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RESUMEN
Palabras clave Introduccidn. Este trabajo se centrd en la sintesis, caracterizacion fisicoquimica, evalua-
Nanomateriales, sepiolita; ADN; células; cion de su bioactividad y aplicaciones biomédicas de nuevos nanomateriales biohibridos.
transfeccion La sepiolita es un silicato natural nanofibroso que presenta atractivas caracteristicas como

nanoportador para la liberacion de acidos nucleicos en células, entre otras aplicaciones in-
novadoras en el area de las ciencias de la vida y de la biotecnologia. Métodos. La caracteri-
zacion fisico-quimica y evaluacion bioldgica de los biohibridos fue realizada usando proce-
dimientos y técnicas novedosas, incluyendo entre otras AFM, TEM, microscopia confocal,
TLVM, FTIR, Potencial Zeta, UV-vis, FACS, Western-blot, RT- g°PCR. Resultados. Se obtuvieron
nuevos biohibridos mediante ensamblado de acidos nucleicos con nanofibras de sepiolita.
Se propusieron sus mecanismos de internalizacion y respuesta celular. Demostramos que
la sepiolita es un nanoportador prometedor para la transferencia estable no-viral de ADN
plasmidico en bacterias, células de mamiferos y humanas, con eficiencia optimizada. Debido
a su capacidad de anclar varias biomoléculas, la sepiolita constituye también un nanoporta-
dor para la vectorizaciéon simultanea de diferentes moléculas bioldgicas, incluyendo protei-
nas, nucleasas y anticuerpos. Adicionalmente, obtuvimos nuevos protocolos para aumentar
significativamente la eficiencia de transformacion bacterial, y para la extraccion de ADN de



https://orcid.org/0000-0002-1988-6599
https://orcid.org/0000-0002-0570-1661
https://orcid.org/0000-0003-3733-2132
mailto:fide@uci.cu;%20
mailto:fsmirnov@yahoo.com

Keywords

Nanomaterials; sepiolite; DNA; cells; trans-
fection

INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos nanoportadores basados en ma-

bacterias, mediante métodos rapidos, seguros y econdmicos que no requieren la prepa-
racion de células competentes, representando una ventajosa alternativa a los costosos
kits comerciales. En conclusion, la sepiolita es un producto de bajo costo, baja toxicidad y
fluorescencia natural, con facilidad y conveniencia en métodos de sintesis de biohibridos
sepiolita/ADN, con posibilidad de aumentar su eficiencia de transfeccion, que junto a po-
tenciales desarrollos futuros, representa una atractiva nanoplataforma para aplicaciones
en nanomedicina y nanobiotecnologia.

Nanocarriers for nucleic acids transfection and biotech-
nological applications

ABSTRACT

Introduction. This paper focuses on the synthesis, physicochemical characterization,
bioactivity evaluation, and innovative applications of new biohybrid nanomaterials. Sepioli-
te is a nanofibrous natural silicate that represents a very attractive nanocarrier for nucleic
acids delivery into cells, among other innovative applications in life sciences and biotech-
nology. Methods. The physicochemical characterization and the bioactivity evaluation of
biohybrids were performed using advanced techniques and procedures, including AFM,
TEM, Confocal Microscopy, TLVM, FTIR, Z-potential measurements, UV-vis, FACS, Western
blot, RT-gPCR, among others. Results. New biohybrids were obtained, based on the as-
sembly of nucleic acids with sepiolite nanofibers. The mechanisms of cell internalization
and response to sepiolite exposure were proposed. We demonstrated that sepiolite is a
promising nanocarrier for the non-viral and stable transfer of plasmid DNA into bacteria,
mammalian and human cells, with an optimized efficiency. Due to its ability to bind various
biomolecules, sepiolite could be used as a nanocarrier for the simultaneous vectorization
of diverse biological molecules, including proteins, nucleases and antibodies. In addition,
we obtain new protocols for both, strongly improving bacterial transformation efficiency,
and to extract plasmids from bacteria, in a rapid, convenient and inexpensive method that
doesn’t require competent cell preparation, representing an advantageous alternative to
onerous commercial kits. As a conclusion, Because of the low cost of sepiolite, its low
toxicity, its natural fluorescence, the ease and convenience of sepiolite/DNA synthesis me-
thods, the possibilities of improving the transfection efficiency and additional enticing fu-
ture developments, sepiolite represents a very attractive nanoplatform for potential appli-
cations in nanomedicine and nanobiotechnology.

viral, fisicos o quimicos, es que pueden transferir sélo ADN.
Por otro lado, para posibles aplicaciones nanomédicas como
liberacion controlada y dirigida de farmacos, al igual que la

teriales biohibridos para la transferencia no viral de genes
(transfeccion génica) constituye una aproximacion promete-
dora para el tratamiento de desdérdenes genéticos, enferme-
dades cardiovasculares, VIH, Alzheimer, esclerosis multiple y
cancer. @9

La ingenieria del genoma constituye una atractiva pers-
pectiva para la terapia génica y para el desarrollo de nuevos
modelos bioldgicos, de interés para investigaciones tanto
académicas y aplicadas en agronomia, biotecnologia y me-
dicina. Estas estrategias estan basadas en la transferencia
estable de ADN en células de mamiferos y humanas. Una li-
mitacion que presentan los métodos convencionales de tipo

edicion dirigida del genoma, se hace necesaria la transferen-
cia simultanea de varias biomoléculas junto a los acidos nu-
cleicos, como nucleasas o anticuerpos que puedan reconocer
antigenos de membrana especificos.®

Entre el amplio grupo de minerales de arcilla, la sepiolita
es un silicato natural hidratado de magnesio, microcristalino y
de morfologia nanofibrosa, cuyas particularidades fisico-qui-
micas como alta superficie especifica, actividad superficial y
elevada micro/nano porosidad, la hacen capaz de interaccio-
nar con diferentes biomoléculas como polisacaridos, lipidos,
proteinas y virus, dando lugar a una amplia variedad de biona-
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nocomposites® En los Ultimos afos se ha investigado la sepio-
litay su aplicacién como un atractivo nanoportador para la vec-
torizacion no viral de multiples moléculas bioldgicas debido a
sus dimensiones nanoescalares, y a su morfologia fibrosa.

De esta Ultima ventaja podrian surgir preocupaciones para
la salud humana por posibles efectos similares a los asbestos.
No obstante, dada la naturaleza superficial muy diferente entre
ambos minerales fibrosos la sepiolita no presenta la toxicidad
carcinogénica tipica del amianto (asbestosis). " Estas inquie-
tudes revisten especial importancia por su presencia ambiental
en suelos y depdsitos naturales, asi como por el amplio em-
pleo de la sepiolita en usos domésticos e industriales, procesos
de descontaminacion ambiental, formulaciones farmacéuticas
y mas recientemente en sus potenciales usos en materiales
avanzados y nanotecnologia. De esta manera, la posible toxi-
cidad de la sepiolita es un aspecto crucial © que fue estudiada
con todo rigor en el presente trabajo, investigandose por prime-
ra vez los mecanismos moleculares, que confirman las condi-
ciones de uso aptas para la salud.

Una cuestion importante en nanobiotecnologia represen-
ta descifrar los mecanismos de internalizacion y de respuesta
celular de la sepiolita, asi como el estudio riguroso de su po-
tencial citotoxicidad, para su uso como nanoportador seguro
en el campo de la salud. ©

En el presente trabajo se estudiaron las interacciones en-
tre la sepiolita y diversos acidos nucleicos, bacterias, células
de mamiferos cancerigenas y humanas. Se sintetizaron nue-
vos materiales biohibridos que fueron sometidos a una rigu-
rosa caracterizacion fisico-quimica y evaluacion bioldgica, a
la vez que se evaluaron sus potencialidades para la transfe-
rencia de ADN y ARN en células, para la extraccion y purifica-
cién de ADN de bacterias, entre otras atractivas e innovadoras
aplicaciones biomédicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Transfeccion de acidos nucleicos con
nanoportadores basados en sepiolita

A partir de 2017 fueron reportados nuevos resultados
obtenidos con el uso de citometria de flujo, microscopias de
fluoresencia y confocal, TEM (siglas en inglés de Transmision
Electron Microscopy o microscopia electronica de transmi-
sién) y TLVM (siglas en ingés de Time-Lapse Video Micros-
copy o videomicroscopia confocal por lapso de tiempo), que
detallaban los mecanismos endociticos y no endociticos de
internalizacion celular espontanea de la sepiolita y de los bio-
hibridos sepiolita/ADN en células de mamifero y cancerige-
nas humanas, constituyendo la macropinocitosis el mecanis-
mo de entrada principal propuesto. @

Uno de los resultados mas importantes descritos en esta
Ultima publicacion, fue la estrategia de optimizacion de la efi-
ciencia de transfeccién mediante sepiolita/ADN, que involu-
craba la incubacioén previa de las células con inhibidores de
endocitosis.

La transfeccion implica multiples pasos, incluida la union
celular, lainternalizaciony la liberacion al nicleo de las células.
La cloroquina, una base débil que puede penetrar rapidamen-
te la membrana plasmatica, se acumula en vesiculas acidasy
aumenta el pH del compartimento acido. 9 La prevencion de
la acidificacion del endosoma inhibe posteriormente la accién
de enzimas hidroliticas, como proteasas y nucleasas. 1V Ade-
mas, la cloroquina causa inflamacion y ruptura de las vesicu-
las endosomales, aumentando la presién osmotica asociada
al compartimento acido. 2 Debido a que la cloroquina puede
neutralizar el compartimento acido e inducir la ruptura de ve-
siculas endociticas, se ha reportado por otros métodos que la
adicién de cloroquina aumenta la eficiencia de la transferen-
cia de dcidos nucleicos. @19

Desafortunadamente, la cloroquina también inhibe la in-
ternalizacion de moléculas endoégenas bloqueando la via de
la endocitosis mediada por clatrina (CME, siglas en inglés de
clathrin-mediated endocytosis). Por lo tanto, durante la expo-
sicion a la cloroquina, la eficiencia de la transfeccion debe de
ser la resultante del equilibrio de 2 procesos opuestos, la po-
tencial inhibicion de la internalizacién celular por CME frente
a la alteracion del endosoma y proteccion contra la degrada-
cion de nucleasas. Sin embargo, en nuestro caso, la cloroqui-
na afectd moderadamente la eficiencia de internalizacion de
la sepiolita (solo la redujo en un 20 %).

Curiosamente, al investigar la eficiencia de la transfeccion
después de la incubacion previa de células con cloroquina, se
determind que el tratamiento con cloroquina conduce a un
aumento de 200 veces en la eficiencia de transfeccion en cé-
lulas U20S humanas (Human Bone Osteosarcoma Epithelial
Cells), ® comparada con la prueba de concepto previamente
reportada @. Sorprendentemente, la eficiencia de transfec-
cién optimizada en nuestro trabajo (con sepiolita sometida a
ultrasonidos mas la incubacion previa de las células con clo-
roquina) fue cercana a la que se utilizé con el jet PEI (siglas
en inglés de polyethyleneimine), el producto comercial clasico
derivado de la polietilenimina.

La sepiolita como nanoportador para extraccion y
purificaciéon de ADN

En una primera etapa del presente trabajo se report¢ el
primer andlisis detallado de las interacciones fisicas entre la
sepiolita y las moléculas de ADN. @ Fue demostrado que es
posible modular la eficiencia en su ensamblado con sepioli-
ta mediante procesos de adsorcion reversible de diferentes
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tipos de estos dcidos nucleicos (plasmidos, genémicos, y oli-
gonucledtidos de simples y dobles cadenas) sobre la sepioli-
ta, y que el ADN previamente adsorbido se puede recuperar
preservando la estructura y actividad bioldgica del ADN. @2

De igual manera, fueron estudiadas las interacciones
fisicas entre las nanofibras de sepiolita y las membranas
celulares bacterianas, que fueron visualizadas y estudiadas
mediante TEM. Estas interacciones dan lugar a protocolos de
descontaminacion bacteriana usando sepiolita. @4

En consecuencia, teniendo en cuenta los 2 resultados
descritos anteriormente, las interacciones sepiolita/bacteria 'y
sepiolita/ADN dan lugar a 2 aplicaciones biotecnoldgicas 14
i) aumento de la eficiencia de transferencia de ADN en bacte-
rias, y ii) extraccion y purificacion de plasmidos del ADN de
las bacterias.

En un estudio reciente demostramos que el pre-ensam-
blaje del bionanocomposite sepiolita/DNA como paso previo
al método de transformacion bacteriana basado en el deno-
minado efecto Yoshida aumenta de manera significativa la
eficiencia de transferencia de ADN. Se trata de un método
rapido, seguro y barato que no requiere la preparacion de cé-
lulas competentes, evitando por tanto el requisito de preparar
0 comprar bacterias competentes. Mediante la combinacion
de diferentes mejoras en nuestro protocolo, obtuvimos una
eficiencia de transformacion de un millon de transformantes
por microgramo de ADN en bacterias gramnegativas (Esche-
richia coli). Aunque esta eficiencia es ligeramente menor que
la obtenida mediante el uso de productos comerciales usan-
do bacterias competentes, es en gran parte suficiente para la
mayoria de aplicaciones relacionadas en biologia molecular,
representando una buena alternativa a los mismos por la eco-
nomia de tiempo y recursos financieros.

Por otro lado, la extraccion y purificacion de acidos nu-
cleicos constituyen pasos criticos para diversos protocolos
de gran importancia, de ahi el interés en disponer de métodos
que permitan la separacion extractiva de acidos nucleicos de
un determinado medio bioldgico. En nuestro caso, se consi-
guen estos procesos con una gran eficiencia, obteniendo ADN
0 ARN con un alto grado de pureza. Existen métodos comer-
ciales caros basados en la adsorcién de plasmidos emplean-
do diversos tipos de resinas de afinidad.

Gracias a un protocolo disefiado en el presente
trabajo, @ fue posible extraer y purificar de manera eficiente el
ADN (pldsmidos pUC19 que fueron amplificados en bacterias
XL2 de Echerichia coli) al incubar con sepiolita el lisado bacte-
riano (en este paso los plasmidos se adsorben en la superficie
de la sepiolita), recuperandose posteriormente el ADN previa-
mente adsorbido aplicando una solucion de EDTA. La eficien-
cia de extraccion fue de 78,9 ug por cada 20 ml de cultivo de

bacteria en saturacion. El indice de pureza fue calculado por
la relacion A, /A, (absorbancia a 260 nm para el ADN frente
a la absorbancia a 280 nm para proteinas), que para el ADN
extraido fue de 1,7. Este resultado, comparado con el valor de
1,8 como relacion ideal se considera un buen indice de pure-
za. Mediante electroforesis, se comprobd que la fraccién en
el ADN extraido de las diferentes isoformas de los pldsmidos,
como superenrollados (pldsmidos de alta calidad) versus circu-
los abiertos y lineales (plasmidos alterados) no fue modificado,
resultando similares al plasmido pUC19 inicial. La mayor parte
de los plasmidos extraidos eran superenrollados (indicador de
alta calidad), lo que demuestra que la extraccion con sepiolita
no alterd la estructura del plasmido. La calidad bioldgica del
pldsmido extraido fue confirmada por la digestién con una en-
zima de restriccion. El hecho de que ésta Ultima cortd de ma-
nera eficiente el ADN, indico que el ADN extraido con sepiolita
posee suficiente calidad biolégica para futuros experimentos
de aplicacion en biologia molecular.

Aspectos citotoxicolégicos de la sepiolita

En nuestro trabajo demostramos mediante TEM que el
80 % de las nanofibras de sepiolita provenientes de los ya-
cimientos de Vallecas-Vicalvaro cerca de Madrid, tenian en-
tre 200 nm y 400 nm de largo, con una longitud maxima de
800 nm (en muestras previamente sometidas a irradiacion
ultrasoénica). @ Igualmente se pudo visualizar mediante TLVM
la exclusion espontanea de estas nanofibras de la célula. @ De
acuerdo con las capacidades de exclusion ya reportadas, @9
también pudimos confirmar, @ por experimentos de toxicidad
celular, que a la concentracion y dosis que adoptamos en
nuestros experimentos de transfeccion del ADN, la sepiolita
no es toxica. Estos primeros estudios de toxicidad se realiza-
ron en células humanas U20S, mostrando que a 50 ng-ulL-1
las nanofibras no afectaban la viabilidad celular a las 24 horas
de contacto, incrementandose la toxicidad al doble de esta
concentracion. Sin embargo, a las concentraciones utilizadas
en los experimentos de transfeccion (10 ng-pL-1), la sepiolita
no exhibe toxicidad celular.

La baja toxicidad de la sepiolita en comparacién con los
asbestos resulta extraordinariamente ventajosa para diversas
aplicaciones de este silicato natural. Realmente, la potencial
toxicidad de la sepiolita representa un aspecto clave, tanto en
lo que respecta a preocupaciones de tipo ambientales, ya que
la sepiolita esta presente en suelos y depdsitos naturales, asi
como por sus usos domesticos e industriales, en procesos
de descontaminacion ambiental, y mas recientemente en sus
potenciales usos en formulaciones farmacéuticas y biomé-
dicas, materiales avanzados y nanotecnologia. Debido a que
al igual que los asbestos, la sepiolita puede generar el men-
cionado efecto Yoshida y tedricamente provocar roturas en
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el ADN del genoma bacteriano, se han sospechado posibles
riesgos carcinogénicos mediante la extrapolacion de los efec-
tos observados en bacterias a las células de mamiferos. 19
Sin embargo, de acuerdo a nuestros resultados, es posible re-
batir estas extrapolaciones que podrian corresponder a sob-
reinterpretaciones: M4 En este sentido, debe tenerse en cuenta
que el tamafo medio de las bacterias es 50 veces mas pe-
quefo que el de las células de mamiferos y que por lo tanto,
la relacion de tamafio sepiolita/células es muy diferente en
el caso de células humanas. Este hecho es muy importante
para que las nanofibras puedan alcanzar cualquier compar-
timento de la célula, como por ejemplo el nucleo celular que
contiene el ADN, evitando procesos de rotura y alteraciones
genéticas.

La localizacion y organizacion del ADN es completamen-
te diferente en células bacterianas y células de mamiferos,
esto es en células procariotas versus eucariotas:

e Las bacterias son procariotas, lo que significa que no
contienen un nucleo, estando el ADN localizado en el ci-
toplasma y, con frecuencia unido a la membrana; por lo
tanto, es directamente accesible y potencialmente altera-
ble por la friccién con las nanofibras;

e los mamiferos poseen células eucariotas, lo que significa
que contienen un nucleo en el que esta ubicado el geno-
ma en los cromosomas; por lo tanto, para atacar direc-
tamente el ADN, en este caso las nanofibras de sepiolita
deben penetrar en el nucleo celular, lo que no seria inme-
diato debido a las diferencias de tamafios. Ademas, los
mamiferos han desarrollado mecanismos de proteccion
tanto a nivel celular como del organismo;

e en las dosis utilizadas para la transfeccion de ADN, la
sepiolita (sin friccién) no (o apenas) afecta la viabilidad
de las células humanas; 52

e ademas, en caso de que la sepiolita pudiera internalizar-
se espontaneamente, las células también podrian proce-
der a su expulsion; @

e Aparte de estos hechos basados en mecanismos de
interaccion a nivel celular y molecular, la exposicion por
inhalacion al polvo de sepiolita en ratones no produjo fi-
brosis ni aumento la incidencia de tumores. @® Por otro
lado, existen estudios epidemiolégicos de trabajadores
expuestos continuadamente al polvo de sepiolita duran-
te varios aflos que no presentan indices fuera de la esta-
distica en problemas particulares de salud. @

En ensayos toxicoldgicos in vitro e in vivo, asi como es-
tudios epidemiologicos, se concluyd que la sepiolita proce-
dente de la Cuenca del Tajo (Espafia), no presenta efectos
comparables a los asbestos en relacion a los riesgos para la

salud. 1718 | a Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Cancer (IARC, de la Organizacion Mundial de la Salud) no clasi-
fica la sepiolita como peligrosa o cancerigena. Concluyendo, los
riesgos potenciales de roturas de ADN en el genoma bacteriano
potencialmente producidos por sepiolita no se pueden extrapo-
lar de bacterias a células de mamiferos ni humanas. %214

Respuestas celulares a la exposicion de sepiolita a
nivel molecular

En nuestra contribucion mas reciente, abordamos 3 me-
canismos de respuesta de las células humanas al estrés
producido por la internalizacién de nanofibras de sepiolita a
nivel molecular. Mostramos que las células responden a la
exposicion a sepiolita, induciendo la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la expresion de citocinas infla-
matorias. Esto demuestra que las células son capaces de de-
tectar la presencia de sepiolita y de responder a la misma. De
manera sorprendente, la exposicion a la sepiolita no altera la
distribucién del ciclo celular, y no desencadena ni el programa
de respuesta al dafio del ADN, ni la apoptosis, lo que sugiere
que estas fibras no asaltan significativamente el material ge-
nético en células de mamiferos. @

Otras aplicaciones innovadoras de
bionanoplataformas basadas en sepiolita

La transferencia de ADN mediada por nanoportadores ba-
sados en sepiolita es controlable y econémica para lograr una
transfeccion de eficiencia razonable, aspecto en el que nues-
tro proyecto se encuentra actualmente en progreso. Ademas,
las caracteristicas intrinsecas de la sepiolita nos permiten vi-
sualizar perspectivas atractivas para el desarrollo de nuevas y
elaboradas estrategias de transferencia de ADN. ©

En primer lugar, mostramos que la sepiolita exhibe una
fluorescencia natural y no requiere cualquier ingenieria adicio-
nal para injertar una sustancia quimica fluorescente exdgena.
Detectamos las siguientes longitudes de onda de emision de
la sepiolita: en verde, excitacion a 488 nm y emision de 498 nm
a 530 nm; en rojo, excitacion a 532 nm y emision de 542 nm a
685 nm. Aunque la fluorescencia de la sepiolita es relativamen-
te baja, es suficiente para ser detectada dentro de células de
mamiferos por microscopia de fluorescencia y confocal laser,
por FACS (citometria de flujo) o por tivm. €29 Por |o tanto, esta
fluorescencia natural detectable le confiere 2 interesantes ven-
tajas a la sepiolita como nuevo nanoportador, que permiten se-
guimiento del destino intracelular de las fibras de sepiolita y del
biohibrido sepiolita/ADN en células de mamifero, incluyendo
las humanas. Y finalmente, la seleccion exclusiva de las células
que contienen el nanoportador usando la citometria de flujo,
nos permitira enriquecer la poblacién de células transfectadas,
y por ende elevar la eficiencia de transfeccion. ©
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Hemos reportado que la sepiolita puede transferir ADN
de forma estable a células de mamiferos, y disefiado estra-
tegias para elevar considerablemente la eficiencia de trans-
feccién. En algunas aplicaciones nanomédicas especificas de
cotransferencia de ADN vy proteinas deberia previsiblemente
constituir una ventaja significativa. Desafortunadamente, las
cargas eléctricas de las proteinas son generalmente diferen-
tes de las del ADN, por lo que no es facil conseguir cotrans-
ferir ADN y proteinas por métodos convencionales. Dado que
la sepiolita puede adsorber proteinas 12y ADN, @ esto allana
nuevas vias para su posible uso como nano-co-portador si-
multaneo de acidos nucleicos y proteinas. A continuacion, se
muestran 2 ejemplos que ilustran las ventajas de esta poten-
cial tecnologia. ©

En terapias molecularmente dirigidas, se hace necesario
gue el nanoportador se dirija directamente y solo a células
especificas (por ejemplo, células cancerosas), evitando inter-
nalizarse en células circundantes (por ejemplo, células sanas).
La capacidad de unir proteinas debe permitir que la sepiolita
se una a los anticuerpos que reconocen antigenos especificos
de la membrana celular. El bionanocomposite resultante debe
permitir la orientacion selectiva del nanoportador a células que
sobre-expresan el antigeno de membrana correspondiente. ©

Por otro lado, la edicion dirigida del genoma constituye un
enfoque prometedor para la correccion in situ de un gen mu-
tado mediante una molécula de ADN exdgena, que conduce
a la restauracion de funciones genéticas normales. Tales es-
trategias se basan en la recombinacion homologa (HR). Desa-
fortunadamente, la HR es ineficiente en células de mamiferos.
Ya que la HR puede reparar rupturas de ADN de doble cadena
(DSB, siglas en inglés de Double Strand Breaks), una estrategia
prometedora para aumentar la frecuencia de la direccionalidad
del nanoportador a un gen especifico es la generacion de un
DSB en la secuencia objetivo. El desarrollo de nucleasas de
secuencias especificas (zinc finger, TALE o la nucleasa sgR-
NA-Cas9) permite ahora que los DSB requeridos se generen en
un lugar especifico del genoma de los mamiferos. 29

Varios estudios han sefialado la viabilidad de tal enfoque,
ex vivo en células madre humanas, células primarias y en el
higado de un modelo de ratéon de hemofilia B, @ proporcio-
nando asi una prueba de concepto para el tratamiento de
enfermedades monogénicas por edicién del genoma usando
nucleasas disefiadas. Sin embargo, la liberacion de un plasmi-
do codificante de nucleasa podria resultar en una expresion
crénica de nucleasa tras la integracion del ADN plasmidico
en el genoma celular. Esto puede, en definitiva, poner en peli-
gro la integridad del genoma por escision de nucleasa fuera
de la secuencia diana. Tales limitaciones podrian ser evita-
das transfiriendo la nucleasa bajo sus formas proteicas, que

podria cortar la secuencia diana solo una vez. Es importante
destacar que la proteina nucleasa no puede integrarse en el
genoma y debe ser degradada segun su vida media, evitando
asi la expresion crénica. Por tanto, una estrategia promete-
dora seria la co-transfeccion simultdanea de la molécula de
ADN correctora y la nucleasa (proteina) en las células. Debido
a que la sepiolita puede unirse tanto al ADN como a las pro-
teinas, constituye por tanto un muy ventajoso nanoportador
para la liberacion simultéanea de estos 2 tipos de moléculas
bioldgicas. Una limitacion potencial de tales estrategias po-
dria ser la liberacién de la proteina (nucleasa) de la sepiolita
en la célula. Nuevos estudios son por tanto necesarios en el
presente proyecto para abordar este punto.

Conclusiones

Debido al bajo costo, sencillez, viabilidad, conveniencia de
los métodos de sintesis descritos en este trabajo, y prome-
tedores desarrollos futuros, los nanoportadores basados en
sepiolita ofrecen una nueva y atractiva nanoplataforma para
la transferencia de acidos nucleicos en células de mamiferos
y particularmente en células humanas, con potenciales apli-
caciones en el campo de la nanomedicina y nanobiotecnolo-
gia. Al tratarse de nanofibras y no nanoparticulas como vector
génico no viral, es posible lograr la cotransfeccion de mds de
una cadena de ADN, conjuntamente con proteinas o anticuer-
pos monoclonales, lo cual potencia las perspectivas de tra-
bajo actuales y futuras de este nuevo nano-sistema, incluida
la posible edicion del genoma. Se prevé que como resultado
de las patentes obtenidas y nuevas acciones de investigacion
en colaboracién con instituciones cubanas, se utilicen en la
practica las bases metodoldgicas para su uso en ingenieria
celular (produccion de proteinas recombinantes para usos
biomédicos, la generacién de nuevos modelos transgénicos
en animales y plantas, asi como en la terapia génica y celular),
y en nuevos tratamientos con impacto en diversas enferme-
dades particularmente oncoldgicas.
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