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RESUMEN

Introducción: Una de las estrategias del virus de la hepatitis B (VHB) para establecer infección 
crónica es la persistencia del intermediario replicativo denominado ADN circular covalentemente 
cerrado (cccDNA) en los hepatocitos infectados. El cccADN forma un complejo con histonas celula-
res, por esto se conoce como minicromosoma (mcADN), que se caracteriza por presentar patrones 
de metilación que regulan el nivel de actividad transcripcional; por lo que corresponde a un blanco 
terapéutico para el control de la replicación viral y para la eventual cura virológica. Las tecnologías 
para guiar efectores epigenéticos a secuencias genómicas específicas se ha planteado como una 
excelente opción.

Métodos: En este trabajo se muestra el uso de la tecnología CRISPR/dCas9 para regular la actividad 
transcripcional del VHB utilizando como blanco un modelo de cccADN recombinante. Para evaluar 
el efecto inhibitorio se utilizó un constructo CRE/LoxP recombinasa para generar copias de cccADN 
(rcccADN) del VHB (pCre/LoxP HBV GFP (S)). Células HepG2 fueron cotransfectadas transitoriamente 
con plásmidos con el sistema CRISPR/dCas9 fusionado con efectores epigenéticos ADN 
metiltransferasas, Histona tri-metiltransferasa, un dominio transcripcional pasivo (dCas9-SKD), o 
el multiefector CRISPR-Off. Como control se cotransfectó un plásmido dCas9 sin efectores (dCas9-
NED). Para posicionar el sistema CRISPR/dCas9 en la secuencia reguladora cercana a los “enhancers” 
I/II del genoma de VHB, fueron adicionados 8 ARNs guía (sgRNA). Luego de la cotransfeccion, se 
extrajo ARN total y se cuantificaron los transcritos virales mediante RT-qPCR. 

Resultados: El análisis de los transcritos virales demostró que la cotransfección en combinación 
con los efectores individuales, o usando CRISPR-Off, evidenció una reducción significativa del nivel 
de los transcritos virales comparado con el control dCas9-NED. 

Conclusiones: Este reporte demuestra la aplicabilidad de la tecnología CRISPR/dCas9 para regular 
la actividad transcripcional de rcccADN del VHB.
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