de tres plásmidos en el modelo celular HEK 293; (Figura 4, 1) 

el plásmido Lenti-CRISPRv2 con la secuencia del ARN guía incorporado de manera individual 

obtenida en la actividad anterior, (Figura 4, 2) el plásmido psPAX2 que expresa un empaquetador 

lentiviral, y (Figura 4, 3) el plásmido VSV-g que codifica la proteína G del virus de estomatitis 



 

 

vesicular, el cual permite el ensamblaje de las partículas pseudotipadas. La transfección se realizó 

a través de la incubación de los plásmidos con polietilenimina (PEI) que condensa el ADN 

plasmidial en partículas cargadas positivamente, permitiendo su ingreso a las células por 

endocitosis [91]. Además, se utilizó el sistema Lenti-CRISPRv2 con una secuencia de ARN guía 

no específica como control del sistema de transducción, por lo tanto, no reconoce ninguna 

secuencia en el genoma humano, denominado LentiCRISPRv2-sgCtrl (Addgene plasmid # 

125836). 

 

Luego de 72 horas, se realizó la recolección de las partículas pseudotipadas que se encuentran en 

el sobrenadante de la transfección, para finalmente realizar la cuantificación de las partículas 

obtenidas, a partir de un ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) determinando el 

título de la proteína p24 presente en el sobrenadante.  

 

 

 

Figura 4. Esquema representativo de la metodología utilizada en la actividad 2 del objetivo específico 1. 

 

Actividad 3. Generación de apagamientos individuales por CRISPR-Cas9 

 

Después de obtener la concentración de p24 de las partículas pseudotipadas, se realizó la 

transducción para generar el apagamiento de genes de manera individual en las células 

HμGlia/HIV HC69, modelo de microglia que poseen un provirus latente de VIH-1 integrado en su 
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genoma, y que al reactivarse el ciclo replicativo viral, expresa la proteína fluorescente verde (GFP) 

acoplada a la proteína nef, además presenta deleción en el gen gag (Figura 5) [92]. Para ello, se 

llevó a cabo la transducción con 250 ng de p24 en las partículas pseudotipadas por cada 300 mil 

células. En este sistema se tiene como control del sistema la transducción con partículas 

pseudotipadas con la secuencia de ARN guía no específico y como control positivo se trataron las 

células con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) a una concentración de 10 ng/mL, el cual se 

ha comprobado que reactiva el provirus latente en este modelo celular [92]. 

 

 

 

Figura 5. Esquema representativo de la metodología realizada en la actividad 3 del objetivo específico 1. 

 

Actividad 4. Evaluación de reactivación del provirus por citometría de flujo y Western blot 

 

Luego de 48 horas de la transducción, se realizó la recolección y preparación de las muestras para 

analizar mediante citometría de flujo el porcentaje de población celular que presenta GFP de al 

menos 10.000 células transducidas utilizando los equipos LSRFortessa X-20 o FACSCantoA del 

Laboratorio MED.UCHILE-FACS. Los datos obtenidos de los citómetros de flujo se analizaron 

en el programa FlowJo V10 obteniendo el gráfico de los parámetros FITC y el parámetro de 

tamaño FSC-A. En la Figura 6 se observa cómo se realizó la selección de la población GFP + para 

una repetición experimental. Los datos de las repeticiones experimentales se graficaron con el 

programa GraphPad Prism 8 (Figura 7), donde se observa que en el control positivo de reactivación 

con TNF-α cerca del 75% de la población celular presenta la proteína GFP, mientras que en la 

condición de control negativo (sgCtrl) se tiene cerca de un 20%, por lo que este porcentaje se 

considera como los niveles basales de la proteína en el modelo. Como muestra la Figura 7, cuatro 

 



 

 

de las cinco condiciones de apagamiento individual muestran un promedio de GFP+ sobre el 

control sgCtrl, aunque ninguno produce un nivel de reactivación cercano al control positivo. El 

análisis de significancia por la prueba t-student sugiere que el tratamiento con CRISPR-Cas9 y 

ARN guías específicos para los genes NDUFS2, FITM1, MSR1 y MNT tienen un efecto 

significativo sobre la reactivación proviral de VIH-1 en el modelo HμGlia /HIV HC69, mientras 

que de los genes SLC16A7 y TSC1, no tiene un efecto significativo sobre la reactivación proviral 

en este modelo de latencia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

Figura 6. Selección de población GFP + para cada condición de apagamiento genético realizado en el modelo 

HμGlia/HIV HC69 repetición experimental 3. En la parte superior se observa selecciona la población GFP + de los 

controles sgCtrl y tratamiento con TNF-α. Para cada condición de observan tres gráficos: en grande se observa el 

gráfico de FITC-A vs FSC-A con la población GFP + marcada en el recuadro, al costado de este gráfico se observa 

en la parte superior la selección de población de singletes de las muestras, y en la parte inferior la posterior selección 

de la población de microglías. Los datos se obtuvieron en el programa FlowJo V10. 

 

 

Figura 7. Resultados del análisis de las muestras por citometría de flujo obtenidos luego de 48 horas post-

transducción. Porcentaje de células GFP + (eje y) en cada una de las condiciones evaluadas (eje X). Cada símbolo 

hace referencia al resultado obtenido para cada repetición experimental y el color del símbolo representa los resultados 

obtenidos en una misma repetición experimental. Los valores muestran el promedio ± SEM. La distribución de 

normalidad se evaluó mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras que la significancia estadística (p≤0.005) se 

determinó realizando un t-test pareado y paramétrico. *p<0.05, **p<0.01 n=5. 

 

Posteriormente, se observó los niveles de las proteínas Cas9-Flag y GFP mediante Western blot 

para cada una de las condiciones (Figura 8). De acuerdo con los resultados obtenidos, es posible 

determinar que el sistema de CRISPR-Cas9 se logró incorporar en las células HμGlia/HIV HC69 

para cada una de las condiciones, incluyendo la condición control sgCtrl, debido a los niveles de 

Cas9-Flag, mientras que en el control positivo de la reactivación TNF-α no se observó. Se observó 



 

 

un aumento de los niveles de GFP para cada una de las condiciones, siendo más importante en el 

control de reactivación TNF-α y menos abundante en el control sgCtrl. Se utilizó como control de 

carga los niveles de la proteína GAPDH, ya que sus niveles son constitutivos en este modelo. 

 

 

Figura 8. Análisis cualitativo de los niveles de las proteínas Cas9-Flag y la proteína GFP mediante la técnica Western 

blot para cada una de las condiciones experimentales realizadas en el modelo HμGlia/HIV HC69. GAPDH se utilizó 

como control de carga. Las líneas entre carriles representan cortes realizados de la misma membrana. n = 3 

 

 

Objetivo específico 2. Evaluar la contribución de los genes validados en el objetivo 1, en un 

modelo de latencia de células T (J-Lat 10.6). 

 

Para la realización del objetivo específico 2, se evaluó la contribución de los genes NDUFS2, 

FITM1, MSR1 y MNT, en un modelo de latencia de células T. Estos genes fueron validados en el 

objetivo específico 1 y el tratamiento con CRISPR-Cas9 y ARN guía específico para estos genes 

tuvo un efecto significativo en la reactivación del provirus de VIH-1 en el modelo HμGlia/HIV 

HC69. El apagamiento del gen TSC1, es utilizado nuevamente en este objetivo específico como 

control positivo del sistema, debido a que se ha confirmado como promotor de la latencia en 

modelos celulares de linfocitos T y de monocitos [80], pese a que en el objetivo específico anterior 

el apagamiento no tuvo un efecto significativo en la reactivación del provirus de VIH-1. 

 

Actividad 1. Generación de apagamientos individuales por CRISPR-Cas9 

 



 

 

Se realizó el mismo procedimiento de generación de partículas pseudotipadas co-transfectando los 

tres plásmidos Lenti-CRISPR v2 con la secuencia del ARN guía incorporado, el plásmido VSV-g 

y el plásmido psPAX2 y se cuantificó la concentración de p24 en las partículas pseudotipadas por 

ELISA. Para generar el apagamiento de los genes NDUFS2, FITM1, MSR1, MNT y TSC1, se 

llevó a cabo la transducción de las células J-Lat 10.6 (Figura 9). Este modelo de células T posee 

un provirus de VIH-1 integrado en su genoma que se encuentra en latencia, al reactivarse el ciclo 

replicativo viral, expresa la proteína fluorescente verde (GFP) y además presenta deleción de los 

genes nef y env [63]. Para ello, se llevó a cabo la transducción con 250 ng de p24 en las partículas 

pseudotipadas por cada 300 mil células. En este sistema se tiene como control del sistema la 

transducción con las partículas pseudotipadas con la secuencia de ARN guía no específico y como 

control positivo se trataron las células con el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) a una 

concentración de 10 ng/mL, el cual se ha comprobado que reactiva el provirus latente en este 

modelo celular [63]. 

 

 

Figura 9. Esquema representativo de la metodología utilizada para desarrollar la actividad 1 del objetivo específico 

2. 

 

Actividad 2. Evaluación de reactivación del provirus por citometría de flujo y Western blot 

Luego de 48 horas post-transducción del modelo de J-Lat 10.6, se realizó la preparación de las 

muestras para analizar mediante citometría de flujo el porcentaje de población celular que 

presentan GFP, de al menos 10.000 células transducidas utilizando el LSRFortessa X-20 y 

FACSCantoA en el Laboratorio MED.UCHILE-FACS. Los datos obtenidos de los citómetros de 

flujo se analizaron en el programa FlowJo V10 obteniendo el gráfico de los parámetros FITC y el 

parámetro de tamaño FSC-A. En la Figura 10 se observa cómo se realizó la selección de la 

población GFP + para una repetición experimental, donde se agregó una tinción de ácidos 



 

 

nucléicos Helix NP Blue para observar la viabilidad celular por lo que la selección de la población 

GFP + se identificó en FITC +, Pacific Blue -, es decir el cuadrante inferior derecho. En todas las 

condiciones se observó que una pequeña parte de la población GFP + se aleja de la línea horizontal, 

tendiendo a subir a la vertical, por lo que se sugiere que aquellas células tratadas y reactivadas se 

encuentran en proceso de muerte celular. Donde más se aprecia este fenómeno es con el 

tratamiento con TNF-α, que se observan dos poblaciones, una GFP + y otra población que tiene 

agregada en sus células la tinción de ácidos nucleicos (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

Figura 10. Selección de población GFP + para cada condición de apagamiento genético realizada en el modelo J-Lat 

10.6. En la parte superior se observa selecciona la población GFP + de los controles sgCtrl y tratamiento con TNF-α. 

Para cada condición de observan tres gráficos: en grande se observa el gráfico de FITC-A vs Pacific Blue que permite 

determinar la población de células vivas que presentan GFP en Q3, la población de células vivas que no presentan 

GFP en Q4, la población de células muertas que no presentan GFP en Q1 y la población de células muertas que 

presentan GFP en Q2; al costado de este gráfico se observa en la parte superior la selección de población de singletes 

de las muestras; y en la parte inferior la posterior selección de la población de linfocitos T. Los datos se obtuvieron en 

el programa FlowJo V10. 

Los datos de las repeticiones experimentales se tabularon y se construyó un gráfico en el programa 

GraphPad Prism 8 (Figura 11). Se observó que el porcentaje de células GFP + frente al estímulo 

con TNF-α en el modelo J-Lat 10.6 fue de aproximadamente 82%, lo cual coincidió con lo 

obtenido en la literatura [63] y los datos obtenidos anteriormente en el laboratorio, mientras que el 

porcentaje de GFP + en el control negativo sgCtrl fue de aproximadamente 2% (Figura 11). De los 

datos y el análisis de significancia por la prueba t sugieren que el tratamiento con CRISPR-Cas9 

y ARN guías específicos para los genes NDUFS2 y MSR1 tuvo un efecto significativo sobre la 

reactivación proviral de VIH-1 en el modelo J-Lat 10.6, mientras que para los genes FITM1, MNT 

y TSC1, este último considerado como control positivo de la literatura, no tuvo un efecto 

significativo sobre la reactivación proviral en este modelo de latencia. 



 

 

 

Figura 11. Resultados del análisis de las muestras por citometría de flujo obtenidos luego de 48 horas post-

transducción de células J-Lat 10.6. Porcentaje de células GFP + en cada una de las condiciones evaluadas. Los valores 

muestran el promedio ± SEM. La distribución de normalidad se evaluó mediante la prueba de Shapiro-Wilk, mientras 

que la significancia estadística (p≤0.005) se determinó realizando un t-test pareado y paramétrico. *p<0.05, n=3. 

 

Posteriormente, se determinó los niveles de las proteínas Cas9-Flag, GFP y p24 de VIH-1 mediante 

Western blot para cada una de las condiciones (Figura 12). De acuerdo con los resultados 

obtenidos, fue posible determinar que el sistema de CRISPR-Cas9 se logró incorporar en las 

células J-Lat 10.6 para cada una de las condiciones, incluyendo la condición control sgCtrl, debido 

a la presencia de Cas9-Flag, mientras que en el control positivo de la reactivación TNF-α no se 

observó. La presencia de GFP se observó sólo en el control positivo. En cuanto a los niveles de la 

proteína estructural p24 de VIH-1, se observó aumento de los niveles de la proteína en cada una 

de las condiciones, siendo la condición sgCtrl donde menos aumentaron los niveles y en el control 

de reactivación TNF-α donde más se aumentaron los niveles. En cuanto a lo que ocurre en las 

condiciones de apagamiento, se observa la presencia de p24 en cada una. Debido a que la expresión 

de la proteína p24 está asociada a la expresión de la población de ARN mensajero no procesado 



 

 

de VIH-1, se puede determinar cómo indicador de transcripción tardía del provirus de VIH-1, lo 

que tiene mayor relevancia que la expresión de GFP. 

 

 

Figura 12. Inmunoblot de las proteínas Cas9-Flag, GFP y p24 de VIH-1 mediante la técnica Western blot para cada 

una de las condiciones experimentales realizadas en el modelo J-Lat 10.6. GAPDH se utilizó como control de carga. 

n = 1  



 

 

DISCUSIÓN 

 

El VIH-1/SIDA, una pandemia global que ha cobrado la vida de millones de personas, sigue siendo 

uno de los desafíos más apremiantes en la salud pública. Aunque la terapia con antirretrovirales 

(TAR) ha mejorado la esperanza de vida de los pacientes, aún no existe una cura definitiva. Uno 

de los principales obstáculos en la lucha contra VIH-1 es la presencia de la infección latente. Las 

células infectadas de forma latente albergan el ADN proviral de VIH-1 integrado en su genoma, 

pero no son activas replicativamente, evitando ser detectadas por el sistema inmunológico del 

hospedero. Estas células actúan como reservorios virales, manteniendo la infección a lo largo de 

la vida del individuo. En determinadas condiciones, la replicación viral se reactiva, generando 

partículas virales capaces de infectar nuevas células.  

 

Dentro de las distintas células que forman parte del reservorio latente de VIH-1, las de interés para 

esta investigación son las microglias [33], principal reservorio del virus en el sistema nervioso 

central [93]. Estas son células del sistema inmunológico innato del cerebro que pueden generar 

respuestas inmunológicas que poseen una larga vida media [94]. Al ser infectadas por VIH-1 

inducen neuroinflamación, aceleran el envejecimiento cerebral y promueven el trastorno 

neurocognitivo asociado al VIH-1 (HAND) [95]. El virus infecta principalmente a linfocitos T 

CD4+, por lo que también estas forman parte del reservorio latente de VIH-1 [29-31], siendo el 

tipo celular más estudiado en relación con la latencia de VIH-1. Comprender los mecanismos de 

latencia del VIH en microglías y linfocitos T CD4+ es fundamental para poder desarrollar 

estrategias que permitan eliminar o controlar la infección de forma más efectiva.  

 

El modelo de estudio de microglías humanas utilizado en esta investigación fueron la HμGlia/HIV 

HC69, el único modelo de microglía con latencia de VIH-1 disponible. Presenta una copia del 

provirus de VIH-1 integrado en su genoma, aunque este tiene una deleción en el gen gag 

imposibilitando la detección de p24. Sin embargo, posee el gen que codifica a GFP acoplado al 

gen nef, lo que permite observar la reactivación del provirus de VIH-1 mediante la expresión de 

GFP [92]. Si bien es un modelo celular que posee varios beneficios para el estudio sobre latencia 

por VIH-1 en microglías humanas, también tiene deficiencias, como por ejemplo las condiciones 

de cultivo deben ser muy rigurosas. Usan un medio con 1% SFB, bajo en glucosa y en presencia 



 

 

de 0,1% de dexametasona (DEXA), debido a que estas células poseen una alta tasa reactivación 

espontánea de VIH-1, presentando un aumento del nivel basal de expresión del VIH en el cultivo 

si no se encuentran en condiciones de medio controlado [96]. Además, la infección de la microglía 

por el VIH está fuertemente asociada con una alta producción de citocinas, particularmente TNF-

α [97, 98]. El estudio de Alvarez-Carbonell et al. corrobora que, en este modelo, el fenómeno 

también ocurre si no se encuentra en el medio la presencia de DEXA, llegando a una activación 

basal de alrededor de un 20% [96]. Dentro del diseño experimental, no se agregó DEXA en el 

medio al momento de sembrar las células en placas para tratar con las distintas condiciones, lo que 

demuestra lo observado por citometría de flujo en la condición control de transducción con sgCtrl, 

donde hay un 20% de población GFP+ en la condición (Figura 6 y 7), pudiendo generar un 

apantallamiento del efecto que se espera ver producto de la condición apagamiento de los genes. 

Además, al poseer una deleción en el gen gag, solo se puede observar de forma indirecta la 

reactivación, mediante la expresión de GFP acoplado al gen nef, que es transcrito en la primera 

fase de la transcripción [21], por lo que la expresión de GFP está asociada a momentos tempranos 

de la reactivación proviral, que podría o no llevar a la transcripción del resto de poblaciones de 

transcritos. 

 

En cuanto al modelo de linfocitos T humanos utilizado en esta investigación se usaron las J-Lat 

10.6, uno de los clones J-Lat desarrollado por Jordan et al. Estas células poseen una copia del 

provirus de VIH-1 integrado en su genoma en una zona específica que lo diferencia de los demás 

clones, posee deleción del gen env y el gen nef, donde este último es reemplazado por el gen que 

codifica a GFP, por lo tanto, posee características similares al modelo de microglías humanas, es 

incompetente para la replicación y permite observar la reactivación del provirus de VIH-1 

mediante la expresión de GFP [63]. A comparación del modelo anterior, no posee grandes 

dificultades en el manejo del cultivo celular, pero de igual forma una parte de la población celular 

expresa GFP espontáneamente [63]. En esta investigación se observó por citometría de flujo que 

en la condición control de transducción con sgCtrl hay un aproximado de 2% de población GFP + 

(Figura 10 y 11). En comparación con los demás clones J-Lat desarrollados, el clon 10.6 presenta 

una fuerte reactivación del provirus de VIH-1 al tratamiento con TNF-α [63], lo cual fue observado 

en los resultados obtenidos en esta investigación. Como esta línea celular es clonal en su sitio de 

integración del virus y deriva de células leucémicas con perfiles de transcripción y activación 



 

 

alterados, el entorno celular difiere del de los modelos primarios de células T CD4+ de latencia 

del VIH-1. 

 

Los candidatos promotores de la latencia analizados en esta investigación, NDUFS2, SLC16A7, 

MNT, MSR1 y FITM1, no han sido asociados con anterioridad a la latencia de VIH-1 y fueron 

seleccionados dentro de los cientos de genes enriquecidos obtenidos en el screening de CRISPR-

Cas9 realizado por la Dra. Chantal L. Márquez. 

 

NDUFS2 es la proteína hierro-azufre 2 de la NADH deshidrogenasa mitocondrial, que es una 

subunidad central de la cadena respiratoria de membrana mitocondrial NADH deshidrogenasa 

(complejo I), una ubiquinona oxidoreductasa que es responsable de transferir electrones del NADH 

a la cadena respiratoria esencial para actividad catalítica del complejo I [99, 100]. El estudio 

realizado por Dunham-Snary et al. demostró que NDUFS2 es un componente crítico sensible al 

redox de la vía de detección de oxígeno en la vasculatura pulmonar que desempeña un papel clave 

en la detección aguda de oxígeno pulmonar y la vasoconstricción pulmonar hipóxica [101]. El 

estudio realizado por Cabello-Rivera et al. demostró que la producción de ATP y la proliferación 

de células madre neurales se redujeron fuertemente en un modelo de ratón knock-out condicional 

con expresión reducida de NDUFS2 en células madre neuronales y gliales radiales [102], 

demostrando un papel importante en el SNC. Además, se ha descrito que al realizar una mutación 

de NDUFS2 mediada por CRISPR/Cas9 en células HEK293 durante 72 horas, se eleva 

notablemente la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) [103], lo que podría generar 

estrés oxidativo en las células que expresan en menor cantidad NDUFS2, fenómeno que se ha 

estudiado a la infección latente por VIH-1 en linfocitos T CD4+ como posible estrategia de 

tratamiento “shock and kill”, destinado a reactivar el provirus de VIH-1 y su posterior eliminación 

por citopatogenicidad o por el sistema inmunológico [104]. En nuestra investigación se observó 

que al realizar un tratamiento con un ARN guía específico para el gen NDUFS2 mediante CRISPR-

Cas9 en el modelo HμGlia/HIV HC69 y tiene un efecto significativo en la reactivación del provirus 

VIH-1 (Figura 7). Para el modelo J-Lat 10.6 se pudo observar expresión de proteína p24 por lo 

que se determina que también tiene un efecto positivo en la reactivación del provirus (Figura 12). 

Puede deberse a que este apagamiento de NDUFS2 eleva la producción de ROS en las células, que 

pueden modular la actividad de NF-кB [105], favoreciendo de esta manera la reactivación. 



 

 

Además, se ha descrito que el tratamiento con DEXA a ratas con lesión cerebral traumática altera 

la expresión de proteínas, como por ejemplo aumentando los niveles de NDUFS2 en el hipocampo 

[106], por lo que en condiciones de cultivo del modelo de microglias humanas se debería esperar 

que el tratamiento con DEXA también tenga este efecto, es decir, que se encuentre aumentado los 

niveles de NDUFS2, y que al realizar el apagamiento de NDUFS2 se aumente la producción de 

ROS, modulando la actividad de NF-κB. Entonces el fenómeno observado puede que no tenga 

relación con que NDUFS2 esté promoviendo la latencia, pero el reprimir su expresión podría 

reactivar el provirus de VIH–1. 

 

SLC16A7, también denominado transportador de monocarboxilato 2 (MCT2), se ubica en la 

membrana plasmática y facilita el transporte unidireccional de monocarboxilatos a través de la 

membrana plasmática mediante enlaces protónicos, principalmente lactato, piruvato y cuerpos 

cetónicos, siendo el lactato el sustrato más relevante [107]. Los monocarboxilatos transportados 

por esta proteína son importantes para satisfacer las demandas energéticas del SNC [108]. Se 

presenta una expresión moderada a baja en el cerebro y los leucocitos [109]. Moreira et al. han 

demostrado la expresión de MCT2 en microglías humanas activadas [110]. Se ha descrito que el 

lactato, responsable de la acidificación extracelular, y el piruvato pueden incluso aumentar en 

algunos tipos de células infectadas por VIH-1 de forma latente, debido a la activación simultánea 

de otras vías metabólicas, evadiendo la vía glucolítica temprana [111]. Dentro de las interacciones 

que se han estudiado entre MCT2 con otras proteínas se encuentra basigina (BSG o CD147) que 

ha sido descrita que, en otros transportadores de monocarboxilatos (MCT) como MCT1, MCT3 y 

MCT4, se encuentran estrechamente relacionados [107]. Se ha descrito que CD147 es un 

facilitador de la infección por VIH-1, ya que interactúa con ciclofilina A (CyPA o PPIA) [112], 

una proteína intracelular que ayuda al plegamiento de proteínas y funciona como chaperona de 

varios procesos celulares [113] y que se incorpora a las partículas del virus durante su 

morfogénesis [114], por lo que esta interacción de BSG y CyPA, promovería el ingreso de la 

partícula viral a la célula hospedera [112]. Para MCT2 se ha descrito que posee preferencia a unión 

a embigina por sobre BSG, por lo que no se encontrarían estrechamente relacionadas [107]. Por lo 

tanto, no existen antecedentes que indiquen que SLC16A7 está involucrada en la latencia de VIH-

1, y en nuestra investigación tampoco se logró observar un efecto significativo en la reactivación 



 

 

del provirus de VIH-1 en el modelo HμGlia/HIV HC69 al realizar un tratamiento con un ARN 

guía específico para el gen SLC16A7 mediante CRISPR-Cas9 (Figura 7). 

 

MNT es una proteína que se identificó por su interacción con la proteína MAX, actuando en 

conjunto como factor de transcripción [115]. Al igual que MYC, heterodimeriza con la proteína 

MAX y se une a secuencias Ebox, pero mientras que MYC-MAX normalmente aumenta la 

transcripción, MNT-MAX parece reprimir la transcripción [115, 116]. Se han descrito cuatro 

motivos Ebox en el LTR de VIH-1, dos se encuentran 11 pares de bases (pb) aguas arriba y 6 pb 

aguas abajo de la secuencia TATA [117, 118], siendo posibles sitios de unión de los heterodímeros 

MNT-MAX, los que podrían explicar una modulación de la replicación viral, e incluso el 

establecimiento y mantenimiento de la latencia en las células infectadas por VIH-1 [119]. En 

nuestra investigación se observó un efecto significativo en la reactivación del provirus de VIH-1 

en el modelo HμGlia/HIV HC69 al realizar un tratamiento con un ARN guía específico para el gen 

MNT (Figura 7). Para el modelo J-Lat 10.6 se pudo observar expresión de proteína p24 por lo que 

se determina que también tiene un efecto positivo en la reactivación del provirus (Figura 12). que 

podría estar ocurriendo por el mecanismo descrito del heterodímero de MNT-MAX, es decir, no 

hay represión de la transcripción ya que falta este complejo. Además, se podría estudiar si 

favoreciendo la unión de MYC-MAX en las Ebox presentes en los LTR de VIH-1, se podría 

simular o potenciar el efecto del apagamiento de MNT en el modelo de microglias, demostrando 

de esa manera que la expresión de MNT mantiene la latencia. 

 

MSR1 es el receptor depurador de macrófagos 1 también denominado como CD204, fue descrito 

como mediador de captación y degradación de la lipoproteína de baja densidad acetilada (acetil-

LDL) [120]. El gen codifica los receptores carroñeros de macrófagos de clase A (SR-A) en sus 

tres isoformas diferentes dadas por empalme alternativo: SR-AI, SR-AII y SR-AIII, siendo el 1 y 

el 2 las isoformas predominantes [121]. Esta proteína tiene ubicación transmembrana y debe 

homotrimerizar para cumplir su función [122]. Posee una diversidad de ligandos tanto endógenos 

como exógenos [123]. Dentro de los ligandos endógenos se puede destacar apolipoproteína E 

(ApoE) [124]. Se expresa en gran medida en macrófagos, pero también se expresa en microglías 

y en linfocitos T pero en menor proporción [125]. Se ha descrito a ApoE4 como un inhibidor 

inducible por VIH-1 de la producción viral e infectividad en macrófagos, que se debe a la 



 

 

degradación de Env, por lo que la infección por VIH-1 aumenta los niveles de ApoE en macrófagos 

y a su vez ApoE inhibe la producción viral [126]. Khan et al. describen en su estudio que las 

isoformas de ApoE similares a HDL en el cerebro ejercen efectos restrictivos sobre la 

transactivación LTR inducida por la proteína viral Tat de VIH-1, así impidiendo la transcripción 

de las proteínas virales y la producción de partículas virales de VIH-1 en las células [127], 

pudiendo dilucidar lo que sucede en una infección latente. Sabiendo estos antecedentes y juntando 

los resultados obtenidos en nuestra investigación, donde se observa que el apagamiento del gen 

MSR1 en los modelos de HμGlia/HIV HC69 y J-Lat 10.6 posee en efecto significativo en la 

reactivación del provirus de VIH-1 (Figura 7 y 11), se propone que el camino por el cual mantiene 

la latencia de VIH-1 sería a través de su interacción con las isoformas de ApoE, aunque se 

requieren más estudios para lograr dilucidar el mecanismo.  

  

FITM1 es una proteína que pertenece a las proteínas transmembrana inductoras de 

almacenamiento de grasa (FITM) que residen en el retículo endoplasmático [128]. Se ha descrito 

que median la formación de gotas lipídicas y además participa en el metabolismo de los lípidos y 

protege contra el estrés celular [129, 130]. Está regulado por un grupo de factores de transcripción 

los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) [131]. No hay estudios que 

relacionen FITM1 y la infección por VIH-1, pero se ha descrito que otras proteínas que están bajo 

el control de los PPAR se han relacionado con VIH: Perilipina 2 (PLIN2) al inhibirse mediante 

shRNA inhibe la replicación del VIH-1 en células T Jurkat cultivadas [132]. Dentro de los 

resultados de nuestra investigación se observó un efecto significativo en la reactivación del 

provirus de VIH-1 en el modelo de HμGlia/HIV HC69 (Figura 7), y J-Lat 10.6 mediante la 

expresión de niveles de p24 (Figura 12) pero dado los antecedentes que se tienen no es posible 

asociar una vía molecular por la cual ocurre este fenómeno, requiriéndose de mayor investigación 

al respecto. 

  

TSC1 es una proteína citoplasmática también denominada hamartina que interactúa con TSC2 y 

TBC1D7 en el citoplasma para conformar un complejo que reprime el crecimiento celular al inhibir 

la activación de mTORC1 a través de GTPasa RHEB, por lo que desempeñan variadas funciones 

fisiológicas [133]. La pérdida de TSC1 en las células T da como resultado un mayor tamaño 

celular, un ciclo celular aberrante y las actividades altas de mTORC1, lo que finalmente conduce 



 

 

a la muerte celular apoptótica [134, 135], por lo que nos indica que es una proteína fundamental 

en estas células. Jin et al. han descrito que TSC1 es un gen que mantiene la latencia de VIH-1 en 

líneas celulares de linfocitos T y monocitos regulando negativamente la vía AKT-mTORC1 [80], 

por lo que se esperaba que al realizar el apagamiento del gen TSC1 en el modelo de linfocitos T 

J-Lat 10.6, lo cual pudimos determinar mediante la expresión de p24 (Figura 12). Pese a que el 

sitio de integración del provirus del modelo utilizado por Jin et al. y el modelo J-Lat 10.6 es 

diferente. TSC1 no se ha descrito como un gen que se exprese en microglías, lo que podría explicar 

la falta de efecto significativo en la reactivación del provirus de VIH-1 en el modelo HμGlia/HIV 

HC69 (Figura 7). Esta diferencia de reactivación en ambos modelos puede deberse a marcadores 

epigenéticos distintos en estos tipos celulares, provienen de células de distinta progenie, donde las 

microglías provienen de progenitores mieloides tempranos en el saco vitelino embrionario; 

mientras que los linfocitos provienen de progenitores linfoides de la hematopoyesis hepática [136]. 

 

El método de CRISPR-Cas9 utilizado para llevar a cabo el apagamiento de genes específicos, 

requiere de la verificación del apagamiento del gen, que no se llevó a cabo en esta investigación, 

por lo tanto, los resultados observados solo nos permiten dilucidar lo que ocurre al realizar el 

tratamiento de ARNs guías específicos para cada gen y el sistema de CRISPR-Cas9. Se requiere 

la realización de verificación del apagamiento para poder afirmar la hipótesis. Además, es 

importante recalcar que no se realizó una selección de las células que hayan incorporado el sistema 

de CRISPR-Cas9, por lo que no podemos determinar el porcentaje de células que se han 

modificado con el tratamiento pudiendo, observarse cambios modestos en el tratamiento con las 

condiciones de tratamiento con CRISPR-Cas9 y los ARN guías específicos para cada gen. 

 

Al realizar un screening de CRISPR de genoma completo ha permitido el estudio de la latencia de 

VIH-1 en distintas líneas celulares, identificando posibles candidatos de genes involucrados en la 

latencia de VIH-1 [80-90]. Es una de las técnicas más eficientes de pérdida de función [80], pero 

presenta desafíos como en la especificidad de los ARN guía.  Puede no ser perfecta la especificidad 

de los ARN guía seleccionados en las librerías que estudian miles de ARN guías dirigidos a miles 

de genes. Los problemas de especificidad llevan a cortes por Cas9 en secuencias genómicas 

similares, pero no idénticas al objetivo, pudiendo obtener resultados falsos positivos. Es por esto 

que es crucial realizar la validación individual de cada gen, que se puede llevar a cabo mediante 



 

 

silenciamiento de la proteína o apagamiento del gen. Para nuestra investigación se llevó a cabo el 

apagamiento de los genes seleccionados mediante CRISPR-Cas9, utilizando un ARN guía para 

cada uno de los genes, obteniendo los resultados anteriormente descritos. Para demostrar la 

implicancia de aquellos genes que, al realizar el apagamiento, reactivan el provirus de VIH-1, es 

necesario: verificar por Western blot la disminución de la síntesis de cada proteína con su 

anticuerpo específico; aumentar la cantidad de ARN guía dirigidos a cada gen, para aumentar la 

especificidad del apagamiento; realizar líneas KO clonales para cada proteína; probar el uso de 

alguna droga que permita inhibir la expresión de las proteínas, buscando obtener una posible 

estrategia “shock and kill”; u observar el efecto de la sobreexpresión de la proteína, buscando 

obtener una posible estrategia “block and lock”. 

 

CONCLUSIÓN 

 

En conjunto, los resultados obtenidos en esta investigación, podemos determinar que el tratamiento 

con CRISPR-Cas9 y ARN guías específicos para los genes NDUFS2, MNT, MSR1 y FITM1 

permite la reactivación del provirus de VIH-1 en modelos celulares de Microglías y Linfocitos T 

 

No es posible proponer un mecanismo de establecimiento de la latencia, pero si permiten proponer 

nuevos mecanismos de reactivación del provirus de VIH-1 en un modelo celular de microglias 

humanas y que se comparten en el modelo de linfocitos T. 

 

Nuestros hallazgos ofrecen una nueva perspectiva sobre los posibles mecanismos involucrados en 

la infección latente en microglías y linfocitos T. Teniendo el potencial de respaldar el desarrollo 

de estrategias terapéuticas innovadoras para combatir el VIH. 
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