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DESCRIPCION

Exosomas derivados de reticulocitos infectados con Plasmodium sp., método para su obtencién y su uso.
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo de las vacunas para la prevencion y profilaxis contra la malaria, mas
concretamente se refiere a un exosoma aislado a partir de reticulocitos infectados con Plasmodium sp., al método para
su obtencidn y a su uso para la prevencion y profilaxis frente a la malaria.

Antecedentes de la invencion

Plasmodium sp., es el agente etioldgico causante de la malaria, también conocida como paludismo. Dentro del
genero Plasmodium hay diferentes especies algunas de las cuales son inocuas. Otras especies, por el contrario, son
altamente infecciosas y son la causa de la mayor parte de los casos de malaria humana a nivel mundial. Entre estas
ultimas, las especies mas importantes son P. falciparum, y P. vivax.

Todas las especies humanas de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale) infectan en mayor o
menor medida a eritrocitos y/o a los precursores de estos los reticulocitos que requieren un proceso de maduracién y
diferenciacién para alcanzar su estadio funcional final como eritrocitos. De entre las diferentes especies de Plasmodium
existen algunas que tienen mayor capacidad de infeccion de reticulocitos que otras como, por ejemplo, Plasmodium
vivax que infecta predominantemente este tipo de células.

Dentro del proceso de maduracién y diferenciacién de reticulocitos a eritrocitos, algunas proteinas que no son
necesarias para estos Ultimos son secuestradas en vesiculas internas localizadas en cuerpos multivesiculares “multi-
vesicular bodies” (MVBs) y posteriormente liberadas al medio extra-celular como pequefias nano-vesiculas conocidas
€Oomo exosomas.

Recientemente, la investigacion de exosomas ha sido estimulada tras el hallazgo que otras células, tales como las
células presentadoras de antigenos, son capaces de secretar este tipo de nano-vesiculas sugiriendo un papel mas alld
del originalmente descrito en la maduracidn y diferenciacién de reticulocitos. De hecho, varios estudios con diferentes
tipos de células han revelado que los exosomas juegan un papel en la regulacion del sistema inmune al transferir
informacién entre células durante la respuesta inmune, y, por lo tanto, representan un nuevo modo de comunicacién
inter-celular (Schorey and Bhatnagar, 2008). En esta linea, ha sido demostrada la capacidad protectora de exosomas
en infecciones experimentales con Toxoplasma gondii, miembro del phylum Apicomplexa al que pertenece también
Plasmodium (Bhatnagar et al., 2007).

Ademds, se han descrito varias estrategias basadas en el uso de exosomas como agentes profildcticos o inmunoes-
timuladores (Viaud ef al. Exosomes for the treatment of human malignancies. Horm Metabl Res 2008, 40:82).

Entre otras, WO9705900 describe exosomas obtenidos a partir de células presentadoras de antigenos como células
B, macréfagos o células dendriticas. Los exosomas descritos en este documento tienen la particularidad de que al ser
obtenidos a partir de células presentadoras de antigeno, los antigenos son presentados en el contexto MHC-1 y MHC-
IL.

Por su parte, el documento EP1523990 describe exosomas obtenidos a partir de células cancerigenas (identifi-
cados como texosomas) o a partir de células dendriticas cargadas o no de antigenos (este documento los denomina
dexosomas).

W02004014954 utiliza una estrategia diferente ya que para obtener exosomas que muestren en su superficie un
antigeno deseado, se transfectan células de la linea CT26 (céncer de colon murino) y células de la linea TA3HA
(carcinoma mamario de ratén) con virus recombinantes que comprenden en su genoma la secuencia que codifica el
antigeno deseado (muc-1) que es asi expresado en la superficie de los exosomas aislados a partir de este tipo de células.

WO00028001 describe exosomas obtenidos a partir de mastocitos esencialmente desprovistos de moléculas MHC
enddgenas. Los exosomas descritos en este documento si expresan en su superficie, sin embargo, MHC recombinantes.

Por tltimo, W0O2008092153 describe exosomas obtenidos a partir de células cancerosas y desprovistas de uno o
mas polipéptidos inmunosupresivos normalmente presentes en los exosomas.

Los autores de la presente invencién han desarrollado ahora una nueva estrategia en la prevencién y profilaxis de
la malaria basada en el uso de exosomas aislados a partir de reticulocitos de sujetos o modelos murinos infectados con
Plasmodium. Estos exosomas son obtenidos por aislamiento de la fraccién de exosomas derivados de reticulocitos a
partir de sangre infectada con Plasmodium.
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Breve descripcion de las figuras

Figura 1: representa la caracterizacién de exosomas aislados a partir de plasma de ratones. (A) Andlisis de tamafio
por dispersion dindmica de luz. (B) Tincién negativa después de una fijacién con paraformaldehido al 2%. La escala
representa 100 nm.

Figura 2: representa la evolucién en el tiempo de parasitemia y el andlisis del tropismo celular de ratones inmu-
nizados con exosomas. Las curvas de parasitemia fueron calculadas de la media de 2 ratones controles no infectados,
2 ratones controles infectados con exosomas aislados de animales normales, de 3 ratones infectados con exosomas
obtenidos de animales infectados con la cepa no letal de P. yoelli, y de 3 ratones infectados con exosomas obtenidos
de animales infectados con la cepa letal de P. yoelli. Tincién de Giemsa de extendidos de sangre periférica en el dia
antes de sacrificar de un animal representativo de cada grupo.

Figura 3: analisis por Western blot de la respuesta de anticuerpos IgG anti-P. yoelli en suero de animales in-
munizados con exosomas. Las muestras fueron colectadas por puncién maxilar en el dia 20 después de la segunda
inmunizacién. Cada panel corresponde a una mezcla de sueros de cada grupo de animales utilizados en estos expe-
rimentos. En el Western blot fue utilizado antigeno total obtenido de las cepas no-letal (AgNL) y letal (AgL), de P.
yoelli y las respuestas de anticuerpos IgG fueron detectadas mediante el uso de suero de cabra conjugado a fosfatasa
alcalina y producido contra la IgG de ratén.

Figura 4: representa un andlisis por tincion intra-celular de células T, CD4+ y CD8+ en animales inmunizados
con exosomas de la cepa no-letal de P. yoelli. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 5 microgramos de exosomas
PyNL en CpG-ODN. Dos semanas después de la primera inmunizacién, se realizé un refuerzo con 5 microgramos
de exosomas sin CpG-ODN. (A) El porcentaje de linfocitos que son CD8* IFN-y* fue calculado después de una re-
estimulacion in vitro, tincién intra-celular y andlisis por citometria de flujo. El porcentaje de linfocitos CSFE* que son
CD4* IFN-y* estd representado en (B) y el de CD4*IFN-y* IL-2* en (C). Los datos corresponden a un experimento y
son expresados como la media + error estindar de 3 ratones no inmunizados y 3 ratones inmunizados con exosomas
provenientes de ratones infectados con la cepa no letal exPyNL.

Figura 5: (A)-(D) espectro MS/MS resultante del andlisis protedmico de los antigenos presentes en exosomas
derivados de reticulocitos provenientes de ratones infectados con P. yoelli y de un paciente infectado con P. vivax.
El andlisis bioinformdtico del espectro confirma la presencia de antigenos tanto de P. yoelli como de P. vivax en las
muestras de exosomas analizadas.

Descripcion detallada de la invencion

El primer objeto de la presente invencion viene representado por un exosoma aislado a partir de plasma que
comprende al menos un antigeno de Plasmodium sp. en su interior o en su superficie (a partir de ahora exosomas de la
invencién).

Los exosomas de la invencién han demostrado capacidad inmunogénica frente a la malaria por lo que resultan de
gran potencial utilidad en la preparacion de una vacuna para la prevencién y profilaxis de esta enfermedad.

El antigeno o antigenos presentes en los exosomas de la presente invencién pueden provenir de cualquier espe-
cie de Plasmodium. En una realizacién particular de la invencion el antigeno o antigenos presentes en los exosomas
provienen de P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale, P. yoelli, P. achiotense, P. achromaticum, P. aegyptensis,
P. aeuminatum, P. agamae, P. anasum, P. atheruri, P. azurophilum, P. balli, P. bambusicolai, P. basilisci, P. berghei,
P. bigueti P. brasilianum, P. brygooi, P. booliati, P. bubalis, P. bucki, P. coatneyi, P. cathemerium, P. cephalophi, P.
chabaudi, P. chiricahuae, P. circularis, P. cnemidophori, P. coatneyi, P. coggeshalli, P. colombiense, P. corradettii, P.
coturnix, P. coulangesi, P. cuculus, P. popo, P. cyclopsi, P. cynomolgi, P. diminutivum, P. diploglossi, P. dissanaikei,
P. dominicana, P. durae, P. egerniae, P. elongatum, P. eylesi, P. fabesia, P. fairchildi, P. fallax, P. fieldi, P. foleyi, P.
forresteri, P. floridense, P. fragiie, P. garnhami, P. gallinaceum, P. giganteum, P. giovannolai, P. girardi, P. gonatodi,
P. gonderi, P. georgesi, P. gracilis, P. griffithsi, P. guanggong, P. gundersi, P. guyannense, P. heischi, P. hegneri, P.
hermani, P. heteronucleare, P. hexamerium, P. holaspi, P. huffi, P. hylobati, P. icipeensis, P. inopinatum, P. inui, P.
Jefferi, P. josephinae, P. juxtanucleare, P. kempi, P. knowlesi, P. kentropyxi, P. leanucteus, P. lemuris, P. lophurae, P.
lepidoptiformis, P. lygosomae, P. mabuiae, P. mackerrasae, P. maculilabre, P. maior, P. marginatum, P. matutinum, P.
mexicanum, P. minasense, P. morulum, P. nucleophilium, P. octamerium, P. odocoilei, P. papernai, P. paranucleophi-
lum, P. parvulum, P. pedioecetii, P. pelaezi, P. percygarnhami, P. petersi, P. pifanoi, P. pinotti, P. pinorrii, P. pitheci,
P. pitmani, P. polare, P. praecox, P. reichenowi, P. relictum, P. rhadinurum, P. rhodaini, P. robinsoni, P. rouxi, P. san-
doshami, P. sasai, P. schweitzi, P. silvaticum, P. simium, P. semiovale, P. shortii, P. smirnovi, P. subpraecox, P. tenue,
P. tejerai, P. tomodoni, P. torrealbai, P. traguli, P. tribolonoti, P. tropiduri, P. uilenbergi, P. watteni, P. wenyoni, P.
vacuolatum, P. vastator, P. vaughani, P. vinckei, P. volans y/o P. youngi.

En una realizacién preferida de la invencién los exosomas comprenden antigenos que provienen de especies de
Plasmodium que infectan al hombre, monos y/o roedores, es decir, en una realizacién preferida de la invencién, dicho
antigeno o antigenos presentes en el interior o en la superficie de los exosomas pertenecen a Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli, P. berghei, P. brasilianum, P.
chabaudi, P. cynomolgi, P. fragile, P. knowlesi y/o P. reichenowi.
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Los exosomas de la presente invencion pueden ser aislados a partir de reticulocitos de cualquier mamifero infectado
con Plasmodium sp. aunque preferiblemente se aislan a partir de reticulocitos humanos, de monos y/o de ratones. Una
realizacién preferida contempla el uso de reticulocitos humanos para en la medida de lo posible evitar reacciones
indeseadas al ser administrados a pacientes humanos.

Otro objeto de la presente invencion viene representado por un método para la obtencién de los exosomas de la
invencién que comprende:

a) obtener una muestra de sangre infectada con Plasmodium sp.,

b) obtener la fraccién de exosomas derivada de reticulocitos mediante ultracentrifugacién secuencial de la
muestra de sangre de a).

En una realizacién particular la muestra de sangre puede estar infectada con P. vivax, P. falciparum, P. malariae, P.
ovale, P. yoelli, P. achiotense, P. achromaticum, P. aegyptensis, P. aeuminatum, P. agamae, P. anasum, P. atheruri, P.
azurophilum, P. balli, P. bambusicolai, P. basilisci, P. berghei, P. bigueti P. brasilianum, P. brygooi, P. booliati, P. bu-
balis, P. bucki, P. coatneyi, P. cathemerium, P. cephalophi, P. chabaudi, P. chiricahuae, P. circularis, P. cnemidophori,
P. coatneyi, P. coggeshalli, P. colombiense, P. corradettii, P. coturnix, P. coulangesi, P. cuculus, P. popo, P. cyclopsi, P.
cynomolgi, P. diminutivum, P. diploglossi, P. issanaikei, P. dominicana, P. durae, P. egerniae, P. elongatum, P. eylesi,
P. fabesia, P. fairchildi, P. fallax, P. fieldi, P. foleyi, P. forresteri, P. floridense, P. fragile, P. garnhami, P. gallinaceum,
P. giganteum, P. giovannolai, P. girardi, P. gonatodi, P. gonderi, P. georgesi, P. gracilis, P. griffithsi, P. guanggong,
P. gundersi, P. guyannense, P. heischi, P. hegneri, P. hermani, P. heteronucleare, P. hexamerium, P. holaspi, P. huffi,
P. hylobati, P. icipeensis, P. inopinatum, P. inui, P. jefferi, P. josephinae, P. juxtanucleare, P. kempi, P. knowlesi, P.
kentropyxi, P. leanucteus, P. lemuris, P. lophurae, P. lepidoptiformis, P. lygosomae, P. mabuiae, P. mackerrasae, P.
maculilabre, P. maior, P. marginatum, P. matutinum, P. mexicanum, P. minasense, P. morulum, P. nucleophilium, P. oc-
tamerium, P. odocoilei, P. papernai, P. paranucleophilum, P. parvulum, P. pedioecetii, P. pelaezi, P. percygarnhami, P.
petersi, P. pifanoi, P. pinotti, P. pinorrii, P. pitheci, P. pitmani, P. potare, P. praecox, P. reichenowi, P. relictum, P. rhadi-
nurum, P. rhodaini, P. robinsoni, P. rouxi, P. sandoshami, P. sasai, P. schweitzi, P. silvaticum, P. simium, P. semiovale, P.
shortii, P. smirnovi, P. subpraecox, P. tenue, P. tejerai, P. tomodoni, P. torrealbai, P. traguli, P. tribolonoti, P. tropiduri,
P. uilenbergi, P. watteni, P. wenyoni, P. vacuolatum, P. vastator, P. vaughani, P. vinckei, P. volans y/o P. youngi.

En una realizacion preferida de la invencidn, sin embargo, la muestra de sangre se encuentra infectada con Plas-
modium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli, P. berghei, P.
brasilianum, P. chabaudi, P. cynomolgi, P. fragile, P. knowlesi y/o P. reichenowi.

A partir de la muestra de sangre infectada, el método de obtencidn de los exosomas de la invencién comprende una
serie de pasos de ultracentifugacion secuencial (etapa b del método). La secuencia de ultracentrifugacion comprende
preferiblemente:

1) centrifugar entre 400-900 x g durante 25-35 minutos
ii) centrifugar entre 10 000-14 000 x g durante 20-40 minutos
iii)  centrifugar entre 90 000-110 000 x g durante 1-3 horas.

Opcionalmente, después de esta primera secuencia de ultracentifugacioén el pellet resultante se resuspende en una
solucién tampdn, preferiblemente PBS, y se filtra a través de un filtro que discrimine por tamafio de particula la
fraccioén de exosomas (el filtro debe tener alrededor de 0,20 um de poro). Preferiblemente, después de esta operacién
se vuelve a centrifugar a 90 000-110 000 x g durante 1-3 horas.

La centrifugacién secuencial debe llevarse preferiblemente a cabo a una temperatura baja de entre 0-7°C para
preservar la integridad de las proteinas y las estructuras proteicas de los exosomas purificados.

Tras la etapa b) del método se obtiene una fraccién exosémica mayoritariamente formada por exosomas derivados
de reticulocitos. Sin embargo, esta fraccion puede contener una minima fraccién de exosomas derivados de otros tipos
celulares sanguineos.

Aungque la fraccién obtenida estd suficientemente enriquecida en exosomas derivados de reticulocitos, opcional-
mente, si se desea obtener una fraccién ain mas enriquecida se puede someter la fraccién de exosomas obtenidos a
un método de purificacién por inmunoaislamiento. El inmunoaislamiento implica el uso de anticuerpos especificos
frente a reticulocitos o frente a moléculas especificas de reticulocitos presentes en los exosomas. En una realizacién
particular y preferida el inmunoaislamiento se realiza mediante el uso de anticuerpos especificos frente al receptor de
la transferrina.

La realizacion preferida comprende el inmunoaislamiento de los exosomas derivados de reticulocitos mediante el
uso de bolas magnéticas recubiertas de anticuerpos frente al receptor de la transferrina. Los exosomas derivados de
reticulocitos, una vez unidos a las bolas magnéticas a través de los anticuerpos anti-receptor de la transferrina, son
separados de estas por medio de un tratamiento dcido.
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Los exosomas de la invencién han sido analizados por espectrometria de masa. Con esta informacion se ha des-
arrollado otro de los aspectos de la presente invencién un exosoma artificial que comprende al menos un antigeno de
Plasmodium sp en su interior o en su superficie.

Los exosomas se han desarrollado por métodos conocidos (de la Pefia et al. 2009) a partir de los antigenos de
Plasmodium identificados por espectrometria de masa. El uso de exosomas artificiales reduce el riesgo de que se
produzca una respuesta autoinmune en el paciente inmunizado.

En una realizacién preferida de la invencién los exosomas artificiales se encuentran acoplados principalmente por
antigenos de Plasmodiums que infectan a monos ratones o humanos como por ejemplo Plasmodium vivax, Plasmodium
falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli, P. berghei, P. brasilianum, P. chabaudi, P.
cynomolgi, P. fragiie, P. knowlesi, P. reichenowi. En una realizacién preferida, los exosomas artificiales comprenden
antigenos de P. vivax, P. falciparum, P. malariae y/o P. ovale.

Otro objeto de la presente invencion es composicion farmacéutica que comprende los exosomas de la invencién o
los exosomas artificiales de la invencidn y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los excipientes pueden seleccionarse entre portadores, excipientes, materiales de soporte, lubricantes, cargas, di-
solventes, diluyentes, colorantes, acondicionadores del sabor tales como azicares, antioxidantes y/o aglutinantes. La
seleccion de estos materiales auxiliares y/o excipientes y de las cantidades que han de utilizarse dependerd de la forma
de aplicacién de la composicién farmacéutica.

La composicién farmacéutica segin la invencién puede adaptarse a cualquier forma de administracion, ya sea por
via oral o por via parenteral, por ejemplo, por via pulmonar, por via nasal, por via rectal y/o por via intravenosa. Por
tanto, la formulacion segin la invencién puede adaptarse para la aplicacion topica o sistémica, particularmente para
la aplicaciéon dérmica, subcutdnea, intramuscular, intraarticular, intraperitoneal, pulmonar, bucal, sublingual, nasal,
percutdnea, vaginal, oral o parenteral.

Un ultimo objeto de la presente invencidn es una vacuna frente a la malaria que comprende exosomas de la inven-
cidén o los exosomas artificiales de la invencion.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién pero no pretenden ser limitativos del alcance de la misma.
Ejemplos
Ejemplo 1
Purificacion de exosomas

Los exosomas fueron purificados de plasma obtenido de sangre de ratones colectado en EDTA. Fueron utilizados
plasmas de ratones Balb/c no infectados e infectados con cepas P. yoelli 17X y 17XL al 10-30% de parasitemia. Para el
aislamiento de los exosomas, los sueros fueron centrifugados secuencialmente a 500 x g por 30 min., a 12 000 x g por
35 min. y a 100 000 x g por 2 h a 4°C. El precipitado final fue resuspendido en PBS (usualmente 5x el volumen original
de suero), filtrado a través de un filtro de 0.22-um y centrifugado a 100 000 x g por 2 h a 4°C. Los precipitados fueron
resuspendidos en 1XPBS y la cantidad de proteinas recuperada fue determinada mediante un ensayo de Bradford.
Aproximadamente 5 microgramos de exosomas son obtenidos de 1.5 ml de suero. El material obtenido se utiliza
inmediatamente o se congela mediante enfriamiento rapido y se almacena a -80°C. Los exosomas han sido analizados
mediante dispersién dindmica de luz (DLS) y microscopia electrénica (EM) para confirmar su pureza y visualizar
su morfologia (Figura 1). Para las medidas de DLS, se analizaron 50 ul de una suspensién 0.1 pg/ul en PBS a 25°C
utilizando un Zetasizer Nano S (Malvern Instruments). Los andlisis de EM fueron hechos a partir de preparados
frescos de exosomas fijados en 2% de paraformaldehido durante toda la noche a 4°C. Los exosomas fueron colocados
en rejillas de formar durante 1 min. antes de ser lavados en agua destilada. Las rejillas fueron tefiidas negativamente
por 1 min. con una solucién de 2% de acetato de uranilo en agua destilada. Después de ser secadas completamente,
las rejillas fueron observadas en un microscopio de transmisién electrénica JEOL 1010. Ambas técnicas revelaron
poblaciones homogéneas de nano-vesiculas con un didmetro compatible con el tamafio previamente descrito para
exosomas.

Ejemplo 2
Propiedades inmunogénicas de los exosomas

Ratones Balb/c fueron inmunizados con exosomas derivados de la sangre de ratones no infectados (exC) y ra-
tones infectados con exosomas de la cepa no letal (exPyNL) y letal (exPyL). Para las inmunizaciones, los ratones
recibieron inyecciones intravenosas (i.v.) de 5 ug de exosomas en 100 ul de PBS después de haber sido anestesiados
con una combinacién de Ketamina (100 mg/Kg) y Midazolam (5 mg/Kg) inyectado intra-peritonealmente. Han sido
realizados dos experimentos con grupos de 4-6 ratones Balb/c (9-11 semanas de edad) inmunizados i.v. a intervalos
de 20 dias con dos dosis de exosomas. Los ratones no inmunizados (NI) no fueron tratados. Veinte dias después de
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la segunda inmunizacién, todos los ratones fueron infectados con 5.10°-10° pardsitos de la cepa letal (P. yoelli 17XL)
y la parasitemia controlada diariamente. Notablemente, la mitad de los ratones inmunizados con exosomas de cada
cepa mostr6 diferencias en las curvas de parasitemia con un tiempo mayor de supervivencia al compararlos con los
ratones NI y exC (Figura 2A). Ademds, los ratones inmunizados con exosomas de animales infectados presentaron no
solamente un aumento de reticulocitemia sino también un cambio de tropismo celular de la cepa letal de normocitos
para reticulocitos (Tabla I).

TABLA I

Grupos de ratones Balb/c fueron inmunizados con exosomas de sangre de animales no infectados (exC, n=4) y
ratones infectados con Pyl7XL (exPyL, n=4)y Pyl7XNL (exPyNL, n=6). Los ratones no inmunizados (NI) no fueron
tratados. El porcentaje de reticulocitos infectados y la reticulocitemia fueron medidos el dia antes de la muerte. Los

resultados para los diferentes grupos se expresan con media + error estdndar

Dias sobrevividos | % de reticulocitos | Reticulocitemia
después de la | infectados
muerte de animales
no inmunizados

NI 0.65+0.92 0.6 £0.85

exC 0.5+0.33 3.08+1.72 3.02 +1.48

exPyL 25+1.37 49.15+21.46 30.98 + 16.11

exPyNL 3.5+1.29 35.57 + 18.66 23.68 +12.83
Ejemplo 3

Respuesta humoral y celular

Después de demostrar la capacidad inmunogénica de los exosomas derivados de animales infectados con las cepas
letal y no letal de P. yoelli, se iniciaron experimentos para evaluar si las respuestas protectoras estaban asociadas con
respuesta inmune celular y/o humoral.

Para estudiar la produccion de anticuerpos especificos, los sueros fueron recolectados en el dia 20 después de la
segunda inmunizacién y almacenados a -20°C. Mezclas de sueros de los grupos de animales NI, exC, exPyNL y exPyL.
fueron utilizados para analizar los anticuerpos circulantes anti P. yoelli inducidos por la inmunizacién con exosomas.
Western blots fueron realizados utilizando un lisado de antigeno total de P. yoelli obtenido por lisis de eritrocitos in-
fectados con 1.5 M NH,CL, 0.1 M KHCO; y 0.01 M EDTA seguido de varios ciclos de congelacién y descongelacion.
Ratones inmunizados con exosomas provenientes de infeccién no letal produjeron anticuerpos IgG especificos contra
antigenos de P. yoelli de ambas cepas (Figura 3). Como era de esperarse, no se detectaron anticuerpos contra P. yoelli
en los sueros de animales no inmunizados.

La produccién de citoquinas de células individuales para evaluar la respuesta inmune celular, se realizé6 mediante
tincién intra-celular. Veinte dias después de la segunda inmunizacién, células del bazo (esplenocitos) de animales in-
munizados fueron sembradas por triplicado en placas de cultivo de 96 pozos (5x10° células/pozo). Los esplenocitos
fueron cultivados en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal de ternero (FCS) inactivado por temperatura,
HEPES (10 mM), L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), 28-mercaptoetanol (50 uM), y penicilina-estrepto-
micina (0.1 mM), y, en presencia o ausencia, de 10 ug/ml de antigeno de P. yoelli o 5 ug de una preparacion congelada
de exosomas. Para analizar la proliferacion, las células fueron tefiidas con 5-6-carboxy-fluoresceina diacetatosuccini-
midil éster (CFSE) utilizando el kit vibrant CFDASE “cell tracer” kit (Invitrogen) antes del cultivo. Las placas fueron
incubadas por 72 h a 37°C y con acetato de forbol miristato (50 ng/ml), ionomicina (500 ng/ml) y brefeldina A (10
pg/ml) en las dltimas 4 horas. Las células fueron colectadas, lavadas y tefiidas para detectar diferentes marcadores
de superficie por 20 min. utilizando anticuerpos conjugados a diferentes fluor6foros. Después de dos lavados con
PBS/BSA, las células fueron fijadas por 20 min. a temperatura ambiente con cytofix/cytoperm (BD Biosciences) y
luego lavadas y resuspendidas en una solucién perm/wash la cual las permeabiliza. Después de la permeabilizacion,
las células fueron tefiidas por 30 min. con anticuerpos conjugados especificos para diferentes citoquinas. Las muestras
fueron analizadas en un FACS Calibur. El examen visual del color y la cantidad de células en los pozos después de 72
h de cultivo revel6 una respuesta proliferativa mayor en esplenocitos de exPyNL, solo en presencia de exosomas y de
antigeno de P. yoelli. El nimero de esplenocitos CD8* T que produjeron IFN-y incrementd en animales inmunizados
con exPyNL, y, después de la re-estimulacién, con exosomas y antigeno total de P. yoelli (Figura 4A). Células T proli-
ferativas CD4* (CSFE low) que producen IFN-y, solo o en combinacién con IL-2, se detectaron en mayor nimero en
el mismo grupo de animales después de la re-estimulacién con antigeno total de P. yoelli y exosomas (Figura 4B, 4C).
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Ejemplo 4
Andlisis protedmico de los antigenos

Ademds de generar datos sobre inmunogenicidad de exosomas en infecciones experimentales de malaria utilizando
el modelo murino de Balb/c - P. yoelli, también han sido generado datos que demuestran que los exosomas obtenidos
de ratones infectados con P. yoelli o exosomas obtenidos de un paciente con P. vivax contienen antigenos del pardasito.
Para ello, alicuotas de 5 microgramos de exosomas purificados de ratones no infectados, ratones infectados con la
cepa letal y no letal de P. yoelli, de un voluntario humano saludable y de un paciente con malaria de P. vivax, fueron
analizados por espectrometria de masa.

Andlisis por espectrometria de masas acoplada a cromatografia liquida

Las preparaciones de exosomas fueron resuspendidas en NH,;HCO; 0.4 M en urea 8M. Las muestras fueron redu-
cidas con 5 mM DTT por 15 min a 50°C, alquilizadas con 10 mM iodoacetamida por 30 min. a temperatura ambiente
y diluidas con agua grado HPLC hasta obtener una concentracion de urea de 1 M. Después de digerir durante 16 h
con tripsina con pureza de secuenciacién 1/50 (relacién enzima/proteina), la reaccion fue terminada afiadiendo 4cido
férmico (FA) al 1% (Stone and Williams, 1996). Las muestras fueron desalineadas con POROS R2 ziptips (Jurado et
al., 2007) y secadas en una bomba de vacio. Posteriormente, las muestras fueron resuspendidas en 0.1% FA (sujetas a
2D LC-MS system (LC - Eksigent 1 D-plus, MS - Thermo Fisher LTQ XL with ETD, ESI source - Triversa, Adivion).
Las muestras fueron colocadas individualmente en una columna de intercambio catiénico fuerte (SCX) (5 uL, Opti-
mized Technologies), y eluidas automaticamente mediante la inyeccién de concentraciones crecientes de NaCl (0-500
mM NaCl en 5% acetonitrilo/0.5% FA). Los péptidos eluidos fueron atrapados y lavados en una columna casera C18
(1 cm, 75 um, Phenomenex Luna C18, 5 um). La separacion se consiguié mediante una columna capilar C18 (20 cm,
75 pm, Phenomenex Luna C18, 5 um) en un gradiente linear de ACN con 0.1% FA. Los espectros fueron recogidos
en el modo “data-dependent acquisition mode” (Figura 5).

Andlisis bioinformdtico

Los espectros MS/MS (figura 5) fueron convertidos a formato DTA y enviados a una biisqueda de bases de datos
utilizando Sequest (Available in Bioworks 3.3.1, Thermo Fisher Scientific). Las bases de datos utilizadas de P. vivax
y P. yoelli fueron las mas recientes liberadas en PLasmoDB (http://plasmodb.org), y las de secuencias contaminantes
tales como queratina human, tripsina porcina, proteinas de medios de cultivo se buscaron en (http://www.ebi.ac.uk/IPl/
IPIhelp.html o http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Protein&itool=toolbar). Todas las secuencias fueron con-
catenadas con la version reversa para permitir el cdlculo de falso-positivos (Elias and Gygi, 2007). Los datos obtenidos
fueron filtrados para obtener aproximadamente una tasa de error de falso-positivos de 1-2%.

Notablemente, exosomas obtenidos de ratones infectados o del paciente con P. vivax, revelaron la presencia de
proteinas de Plasmodium (Tabla II). Los datos de los espectros individuales validaron 100% que estos péptidos corres-
ponden a proteinas de Plasmodium. Todos estos resultados demuestran inequivocamente que los exosomas contienen
proteinas del parasito que causa malaria, incluyendo la malaria humana causada por P. vivax, y que estos son capaces
de presentar antigeno, generar respuestas inmunes y protectoras en un modelo murino.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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REIVINDICACIONES

1. Exosoma aislado a partir de reticulocitos que comprende al menos un antigeno de Plasmodium sp en su interior
o0 en su superficie.

2. Exosoma de acuerdo con la reivindicacién 1 donde dicho antigeno o antigenos presentes en el exosoma per-
tenecen a Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli
P. achiotense, P. achromaticum, P. aegyptensis, P. acuminatum, P. agamae, P. anasum, P. atheruri, P. azurophilum, P.
balli, P. bambusicolai, P. basilisci, P. berghei, P. bigueti P. brasilianum, P. brygooi, P. booliati, P. bubalis, P. bucki,
P. coatneyi, P. cathemerium, P. cephalophi, P. chabaudi, P. chiricahuae, P. circularis, P. cnemidophori, P. coatneyi,
P. coggeshalli, P. colombiense, P. corradettii, P. coturnix, P. coulangesi, P. cuculus, P. popo, P. cyclopsi, P. cyno-
molgi, P. diminutivum, P. diploglossi, P. dissanaikei, P. dominicana, P. durae, P. egerniae, P. elongatum, P. eylesi, P.
fabesia, P. fairchildi, P. fallax, P. fieldi, P. foleyi, P. forresteri, P. floridense, P. fragiie, P. garnhami, P. gallinaceum,
P. giganteum, P. giovannolai, P. girardi, P. gonatodi, P. gonderi, P. georgesi, P. gracilis, P. griffithsi, P. guanggong,
P. gundersi, P. guyannense, P. heischi, P. hegneri, P. hermani, P. heteronucleare, P. hexamerium, P. holaspi, P. huffi,
P. hylobati, P. icipeensis, P. inopinatum, P. inui, P. jefferi, P. josephinae, P. juxtanucleare, P. kempi, P. knowlesi, P.
kentropyxi, P. leanucteus, P. lemuris, P. lophurae, P. lepidoptiformis, P. lygosomae, P. mabuiae, P. mackerrasae, P.
maculilabre, P. maior, P. marginatum, P. matutinum, P. mexicanum, P. minasense, P. morulum, P. nucleophilium, P.
octamerium, P. odocoilei, P. papernai, P. paranucleophilum, P. parvulum, P. pedioecetii, P. pelaezi, P. percygarnhami,
P. petersi, P. pifanoi, P. pinotti, P. pinorrii, P. pitheci, P. pitmani, P. polare, P. praecox, P. reichenowi, P. relictum, P.
rhadinurum, P. rhodaini, P. robinsoni, P. rouxi, P. sandoshami, P. sasai, P. schweitzi, P. silvaticum, P. simium, P. se-
miovale, P. shortii, P. smirnovi, P. subpraecox, P. tenue, P. tejerai, P. tomodoni, P. torrealbai, P. traguli, P. tribolonoti,
P. tropiduri, P. uilenbergi, P. watteni, P. wenyoni, P. vacuolatum, P. vastator, P. vaughani, P. vinckei, P. volans y/o
P. youngi.

3. Exosoma de acuerdo con la reivindicacién 2 donde dicho antigeno o antigenos presentes en el exosoma perte-
necen a Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli, P.
berghei, P. brasilianum, P. chabaudi, P. cynomolgi, P. fragiie, P. knowlesi y/o P. reichenowi.

4. Exosoma de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde dicho exosoma ha sido aislado a
partir de reticulocitos de mono, de ratén y/o humanos.

5. Uso de un exosoma de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores para su uso en la elaboracién
de un medicamento para la prevencién y profilaxis frente a la malaria.

6. Método para la obtencién de los exosomas de acuerdo con la reivindicacién 1 que comprende:
a) obtener una muestra de sangre infectada con Plasmodium sp.,

b) obtener la fraccidn de exosomas derivada de reticulocitos mediante ultracentrifugacién secuencial de la
muestra de sangre de a).

7. Método de acuerdo con la reivindicacién 6 donde la muestra de sangre puede estar infectada con Plasmodium
vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli P. achiotense, P. achro-
maticum, P. aegyptensis, P. aecuminatum, P. agamae, P. anasum, P. atheruri, P. azurophilum, P. balli, P. bambusicolai, P.
basilisci, P. berghei, P. bigueti P. brasilianum, P. brygooi, P. booliati, P. bubalis, P. bucki, P. coatneyi, P. cathemerium,
P. cephalophi, P. chabaudi, P. chiricahuae, P. circularis, P. cnemidophori, P. coatneyi, P. coggeshalli, P. colombiense,
P. corradettii, P. coturnix, P. coulangesi, P. cuculus, P. popo, P. cyclopsi, P. cynomolgi, P. diminutivum, P. diploglossi,
P. dissanaikei, P. dominicana, P. durae, P. egerniae, P. elongatum, P. eylesi, P. fabesia, P. fairchildi, P. fallax, P. fieldi,
P. foleyi, P. forresteri, P. floridense, P. fragile, P. garnhami, P. gallinaceum, P. giganteum, P. giovannolai, P. girardi, P.
gonatodi, P. gonderi, P. georgesi, P. gracilis, P. griffithsi, P. guanggong, P. gundersi, P. guyannense, P. heischi, P. heg-
neri, P. hermani, P. heteronucleare, P. hexamerium, P. holaspi, P. huffi, P. hylobati, P. icipeensis, P. inopinatum, P. inui,
P. jefferi, P. josephinae, P. juxtanucleare, P. kempi, P. knowlesi, P. kentropyxi, P. leanucteus, P. lemuris, P. lophurae, P.
lepidoptiformis, P. lygosomae, P. mabuiae, P. mackerrasae, P. maculilabre, P. maior, P. marginatum, P. matutinum, P.
mexicanum, P. minasense, P. morulum, P. nucleophilium, P. octamerium, P. odocoilei, P. papernai, P. paranucleophi-
lum, P. parvulum, P. pedioecetii, P. pelaezi, P. percygarnhami, P. petersi, P. pifanoi, P. pinotti, P. pinorrii, P. pitheci,
P. pitmani, P. polare, P. praecox, P. reichenowi, P. relictum, P. rhadinurum, P. rhodaini, P. robinsoni, P. rouxi, P. san-
doshami, P. sasai, P. schweitzi, P. silvaticum, P. simium, P. semiovale, P. shortii, P. smirnovi, P. subpraecox, P. tenue,
P. tejerai, P. tomodoni, P. torrealbai, P. traguli, P. tribolonoti, P. tropiduri, P. uilenbergi, P. watteni, P. wenyoni, P.
vacuolatum, P. vastator, P. vaughani, P. vinckei, P. volans y/o P. youngi.

8. Método de acuerdo con la reivindicacion 7 donde la muestra de sangre puede estar infectada con Plasmodium

vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium yoelli, P. berghei, P. brasilia-
num, P. chabaudi, P. cynomolgi, P. fragile, P. knowlesi y/o P. reichenowi.
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9. Método de acuerdo con la reivindicacién 6 donde la ultracentrifugacién secuencial de la etapa b) comprende:
1) centrifugar entre 400-900 x g durante 25-35 minutos
ii) centrifugar entre 10 000-14 000 x g durante 20-40 minutos
iii)  centrifugar entre 90 000-110 000 x g durante 1 -3 horas.
10. Composicién farmacéutica que comprende exosomas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4
y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

11. Vacuna frente a la malaria que comprende exosomas de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-11

1-11

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 200931275

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 BEAUVILLAIN C. et al. Vaccine. Enero 2009. Volumen 27, Enero-2009
paginas 1750-1757.

D02 SCHOREY JS. & BHATNAGAR S. Traffic. 2008. Volumen 9, 2008
paginas 871-881.

D03 VIAUD S. et al. Horm Metab Res. 2008. Volumen 40, 2008
paginas 82-88..

D04 WO 2008092153 A2 31.07.2008

D05 ENGWERDA ChR. et al. TRENDS in Parasitology. 2005. 2005
Volumen 21 (2), paginas 75-80.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente invencion divulga un exosoma, aislado de reticulocitos de mono, ratén y/o humanos, que contiene al menos un
antigeno de Plasmodium sp. (reivindicaciones 1-4), al método para su obtencién y a su uso para elaborar un medicamento,
composicién farmacéutica y/o vacuna para prevencion y profilaxis de la malaria (reivindicaciones 5-11).

El documento D01 divulga el uso de exosomas en una vacuna frente a toxoplasmosis congénita en ratones, asi como su
posible uso en humanos como un nuevo tipo de vacuna que no contiene células sino exosomas que presentan antigenos y
gue transfieren material biolégico entre células, constituyendo una diana inmunol6gica capaz de inducir una respuesta
inmune efectiva (ver todo el documento).

El documento D02 se refiere a un estudio sobre los exosomas y sus funciones biolégicas, entre ellas la de candidatos a
posibles vacunas frente a enfermedades infecciosas, debido a que los exosomas aislados de células infectadas con
patégenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis 0 Toxoplasma gondii contienen componentes microbianos y
pueden promover la presentacion de antigenos y la activacién de macréfagos (ver pagina 871, resumen; pagina 877,
columna 2 - pagina 878, columna 1).

El documento D03 se refiere al uso de exosomas para tratamiento de enfermedades humanas, especialmente en su
potencial como vacunas libre de células para combatir el cancer. También se refiere a su capacidad de presentar antigenos
especificos que producen una respuesta inmune efectiva frente a infecciones como las provocadas por Toxoplasma gondii
lo que hace que se las considere como potenciales vacunas frente a este y otros microorganismos patégenos (ver pagina
82, resumen; pagina 86, columna 2 - pagina 87, columna 1).

El documento D04 divulga un exosoma aislado de una célula, que comprende uno 0 mas antigenos, incluso antigenos
exogenos, y que es deficiente en uno o mas de los polipéptidos inmunosupresores que normalmente se encuentran en estas
moléculas. También se refiere a métodos de obtencion de dichos exosomas y a su uso para tratamiento de cancer (ver
pagina 4, linea 25 - pagina 7, linea 11).

El documento DO5 se refiere a la importante funcion del bazo en el desarrollo de la malaria. Este 6rgano, es un lugar clave
para renovacion de los glébulos rojos parasitados durante la malaria, donde se genera inmunidad y produccion de nuevos
glébulos rojos. Este estudio sugiere que cuando el antigeno es capturado por las células dendriticas, presentadoras de
antigeno, para generar la respuesta inmune, la transferencia del antigeno puede realizarse por exosomas o por fagocitosis
de macrofagos. (ver pagina 77, columnas 1y 2).

1. NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986)

El objeto técnico de la presente solicitud es un exosoma, que contiene al menos un antigeno de Plasmodium sp., un método
para su obtencién y su uso para elaborar un medicamento y/o vacuna para prevencion y profilaxis de la malaria

1.1. REIVINDICACIONES 1-11

El documento D01 se considera el méas cercano al estado de la técnica ya que anticipa el uso de exosomas en una vacuna
frente a toxoplasmosis congénita en ratones y su posible uso en humanos.
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N° de solicitud: 200931275

Los documentos D02 y D03 también anticipan el uso de exosomas, aislados de células infectadas con patdégenos
intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis o Toxoplasma gondii, contienen componentes microbianos y pueden
promover la presentacion de antigenos como posibles vacunas libres de células.

Aunque el uso de los exosomas para elaboracidon de vacunas y es conocido en el estado de la técnica, sin embargo, la
presente invencién difiere de los documentos anteriormente citados en que reivindica un exosoma que contiene al menos un
antigeno de Plasmodium sp., que puede ser de diferentes especies de Plasmodium, que se obtiene de sangre infectada con
este organismo y su uso para elaborar un medicamento para prevencion y profilaxis de la malaria, enfermedad dificil de
combatir y de encontrar una vacuna especifica para ella. Por tanto, se considera que invencion divulgada en la presente
solicitud resulta inventiva ya que supone una mejora considerablemente respecto a lo divulgado en el estado de la técnica.

En consecuencia, segun lo divulgado en los documentos D01-D03, las reivindicaciones 1-11 cumplen los requisitos de
novedad y actividad inventiva (Art. 6.1 y Art. 8.1 LP 11/1986).

Los documentos D04 y D05 se refieren al estado de la técnica y no se consideran relevantes en relacién con el objeto de la
invencion.
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