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DESCRIPCION
Método para transfectar células eucaréticas usando fibras de sepiolita
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para transfectar células eucariotas in vitro o ex vivo con uno 0 mas
acidos nucleicos, usando una composicion de transfeccion que contiene uno o mas materiales compuestos que
comprenden fibras de sepiolita y uno o mas cationes polivalentes.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que contiene, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, dicho material compuesto y uno o més cationes polivalentes.

Antecedentes y descripcion general de la invencion

La transfeccion se refiere a un proceso que consiste en introducir deliberadamente un &cido nucleico funcional
biolégico en el nicleo de una célula eucariota. El acido nucleico extrafio entonces se expresa y retiene sus funciones
dentro de la célula.

Este proceso conduce a una transfeccion estable, cuando el &cido nucleico extrafio se integra en el genoma de la
célula, o a una transfeccion transitoria, cuando el &cido nucleico extrafio se expresa por un tiempo limitado.

La transferencia de acidos nucleicos particulares a organismos biolégicos es un tema fundamental para disefiar nuevas
estrategias prometedoras para la terapia génica y/o el desarrollo de nuevos modelos bioldgicos de interés tanto para
la investigacién académica y bioldgica/biotecnoldgica, médica y de agronomia aplicada.

Se ha desarrollado una amplia gama de sistemas de administracion no virales que conducen a métodos de
transfeccién tanto quimicos como fisicos.

Los métodos comunes de transfeccion fisica incluyen electroporacién, hidroporaciéon, sonoporacion, tecnologia
biolistica, micro/nanoinyeccion y laser/optoinyeccion. Estos métodos normalmente emplean una fuerza fisica para
vencer la barrera de membrana de las células y asi facilitar la transferencia intracelular de acidos nucleicos. La
aplicacién de estos métodos es bastante simple, ya que el acido nucleico se introduce en la célula sin involucrar a un
vehiculo particular o un sistema viral. Sin embargo, estos métodos requieren equipos caros. También requieren mucho
tiempo e inducen varios inconvenientes, incluyendo la mortalidad celular y los dafios en los tejidos. Ademas, las
perspectivas de administracion in vivo son pobre.

Los métodos de transfeccion quimica normalmente se basan en el uso de interacciones electrostaticas entre
compuestos cationicos y el esqueleto cargado negativamente de acidos nucleicos. Por lo tanto, los reactivos de
transfeccion se componen cominmente de liposomas catidnicos y polimeros catiénicos, que forman complejos
electrostaticos con los acidos nucleicos. Aunque estos métodos no requieren un equipo en particular, sus reactivos
siguen siendo caros y sus aplicaciones no son completamente satisfactorias. De hecho, estos métodos comprenden
generalmente varias etapas que pueden ser dificiles de controlar, y su eficiencia depende del tipo de célula. Ademas,
requieren mucho tiempo, son dificiles de reproducir y pueden volverse toxicos a altas concentraciones.

Por lo tanto, existe una necesidad real de proporcionar un método de transfeccion no viral que supere los
inconvenientes mencionados anteriormente. El método debe ser econdmico, facil de reproducir e inducir una alta
eficiencia de transfeccion.

El método también desencadenara transfeccién estable y transitoria y sera adecuado para los tipos de células
eucariotas.

El solicitante ha descubierto ahora, sorprendentemente, que podria lograrse una transfecciéon eficaz de células
eucariotas usando un material compuesto que comprende fibras inorganicas particulares que estan unidas con los
acidos nucleicos a transfectar en la célula.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un método para transfectar células eucariotas in vitro o ex vivo con uno
0 mas éacidos nucleicos en donde dichas células se ponen en contacto con una composicion de transfeccién que
contiene uno o mas materiales compuestos que comprenden fibras de sepiolita, que tienen una longitud media menor
o igual a 2 pm, unida a dichos acidos nucleicos y uno o mas polivalentes cationes.

El método de la invencién permite alcanzar los objetivos descritos anteriormente.
El método de transfeccién segun la invencion no requiere un equipo costoso particular.

El solicitante ha descubierto que las fibras de sepiolita particulares usadas en la presente invencién se internalizan
espontaneamente y rapidamente en las células eucariotas, y en particular en las células de mamiferos. El método de
transfeccion segun la invencion, por lo tanto, no consume mucho tiempo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2798 449 T3

Ademas, el solicitante ha descubierto, sorprendentemente, que el método de transfeccion segun la invencion permite
la internalizacion nuclear de los acidos nucleicos.

El método segun la invencién desencadena la transfeccidn estable y transitoria de diferentes tipos de acidos nucleicos
en diferentes tipos de células eucariotas.

Ademas, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) y la Directiva Europea consideran que las
fibras de sepiolita particulares utilizadas en la invencién no son peligrosas ni cancerigenas. El método de la invencién
constituye un enfoque prometedor para la terapia génica, en particular para el tratamiento de trastornos genéticos,
enfermedades cardiovasculares, SIDA y cancer.

Por lo tanto, un primer tema de la presente invencién es un método no terapéutico para transfectar células eucariotas
in vitro o ex vivo con uno o mas acidos nucleicos en donde dichas células se ponen en contacto con una composicion
de transfeccion que contiene uno o mas materiales compuestos que comprenden fibras de sepiolita, que tienen una
longitud media menor o igual a 2 um, unida a dichos &cidos nucleicos y uno o méas polivalentes cationes

De manera similar, la presente invencién también se refiere a una composicién farmacéutica que contiene, en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, dicho material compuesto y uno 0 mas cationes polivalentes.

Otros temas, caracteristicas, aspectos y ventajas de la invencion surgiran adn mas claramente al leer la descripcion y
los ejemplos que siguen.

En lo que sigue y, a menos que se indique lo contrario, los limites de un intervalo de valores se incluyen dentro de

este intervalo, en particular en las expresiones "de entre" y "que vande ... a ...".
Ademas, la expresién "al menos uno" utilizada en la presente descripcién es equivalente a la expresion "uno o mas".
Figuras

La figura 1 muestra la eficacia del método de transfeccion de la presente invencion en células de hamster V79 (1Ay
1B). Las células V79 se transfectaron con materiales compuestos que comprenden fibras de sepiolita (1A) o fibras de
sepiolita sonicadas (1B) unidas con el gen resistente a G418, en presencia de CaCla.

La figura 2 muestra la eficacia del método de transfeccion de la presente invencién en presencia de diferentes cationes
polivalentes, Mg?* (2A, izquierda), Ca?* (2A, derecha y 2B, 1-2), espermidina (2B, 3-4) y espermina (2B, 5-6), en células
de hamster V79.

La Figura 3 muestra la eficacia del método de transfeccion de la presente invencion usando fibras de sepiolita
sonicadas en células humanas U20S. Las células U20S pretratadas con cloroquina (3B) se compararon con las
células no tratadas (3A). Ambos tipos de células fueron transfectadas con materiales compuestos que comprenden
fibras de sepiolita sonicadas.

La Figura 4 muestra la afinidad entre las fibras de sepiolita y los acidos nucleicos en ausencia (curva 4A) o la presencia
de diferentes cationes polivalentes, Mg?* (curva 4B), Ca?* (curva 4C), espermidina (curva 4D) y espermina (curva 4E).

Descripcion detallada del invento

La presente invencion se basa en el uso de materiales compuestos particulares que comprenden fibras de sepiolita,
que tienen una longitud media inferior o igual a 2 pm.

La sepiolita es un silicato de magnesio hidratado natural de férmula celular de wunidad teodrica
Si12030Mgs(OH,F)4(H20)4,8H20. La sepiolita muestra una alternancia de bloques y tineles que crecen en la direccién
de la fibra. Los blogues estan constituidos por dos capas de silice tetraédrica que intercalan una capa central de éxido
de hidréxido de magnesio. La discontinuidad de las laminas de silice da lugar a la presencia de grupos silanol (Si-OH)
en los bordes de los canales, que son los tuneles abiertos a la superficie externa de las particulas de sepiolita.

Segun una realizacion preferida, el area superficial especifica total de las fibras de sepiolita, determinada por
mediciones BET, varia de 100 a 500 m2/g, preferiblemente de 200 a 400 m2/g.

En una realizacion preferida, la longitud media de las fibras de sepiolita es menor o igual a 1 um, y mejor aun menor
o igual a 800 nm. Mas preferiblemente, la longitud media de las fibras de sepiolita varia de 150 a 850 nm.

La sepiolita usada en el material compuesto de la invencién contiene ventajosamente menos del 1% en peso de fibras
que tienen una longitud de al menos 5 um, preferiblemente menos del 5% en peso de fibras que tienen una longitud
de al menos 2,5 pm.

La distribucion del tamaro (longitud y diametro) de las fibras puede determinarse mediante microscopia electrénica
de transmisién (TEM), utilizando un microscopio electronico de transmision Zeiss 912AB (modo de campo oscuro con
iluminacién inclinada).
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Ademas, el diametro medio de las fibras de sepiolita de la presente invencién es preferiblemente menor o igual a 50
nm, mas preferiblemente menor o igual a 25 nm, y mejor todavia si varia de 8 a 18 nm.

Ejemplos de fibras de sepiolita que pueden usarse en la presente invencién son los productos vendidos por la empresa
Tolsa S.A., con el nombre Pangel S9, y por la empresa Kremer Pigmente GmbH & Co, con el nimero 58945.

Segun una realizacién preferida particular, las fibras de sepiolitas se sonican antes de la preparacién del material
compuesto, es decir antes de ponerlas en contacto con los acidos nucleicos.

De hecho, el solicitante ha descubierto que sonicar las fibras de sepiolita aumenta la afinidad entre las fibras y los
acidos nucleicos, y mejora la eficacia general de la transfeccion.

La concentracion de las fibras de sepiolita en la composicion de transfeccién de la presente invencion normalmente
varia de 0,1 a 5 pg.ul", preferiblemente de 0,5 a 4 ug.ul', y mejor ain de 1 a 3 ug.pl.

El material compuesto usado en la presente invencion comprende uno o mas acidos nucleicos que estan unidos a las
fibras de sepiolita.

Cuando dos o mas cadenas de acido nucleico distintas estan presentes en la composicion de transfeccion, el método
de lainvencién es un método de cotransfeccion. El término distinto significa que las cadenas de acido nucleico tienen
estructuras diferentes.

En la presente invencion, los acidos nucleicos pueden elegirse en particular de ADN, ARN, hibridos de ADN/ARN y
acidos nucleicos modificados quimicamente. Mas preferiblemente, los acidos nucleicos se eligen entre cadenas de
ADN y cadenas de ARN.

Segun una realizacion preferida, los &cidos nucleicos se eligen entre cadenas de acido nucleico lineales o circulares,
monocatenarias o bicatenarias. Los &cidos nucleicos pueden estar presentes en cualquier tipo de vector.
Preferiblemente, el vector es un plasmido, tal como pCMV.

Segun otra realizacion preferida, los acidos nucleicos se eligen entre cadenas de ARN monocatenarias o bicatenarias.
Preferiblemente, el ARN bicatenario es un ARNip.

La concentracién de los acidos nucleicos en la composicion de transfeccion de la presente invencion normalmente
puede variar de 0,05 a 0,9 pug.ul", preferiblemente de 0,08 a 0,75 ug.pl-.

El material compuesto de la presente invencion puede prepararse afiadiendo los acidos nucleicos descritos
anteriormente a una suspensién de las fibras de sepiolita en un medio liquido. Los acidos nucleicos se unen
espontaneamente a las fibras de sepiolita.

El medio liquido se elige preferiblemente de agua, un medio de crecimiento o un tampén Tris-HCI.
Segun una realizacion preferida, el medio liquido es un tampdén Tris-HCI 10 mM, con un valor de pH igual a 7,5.

Segun una realizacion preferida, la suspensiéon de fibras de sepiolita se sonica antes de la adicién de los acidos
nucleicos.

La composicién de transfeccion de la presente invencién contiene ventajosamente dicho material compuesto en un
medio liquido como se describe anteriormente.

La composicién de transfeccién normalmente se prepara anadiendo dichos &acidos nucleicos directamente a las fibras
de sepiolita en suspensién en dicho medio liquido.

En el material compuesto de la presente invencién, la relacién en peso entre la cantidad de dichos &cidos nucleicos y
la cantidad de dichas fibras de sepiolita varia ventajosamente de 20 a 300 pg de acidos nucleicos unidos por mg de
fibras de sepiolita, preferiblemente de 50 a 270 ug de acidos nucleicos unidos por mg de fibras de sepiolita, y mejor
aun de 70 a 200 ug de &cidos nucleicos unidos por mg de fibras de sepiolita.

Segun una realizacion particular de la invencién, el material compuesto comprende ademas una o mas moléculas
adicionales que también estan unidas a las fibras de sepiolita, elegidas entre moléculas biol6gicas, moléculas quimicas
y mezclas de las mismas.

En particular, las moléculas bioldgicas se eligen entre polisacaridos, virus, lipidos, proteinas y mezclas de los mismos,
y mas preferiblemente de proteinas.

Las moléculas quimicas se eligen ventajosamente entre las toxinas que tienen un interés terapéutico, tal como la
cloroquina.

Esta realizacion se puede lograr afiadiendo dichas moléculas bioloégicas o quimicas directamente en la composicion
de transfeccién descrita anteriormente.
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La composicién de transfeccion, segun la presente invencion, contiene ademas uno o mas cationes polivalentes.

De hecho, el solicitante ha descubierto que, en presencia de cationes polivalentes, aumenta la afinidad entre las fibras
de sepiolita y los acidos nucleicos, lo que conduce a una mejora significativa de la eficacia global de la transfeccién.

En una realizacién preferida, los cationes polivalentes se eligen entre:
- cationes inorganicos divalentes, tal como el Mg?* y Ca?*y

- aminas alifaticas policatidnicas, preferiblemente aminas trivalentes y tetravalentes, tales como espermidina y
espermina.

Segun una realizacién particularmente preferida, los cationes polivalentes son cationes inorganicos divalentes, y se
eligen aiin méas preferiblemente de Mg?*, Ca* y mezclas de los mismos.

Los cationes polivalentes, presentes en la composicién de transfeccion de la presente invencion, tienen una
concentracién que preferiblemente varia de 0,5 a 100 mM, y mas preferiblemente de 0,5 a 80 mM.

El método de la presente invencidn es un método para in vitro, transfectar células eucariotas ex vivo o en vivo. Segun
una realizacion preferida, las células eucariotas son células de mamifero. Como ejemplos preferidos de células de
mamifero, se pueden mencionar células humanas, de mono, caninas, felinas, bovinas y murinas. Mas
preferentemente, las células de mamifero son células humanas.

Las células eucariotas son ventajosamente células cancerosas de mamifero, y mas preferiblemente células
cancerosas humanas.

Segun otra realizacion particular, las células eucariotas son células de insecto.

Las células eucariotas de la presente invencién pueden provenir de lineas celulares establecidas o de cultivos
celulares primarios. Preferiblemente, las células eucariotas provienen de lineas celulares establecidas. Los ejemplos
de lineas celulares establecidas son las células de hamster chino (células V79) y las células de osteosarcoma humano
(células U20S).

Ademas, las células eucariotas de la presente invencion pueden ser células en divisidon o células en no division,
preferiblemente células en division.

Las células eucariotas de la invencion pueden ser células somaticas o madre, preferiblemente células soméaticas.

Las células eucariotas se cultivan en un medio de crecimiento apropiado, que puede complementarse con varios
factores de crecimiento, nutrientes y antibiéticos. Los ejemplos de medios de crecimiento adecuados incluyen medio
Eagle modificado (MEM) y medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), dependiendo de la linea celular.

Sin embargo, los expertos en la materia apreciaran la elecciéon del medio de crecimiento, porque algunas células
requieren un medio de crecimiento especial. Por lo tanto, un experto en la materia adaptara la preparacion del medio
de crecimiento a las células estudiadas, incluyendo pH, concentraciéon de glucosa, factores de crecimiento, nutrientes
y antibioticos.

Preferiblemente, el medio de crecimiento usado en la presente invencion comprende un 10% en volumen de suero
fetal bovino (FBS), en relacién con el volumen total del medio de crecimiento.

Ademas, las condiciones de cultivo, tales como la temperatura y el porcentaje de COz, serd adaptado por una persona
experta en la técnica, dependiendo de los tipos de células. Segun una realizacion preferida, las células eucariotas se
incuban a 37 °C y con 5% de COsa.

La densidad 6ptima de las células depende de los tipos de células y del propdsito particular del método de transfeccion.

El medio de crecimiento puede contener ademas uno o mas componentes adicionales. Preferiblemente, el medio de
crecimiento comprende cloroquina.

Antes de poner en contacto las células con la composicion de transfeccion, el medio de crecimiento se elimina
preferiblemente y se reemplaza por un medio de crecimiento nuevo. Preferiblemente, el medio de crecimiento nuevo
comprende cloroquina.

Segun una realizacion preferida de la invencion, las células eucariotas se incuban con cloroquina antes de ponerlas
en contacto con la composicién de transfeccion.

De hecho, el solicitante ha descubierto que la transferencia de acidos nucleicos aumenta cuando las células han sido
tratadas previamente con cloroquina. Por lo tanto, se mejora la eficacia general de la transfeccion.
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Las células eucariotas se preincuban con cloroquina, poniéndolas en contacto con cloroquina, durante un periodo que
varia ventajosamente de 5 a 60 minutos, y mas preferiblemente de 15 a 45 minutos antes de la introduccion de la
composicién de transfeccion.

La cloroquina puede estar presente en una concentracion que varia de 2 a 100 uM, y preferiblemente de 5 a 25 uM
con respecto al medio de crecimiento celular.

El método para transfectar células eucariotas in vitro o ex vivo segun la presente invencién comprende una etapa en
la que las células eucariotas se ponen en contacto con la composicién de transfeccion descrita anteriormente.

Esto puede lograrse ventajosamente introduciendo la composicién de transfeccion directamente en el medio de
crecimiento que contiene dichas células.

Segun otra realizacién preferida, la composicién de transfeccion se pone en contacto directo con las células, antes de
anadir el medio de crecimiento.

El método de transfeccion, segun la presente invencién, no requiere accion mecanica, como una friccidn mecanica,
de las fibras de sepiolita en las membranas celulares eucariotas para permitir la internalizacion celular de los materiales
compuestos. El material compuesto solo se pone en contacto con las células eucariotas, sin ninguna accién mecanica
sobre las células y/o el material compuesto.

La concentracién de las fibras de sepiolita en el medio que rodea dichas células eucariotas, después de contactar
dichas células eucariotas con la composicion de transfeccion, varia preferiblemente de 0,1 a 50 ng.ul', méas
preferiblemente de 1 a 20 ng.pl", y mejor atin de 5 a 10 ng.pl".

El medio que rodea las células eucariotas durante la transfeccion en si normalmente esta compuesto de una mezcla
del medio de crecimiento y la composicion de transfeccién.

Segun una realizacion preferida, las células eucariotas se ponen en contacto con la composicion de transfeccion
durante un periodo que es superior o igual a una hora.

Mas preferiblemente, las células eucariotas se ponen en contacto con la composicién de transfeccién durante un
periodo que varia de 1 a 60 horas, y mejor aun de 6 a 48 horas.

Después de que la transfeccion se haya completado lo suficiente, el proceso puede detenerse simplemente
reemplazando el medio liquido que rodea las células, que normalmente estd hecho de una mezcla del medio de
crecimiento y de la composicién de transfeccion, con un medio de crecimiento nuevo que no contiene el dicho material
compuesto.

La eficacia del método de transfeccion puede analizarse mediante diferentes métodos. El nivel de expresion del gen
objetivo puede ser detectado por genes informadores, como por ejemplo el gen mKate2, el gen de la luciferasa o la
expresion del gen de la B-galactosidasa. La sefal de mKate2 se puede observar directamente bajo un microscopio de
fluorescencia, la actividad de la luciferasa puede detectarse con un luminémetro y el producto azul catalizado por la
B-galactosidasa se puede observar con un microscopio o un lector de microplacas. Una persona experta en la técnica
esta familiarizada con el funcionamiento de estos reporteros y como pueden ser introducidos en un sistema de
administracion de genes.

El &cido nucleico y sus productos de expresion pueden determinarse mediante diversos métodos, tales como la
deteccion de inmunofluorescencia o inmunocitoquimica enzimatica, autorradiografia o hibridacion in situ. Si se usa la
inmunofluorescencia para detectar la expresion de una proteina codificada, se usa un anticuerpo marcado con
fluorescencia que se une a la proteina objetivo. Las células que contienen la proteina se identifican detectando una
sefal fluorescente. Si las moléculas administradas pueden modular la expresién génica, el nivel de expresién génica
objetivo también puede determinarse mediante métodos tales como autorradiografia, hibridacion in situ y PCR in situ.

Otro método Uutil para evaluar la eficacia de la transfeccion, que se usé en los ejemplos a continuacion, consiste en
transfectar las células con un plasmido que codifica un gen resistente a un antibiético particular, como G418. Las
células transfectadas se vuelven resistentes al antibiético y, por lo tanto, se pueden seleccionar facilmente
simplemente afiadiendo el antibiético al medio que contiene las células. El nimero de células transfectadas se puede
estimar visualmente.

El método de identificacion puede elegirse dependiendo de las propiedades de los acidos nucleicos administrados y/o
sus productos de expresion.

Otro objeto de la presente invenciébn es una composicién farmacéutica que contiene, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, uno o mas materiales compuestos como se describe anteriormente, y uno o0 mas
cationes polivalentes, preferiblemente elegidos entre:
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- cationes inorganicos divalentes, como el Mg?+ y Ca?'y

- aminas alifaticas policatiénicas, preferiblemente aminas trivalentes y tetravalentes, tales como espermina y
espermidina.

Dicho material compuesto comprende fibras de sepiolita, que tienen una longitud media inferior o igual a 2 um, unidas
con uno o mas acidos nucleicos.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica se usa para transfectar células de mamifero.
En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica de la presente invencion es para uso en terapia génica.

Mas preferiblemente, la composicién farmacéutica de la presente invencion es para uso en el tratamiento del cancer,
enfermedades cardiovasculares, SIDA, trastornos genéticos o trastornos autoinmunes, y ain mejor en el tratamiento
del cancer.

El cancer puede ser cualquier tipo de cancer o tumor, incluido un carcinoma, un sarcoma, un linfoma, un melanoma,
un tumor pediatrico y un tumor de leucemia.

En particular, el cancer puede ser cualquier tipo de cancer, incluido un sarcoma gastrointestinal, un cancer renal, un
cancer de mama, una leucemia, un linfoma de Hodgkin, un neuroblastoma, un cancer de prostata, un cancer de
esofago, un cancer de colon, un cancer rectal, un cancer de ovario, un cancer de pancreas, un cancer testicular, un
cancer de vejiga, un cancer de pulmdn, un cancer de tiroides, un osteosarcoma y un melanoma.

Segun otra realizacién preferida, la composicion farmacéutica de la presente invencién es para usar en la inmunizacion
de mamiferos, y mas preferiblemente en la inmunizacion de humanos.

Otro objeto de la presente invencion es un material compuesto como se describid anteriormente, para su uso para
transfectar células de mamifero. Dicho material compuesto comprende fibras de sepiolita, que tienen una longitud
media inferior o igual a 2 um, unidas con uno o mas acidos nucleicos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se dan en la siguiente seccidén experimental, que debe considerarse
como ilustrativa y no limitativa del alcance de la presente solicitud.

Ejemplos
Suspensiones de sepiolita

Se prepararon dos suspensiones de sepiolita dispersando fibras de sepiolita (Pangel S9 de Tolsa, que tiene una
longitud media que varia de 200 a 600 nm y un didmetro medio de 15 nm) en un tampén Tris-HCI (10 mM, pH = 7,5)
para obtener una concentracion final de fibras de sepiolita de 2 pg.ul'. La primera suspension de sepiolita (Sep) se
mezcld vigorosamente durante al menos 10 minutos, mientras que la segunda suspension de sepiolita (sSep) se
sonicé tres veces al 30% de amplitud durante 10 segundos cada vez con un Vibra cell 75042 (Bioblock Scientific).

Cultivos celulares

Se cultivaron células de hamster chino (células V79) en placas como monocapas en medio de Eagle modificado (MEM)
suplementado con 10% en volumen de suero fetal bovino (FBS), en relacién con el volumen total del medio.

Se cultivaron células de osteosarcoma humano (células U20S) en placas como monocapas en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% en volumen de FBS, en relacion con el volumen total del
medio.

Las células V79 y U20S se incubaron a 37 °C, con 5% de COz en aire y 100% de humidificacién.
MEM, DMEM y FBS se adquirieron de Life Technologies™.
Las células V79 y U20S se dividieron en 6 pocillos/placas a una densidad de 2:10*y 1+10* respectivamente.
Ejemplo 1
(a) Para transfectar células V79, se prepararon 70 pl de una composiciéon de transfeccion mezclando:
- 40 ul de suspension de sepiolita (Sep 0 sSep) como se describi6é anteriormente,
- 14 pl de CaClz2 50 mM,
- 7,8 pl de TrisHCI 10 mM y

- 8,2 ul de pCMV (0,49 pg.ul") que codifica el gen resistente a G418.
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Para comparar la eficacia de la transfeccion en presencia de fibras de sepiolita sonicadas y no sonicadas en células
V79, se prepararon dos composiciones de transfecciéon: una usando la suspension no sonicada de fibras de sepiolita
(Sep) y la otra usando la suspensién sonicada de fibras de sepiolita (sSep).

Después de 2 horas de agitaciéon, se anadieron 5,83 ml de MEM, suplementado con FBS como se describié
anteriormente, y se obtuvieron asi dos composiciones de transfeccion.

(b) Para transfectar células U20S, se prepararon 70 ul de una composicién de transfeccion mezclando:
- 40 pl de suspension de sepiolita (Sep o sSep) como se describié anteriormente,
- 14 pl de CaClz2 50 mM,y
- 16 ul de pCMV (0,49 pg.ul") que codifica el gen resistente a G418.

Para comparar la eficacia de transfecciéon en presencia de fibras de sepiolita sonicadas y no sonicadas en células
U20S, se prepararon dos composiciones de transfeccién: una que usa la suspension no sonicada de fibras de sepiolita
(Sep) y la otra que usa la suspension sonicada de fibras de sepiolita (sSep).

Después de 2 horas de agitacion, se afnadieron 8,9 ml de DMEM, suplementado con FBS como se describié
anteriormente, y asi se obtuvo una composicién de transfeccion.

El medio de crecimiento de las células V79 y U20S se eliminé y se reemplazé por 3 ml de cada una de las
composiciones de transfeccion (a) y (b) como se describié anteriormente.

Después de dos dias, las células se lavaron con PBS y medio de crecimiento nuevo, suplementado con antibiético
G418 (600 ng.ul" para células V79 y 0,8ug.ul! para células U20S), se afadid, para comenzar la seleccion.

10 dias después, las colonias de células se tifieron con Giemsa (25% en etanol) y se estim6 el numero de colonias.

Cuantas mas colonias haya, mejor sera la transfeccién. Los resultados obtenidos para las células V79 se muestran en
la Figura 1.

La Figura 1 muestra que se logra una transfeccion satisfactoria en ambos casos para las células V79. La transfeccion
aumenta adn mas cuando se sonicaron las fibras de sepiolita, utilizadas en el material compuesto. De hecho, las
células transfectadas usando fibras de sepiolita sonicadas (Figuras 1B) muestran una mayor resistencia a los
antibidticos con respecto a las células transfectadas usando fibras de sepiolita no sonicadas (Figuras 1A). Los mismos
resultados (no mostrados) también se observan con células humanas U20S.

Ejemplo 2

Se prepararon 70 pl de una composicion de transfeccién mezclando:

- 40 ul de suspension de sepiolita no sonicada (Sep) como se describe anteriormente,
- 14 pl de CaClz2 50 mM,

- 7,8 ul de TrisHCI 10 mM y

- 8,2 ul de pCMV (0,49 pg.ul'") que codifica el gen resistente a G418.

Para comparar la eficacia de transfeccion en presencia de diferentes cationes polivalentes, se prepararon cuatro
composiciones de transfeccion, usando la mezcla como se describi6é anteriormente en la que CaClz fue reemplazado
con MgClz (50 mM), espermina (1 mM) y espermidina (1 mM).

Las mezclas se agitaron después a 25 °C y 700 rpm en un termomezclador (Eppendorf).

Después de 2 horas, se afiadieron 5,83 ml de MEM, suplementado con FBS como se describié anteriormente, y se
obtuvieron asi cuatro composiciones de transfeccion.

El medio de crecimiento de las células V79 se retird y se reemplaz6 por 3 ml de cada composicion de transfeccion.

Después de dos dias, las células se lavaron con PBS y medio de crecimiento nuevo, suplementado con antibiético
G418 (0,6 pg.ul"), se afiadié para iniciar la seleccién.

10 dias después, las colonias de células se tifieron con Giemsa (25% en etanol) y se estim6 el numero de colonias.
Cuantas mas colonias haya, mejor sera la transfeccion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2.

La figura 2 muestra que la presencia de cationes divalentes mejora la eficiencia de la transfeccion. Ademas, las células
transfectadas en presencia de Mg?* (Figura 2A, izquierda) o Ca?* (Figura 2A, derecha y Figura 2B, 1-2) presentan mas
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resistencia a los antibidticos que las células transfectadas en presencia de espermidina (Figura 2B, 3-4) o espermina
(Figura 2B, 5-6).

Ejemplo 3

Se prepararon 70 pl de una composicion de transfeccién mezclando:

- 40 ul de suspension de sepiolita sonicada (sSep) como se describe anteriormente,
- 14 pl de CaCl2 50 mM, y

- 16 pl de pCMV (0,49 pg.ul") que codifica el gen resistente a G418.

Después de 2 horas de agitacion, se anadieron 8,9 ml de DMEM, suplementado con FBS como se describié
anteriormente, y asi se obtuvo una composicién de transfeccion.

La transfeccion se realizé en células U20S como se describié anteriormente.

La transfeccién también se realizé en células U20S que se pretrataron con cloroquina, incubandolas 30 minutos en
medio de crecimiento nuevo suplementado con cloroquina (10 uM) antes de la transfeccion.

En cada caso, el medio de crecimiento celular se retird y se reemplazé por 3 ml de la composicién de transfeccion
para comenzar la transfeccion.

Después de dos dias, las células se lavaron con PBS y medio de crecimiento nuevo, suplementado con se afadié
antibiético G418 (0,8 pg.ul'), para iniciar la seleccion.

10 dias después, las colonias de células se tifieron con Giemsa (25% en etanol) y se estim6 el numero de colonias.
Cuantas mas colonias haya, mejor sera la transfeccion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.

La Figura 3 muestra que la eficacia de transfeccién aumenta cuando las células se pretratan con cloroquina. De hecho,
las células tratadas con cloroquina y después transfectadas con fibras de sepiolitas sonicadas (Figura 3B) fueron mas
resistentes a los antibidticos que las células solo transfectadas con fibras de sepiolitas sonicadas (Figura 3A).

Ejemplo 4

Para medir la afinidad entre las fibras de sepiolita y los acidos nucleicos, se prepararon 50 pl de una composicion de
sepiolita/ADN mezclando:

- 25 ul de suspension de sepiolita no sonicada (Sep) como se describe anteriormente,
- 5 pl de TrisHCI 10 mM y
- 20 pl de solucion de ADN de esperma de salmén.

El ADN de esperma de salmén se adquirié de Sigma-Aldrich (31149-50G-F) y se disolvi6 en TrisHCI 10 mM (pH = 7,5)
para proporcionar una solucién de ADN de esperma de salmon.

Se prepararon varias composiciones de sepiolita/ADN usando la mezcla como se describié anteriormente en la que la
concentraciéon de ADN de esperma de salmén varié de 70 a 800 ng.ul".

Con el fin de comparar la afinidad entre las fibras de sepiolita y los acidos nucleicos en presencia de diferentes cationes
polivalentes, se prepararon cinco composiciones de sepiolita/ADN, que tienen la misma concentracion inicial de ADN
de esperma de salmén, utilizando la mezcla como se describié anteriormente en la que se utilizé TrisHCI reemplazado
con CaClz (50 mM), MgClz (50 mM), espermina (10 mM) y espermidina (10 mM).

Las mezclas se agitaron después a 25 °C y 700 rpm en un termomezclador (Eppendorf).

Después de 24 horas, las mezclas se centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm, y la concentracién de ADN en el
sobrenadante se midi6 utilizando un espectrofotometro NanoDrop ND-1000. En otras palabras, los acidos nucleicos
presentes en el sobrenadante correspondian a los acidos nucleicos que no se adsorbian en las fibras de sepiolita.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 4.

La Figura 4 muestra que la afinidad entre los acidos nucleicos y las fibras de sepiolita mejora cuando la composicion
de sepiolita/ADN comprende cationes polivalentes. De hecho, a una concentracién inicial de 800ng.ul", solo el 12%
del ADN se adsorbe en ausencia de cationes polivalentes (Figura 4, curva A), mientras que el 20% de los acidos
nucleicos se adsorben en las fibras de sepiolita en presencia de Mg?* (Figura 4, curva B) y Ca?* (Figura 4, curva C).
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Ademas, el porcentaje de ADN adsorbido alcanza casi el 30% en presencia de espermidina (Figura 4, curva D) y
espermina (Figura 4, curva E).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para transfectar células eucariotas in vitro o ex vivo con uno o mas acidos nucleicos en donde dichas
células se ponen en contacto con una composicién de transfeccion que contiene uno o mas materiales compuestos
que comprenden fibras de sepiolita, que tienen una longitud media menor o igual a 2 um, unida a dichos acidos
nucleicos, y uno o mas cationes polivalentes.

2. El método segun la reivindicacién 1, en donde la longitud media de las fibras de sepiolita es menor o igual a 1 um,
preferiblemente menor o igual a 800 nm, y mas preferiblemente varia de 150 a 850 nm.

3. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el diametro medio de las fibras de
sepiolita es menor o igual a 50 nm, preferiblemente menor o igual a 25 nm, y mas preferiblemente varia de 8 a 18 nm.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las fibras de sepiolita se sonican antes
de la preparacion del material compuesto.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los acidos nucleicos se eligen de ADN,
ARN, hibridos de ADN/ARN vy acidos nucleicos modificados quimicamente, y preferiblemente de cadenas de acidos
nucleicos lineales o circulares, monocatenarias o bicatenarias.

6. El método segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la relacién en peso entre la cantidad
de dichos &cidos nucleicos y la cantidad de dichas fibras de sepiolita en dicho material compuesto varia de 20 a 300
M g de acidos nucleicos unidos por mg de fibras de sepiolita, preferiblemente de 50 a 270 ug de acidos nucleicos
unidos por mg de fibras de sepiolita, y aun mejor de 70 a 200 pg de acidos nucleicos unidos por mg de fibras de
sepiolita.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los cationes polivalentes se eligen
entre:

- cationes inorganicos divalentes, como el Ca?*y Mg+, y

- aminas alifaticas policatiénicas, preferiblemente aminas trivalentes y tetravalentes, tales como espermidina y
espermina.

8. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichas células eucariotas se derivan
de lineas celulares establecidas o de cultivo celular primario.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichas células eucariotas son células
en divisién o células no en divisién.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dichas células eucariotas se tratan
con cloroquina antes de ponerlas en contacto con la composicion de transfeccion.

11. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la concentracion de las fibras de
sepiolita en el medio que rodea dichas células eucariotas, después de poner en contacto dichas células con la
composicidn de transfeccion, varia de 0,1 a 50 ng.ul", preferiblemente de 1 a 20 ng.ul, y mejor atn de 5 a 10 ng.ul".

12. Composicion farmacéutica que contiene, en un vehiculo farmacéuticamente aceptable, uno 0 mas materiales
compuestos como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, y uno o mas cationes polivalentes,
preferiblemente como se define en la reivindicacion 7.

13. Composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12 para su uso para transfectar células de mamifero.

14. Composicion farmacéutica segun las reivindicaciones 12 o 13 para su uso en terapia génica, y preferiblemente
para su uso en el tratamiento del cancer, enfermedades cardiovasculares, SIDA, trastornos genéticos o trastornos
autoinmunes, y preferiblemente en el tratamiento del cancer.

15. Composicion farmacéutica segun las reivindicaciones 12 o 13 para su uso en la inmunizaciéon de mamiferos, y
preferiblemente en la inmunizacién de humanos.
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