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DESCRIPCION
Microvesiculas aisladas de células madre mesenquimales para usar como agentes inmunosupresores

La presente invencion se refiere a microvesiculas aisladas de células madre mesenquimales para uso como agentes
inmunosupresores. En particular, la invencién se refiere a microvesiculas aisladas a partir de células madre
mesenquimales para ser usadas como agentes inmunosupresores para el tratamiento de patologias inflamatorias e
inmunes.

Las propiedades inmunomoduladoras de las células madre mesenquimales estromales son objeto de un creciente
interés y de una creciente aplicacion clinica, pero el efecto de reproducibilidad de las mismas es controvertido e
implica mecanismos resueltos solo parcialmente. Las células estromales mesenquimales (MSC, del inglés
“mesenchymal stromal cells”) presentan propiedades inmunorreguladoras in vitro, en modelos animales y en
aplicaciones clinicas como en la enfermedad injerto-contra-hospedante (ver las revisiones de Nauta 2007, Zhao
2010, Caimi 2010). Sin embargo, sus mecanismos de accion no han sido elucidados completamente. En particular,
aunque el efecto inmunosupresor de las MSC sobre linfocitos T activados ha sido estudiado mas extensamente
(Krampera, 2003), y se han descrito multiples factores implicados, tanto el efecto de MSC sobre los linfocitos B y
como el mecanismo de accién son muy controvertidos (Corcione 2006, Tabera 2008, Comoli 2008, Traggiai 2008,
Rasmussen 2007). Habiéndose publicado diferencias entre especies (humano frente a raton) en la interaccion de
MSC y células B (Renseneb, 2009), a continuaciéon solo se discutiran resultados derivados de células humanas.
Generalmente, se asume la aparicion de factores solubles que median en la interaccion MSC-linfocitos B y, de
hecho, también se ha publicado que dichos factores tendrian un efecto mas importante sobre linfocitos B que sobre
linfocitos T (Augello, 2006).

Como se ha indicado anteriormente, el efecto de las MSC sobre los linfocitos B no parece ser univoco. De hecho, se
han descrito efectos tanto inhibidores (Corcione 2006, Tabera 2008, Comoli 2008) como estimulantes (Traggiai
2008, Rasmussen 2007) sobre la proliferacion, diferenciacion y produccion de linfocitos B. Cabe destacar que en
determinadas condiciones las MSCs pueden desempeiiar una funcién de células presentadoras de antigeno (Chan,
2006), amplificando de este modo la respuesta inmune. Este fendmeno parece producirse en determinadas
condiciones ambientales, por ejemplo en presencia de niveles bajos de interferon gamma (Chan, 2006). Segun un
estudio sobre la interaccion de linfocitos B, las MSCs presentaron efectos opuestos (de inhibicion o de estimulacion)
dependiendo de la intensidad de estimulo usada para células B de origen donante (Rasmussen, 2007). Estos
resultados contrapuestos y no predecibles generan dificultades para el uso de MSC en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes complejas.

A la vista de lo anterior es evidente, por tanto, la necesidad de proporcionar nuevos tratamientos de enfermedades
inflamatorias e inmunes adecuadas para superar las desventajas de la técnica anterior.

Recientemente se ha demostrado que multiples interacciones de células inmunes estan mediadas por
microvesiculas (MV) o microparticulas, es decir, cuerpos recubiertos de membrana secretados por muchos fenotipos
celulares (Théry, 2009). Se han descrito diversas especies, con un tamafo de 50 a 1000 nm o mas, y con diferentes
propiedades estructurales y bioquimicas dependiendo del compartimento intracelular del que deriven. Una cantidad
creciente de evidencias experimentales sugiere que dichas MVs desempefian un papel fundamental en la
comunicacion intercelular, a través de transferencia de proteinas, ARNm y microARN (Valadi, 2007; Camussi, 2010).

La funcién de las MVs como vehiculos de respuesta inmune ha sido demostrada para fenotipos celulares como las
células dendriticas o los linfocitos T. Se han usado microvesiculas aisladas de células dendriticas que expresan
antigeno tumoral en ensayos clinicos de fase | con pacientes que padecian melanoma o carcinoma pulmonar
(Escudier, 2005; Morse, 2005), con el objetivo de estimular la respuesta inmune tumoral. Dichos estudios
demostraron que las MVs son seguras para uso sistémico en humanos, un resultado clinico alentador que se
produjo en pacientes individuales. El uso de exosomas con actividad inmunosupresora ha sido estudiado por P.
Robbins et al (US20060116321), que aislaron exosomas de diferentes tipos celulares que incluian células
presentadoras de antigeno (células dendriticas y macrofagos). De forma analoga, se ha propuesto el uso de
microvesiculas procedentes de células dendriticas con fines inmunoterapéuticos (Lamparsky, US 6812023) como
prevencion de respuestas autoinmunes o respuestas inmunes de antigeno de injerto, o la reducciéon de una
respuesta de antigenos exagerada (Mattews Albert L, US 2002000404 1).

También se han estudiado exosomas procedentes de células presentadoras de antigeno como vehiculos de vacuna
(Delcayre A, US20060222654) o como generadores de respuesta antitumoral (Delcayre A, US7704964).

Las microvesiculas derivadas de células endoteliales, preferiblemente de progenitores endoteliales, ha sido
estudiadas como posibles adyuvantes en el trasplante de islas de células pancreaticas endoteliales para el
tratamiento de la diabetes de Tipo 1 o de Tipo 2. El efecto adyuvante permitiria la supervivencia y la funcionalidad de
las islas trasplantadas (Cantaluppi V, US20100233216).

Ademas, se ha descrito que el efecto de inhibicidon de las MSCs sobre los linfocitos B también se produce cuando
dichas dos poblaciones celulares estan separadas por membranas permeables, una observacién que ha sido
considerada como un soporte de la aparicion de mediadores solubles (Corcione, 2006; Augello, 2005). Sin embargo,
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el efecto de inhibicién no se produjo (Corcione, 2006), o lo hizo solo parcialmente (Augello, 2005), cuando se usé
sobrenadante de cultivo de MSC. Por lo tanto, se ha asumido que para que el efecto de inhibicion de las MSC se
ejerza completamente seria necesario un contacto intercelular o una liberacion de sefial de linfocitos B (Corcione,
2006).

En lo que se refiere a las células madre mesenquimales, las microvesiculas procedentes de células madre
mesenquimales (MSC-MVs) han sido descritas como posibles mediadores del efecto antiapoptético y pro-
regenerativo asociado a la administracion de MSC en modelos de animales (Bruno 2009; Herrera, 2009; Gatti,
2011).

Los inventores de la presente invenciéon han descubierto ahora que las microvesiculas aisladas de células madre
son adecuadas para mediar de forma efectiva en el efecto inmunosupresor sobre linfocitos B. De hecho, los
inventores han identificado mediadores especificos de efecto inhibidor de células madre mesenquimales sobre
linfocitos B en microparticulas producidas a partir de células madre mesenquimales, también denominadas
microvesiculas (MV) y reconocidas recientemente como mediadores de la comunicacion intercelular. Por lo tanto, las
microvesiculas o exosomas procedentes de células madre mesenquimales pueden usarse de forma ventajosa como
agentes inmunosupresores, en particular en patologias inflamatorias crénicas y en enfermedades autoinmunes,
como por ejemplo la diabetes de Tipo 1. En particular, se ha observado que usando MVs que derivan de un medio
de cultivo de células madre mesenquimales se obtiene un fuerte efecto dependiente de la dosis sobre la
proliferacion, diferenciacion y produccion de anticuerpos por linfocitos B estimulados con CpG. Empleando una
marca fluorescente, se ha demostrado usando tanto FACS como analisis de microscopia confocal que las MVs
estan asociadas a linfocitos B estimulados por CpG, pero no a otras células inmunes como los linfocitos T, las
células dendriticas o las células NK, apoyando dicho resultado adicionalmente la especificidad del efecto detectado.

Estos resultados indican que las MVs producidas por células madre mesenquimales son vehiculos para inhibir el
efecto ejercido por dichas células sobre linfocitos B. Por lo tanto, las MVs, producidas por MSCs bajo determinadas
condiciones de cultivo, pueden usarse terapéuticamente en lugar de las células de origen, dando como resultado
ventajas destacables en términos de estandarizacion, facilidad de manejo, seguridad y eficacia. Usando tanto MSCs
como MSC-MVs también se obtiene una inhibicion funcional de linfocitos B, como demuestra la reduccién de la
secrecion de inmunoglobulina. Ademas, se observa una correlacion lineal de la concentraciéon de MSC-MV vy la
inhibicion de la proliferacion y diferenciacion de células B.

Con el objetivo de verificar si los fendmenos observados estaban mediados por la interaccion con otras poblaciones
celulares presentes en las PBMCs, las MSC-MVs han sido marcadas con un colorante fluorescente en las
condiciones experimentales descritas anteriormente y se ha verificado la asociacion con diferentes fenotipos
celulares marcados con anticuerpos fluorescentes contra marcadores superficiales especificos usando tanto FACS
como analisis de microscopia confocal. Las MSC-MVs demostraron asociarse exclusivamente con linfocitos B y no
con linfocitos T, células NK o dendriticas. Estos datos indican que el efecto de inhibicion de las MSCs sobre células
B esta mediado de manera muy importante, si no completamente, por la liberacion de MV.

Ademas, los datos experimentales mostrados mas adelante demuestran el efecto anti-inflamatorio in vivo de las
MSC-MVs. En particular, los resultados obtenidos con un modelo animal de colitis ulcerosa muestran una mejoria
clinica y una reduccion del indice de flogosis.

El uso de MSC-MVs en lugar de células vivas completas podria, por tanto, ofrecer una serie de ventajas
significativas, tanto en términos de seguridad como de facilidad de manejo. El uso de MSC-MV ofrece ademas
ventajas tanto en la produccién como en el uso clinico.

Las ventajas en la produccion son las siguientes:

- Las MSC-MVs pueden producirse debido a su liberaciéon continua por MSCs dentro del medio de cultivo,
desde donde pueden ser aisladas por ultrafiltracion/ultracentrifugacion.

- La produccién de las mismas se puede amplificar usando biorreactores que permitan ajustar grandes
cantidades de células a estructuras tridimensionales, y que faciliten el aislamiento del flujo continuo de
MSC-MVs.

- La producciéon de MSC-MVs por las células puede estimularse en base a la composicién del medio
mediante la adiciéon de diversas sustancias (p.ej., citoquina como interferén gamma) o variando las
condiciones fisicas (p.gj., presion de oxigeno).

- Las MSC-MVs pueden aislarse del medio mediante ultrafiltracién, usando filtros con un corte de 30 a 100
kD.

- Después de concentrar mediante ultrafiltracion, las MSC-MVs se pueden purificar mediante
ultracentrifugacion a 100.000 g.
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- Las MSC-MVs aisladas y purificadas pueden someterse opcionalmente a un proceso de esterilizacion
mediante irradiacion, al contrario que con células vivas.

- Las MSC-MVs pueden congelarse facilmente en PBS, opcionalmente con la adicion de agentes
crioprotectores aprobados para uso clinico (DMSO), y después de descongelar se lavan mediante
ultrafiltracion/ultracentrifugacion. En ese momento ya estarian listas para ser usadas, esto es, no es
necesaria (al contrario que con las células) la verificacion de su viabilidad y funcionalidad.

- El producto obtenido es mas faciimente estandarizable que las células vivas; esto da como resultado una
mejor aceptacion para la regulacion farmacéutica y una reduccion de costes.

- Las MSC-MVs pueden usarse como vehiculo para moléculas amplificadoras de efecto como la anexina V
(ver la Figura 9).

Respecto al nivel clinico, existen las siguientes ventajas:

- Las MSC-MVs se metabolizan rapidamente (Gatti, 2011) y no generan problemas de colonizacion ectépica
como las células vivas.

- Las MSC-MVs no implican riesgo de transformacion oncogénica como ocurre con las células vivas,
especialmente cuando se manipulan in vitro (Tolar, 2007).

- Las MSC-MVs presentan una actividad mas especifica y reproducible sobre células B diana activadas
(linfocitos B) que las MSCs.

- La administracién sistémica de MSC-MV, al contrario que la de las MSCs, implica la infusién de volimenes
muy pequefios de material particulado, lo que resulta en un menor riesgo de embolizacion.

- La administracién repetida de MSC-MV, también préxima en el tiempo, no conlleva los problemas de
seguridad mencionados anteriormente derivados del uso de células vivas, facilitando de este modo la
consecucion del efecto deseado.

- Las MSC-MVs son cuerpos mas sencillos y mas estables que las células de origen, y presentan un
comportamiento reproducible y predecible, por el contrario, el destino final de las MSC tras un trasplante es
indeterminado. Por ejemplo, el comportamiento de las MSC puede variar dependiendo del entorno de
interacciéon, como también hemos confirmado con nuestros datos experimentales. Por el contrario, las
condiciones del entorno no afectaron a la actividad de las MSC-MV sobre linfocitos.

- Todas las anteriores ventajas adquieren una importancia ain mayor a nivel pediatrico, debido tanto a
razones éticas como al tamafio mas pequefio de los cuerpos y a la mayor esperanza de vida.

Por lo tanto, un objetivo especifico de la presente invencion son las microvesiculas, o exosomas, aisladas a partir de
células madre mesenquimales para uso en terapias inmunosupresoras.

El término microvesiculas se refiere a la mezcla de microparticulas que tienen tamafios generalmente variables entre
aproximadamente 0,1 y 1 micrometros.

En particular, las microvesiculas segun la invencion pueden usarse para el tratamiento de enfermedades
inflamatorias, inflamatorias crénicas y autoinmunes. Las patologias inflamatorias y autoinmunes, en particular las
enfermedades mediadas por anticuerpos, pueden ser graves y cronicas. El tratamiento con microvesiculas de la
invencion esta dirigido a reducir la extension de la flogosis, sus sintomas y complicaciones relacionadas. Las
enfermedades crénicas inflamatorias son, por ejemplo, enfermedades inflamatorias autoinmunes, enfermedades
reumatolégicas como la inflamacion de tejidos conectivos y vasculares. Por ejemplo, enfermedades que pueden ser
tratadas con MVs segun la presente invencion son las siguientes: vasculitis sistémica, poliarteritis nodosa, arteritis
de célula gigante, granulomatosis de Wegener, purpura de Henoch-Schonlein, crioglobulinemia, vasculitis del
sistema nervioso central, mononeuritis multiple, arteritis de Takayasu, enfermedad de Behget, enfermedad de
Buerger, enfermedades inflamatorias crénicas intestinales, como por ejemplo la enfermedad de Crohn y la colitis
ulcerativa, tiroiditis de Hashimoto, anemia hemolitica autoinmune, enfermedad de Addison, diabetes mellitus Tipo I,
diabetes autoinmune latente del adulto (LADA), diabetes autoinmune recurrente en pacientes de diabetes de larga
duracion tras recibir un trasplante de pancreas o de isletas, artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso,
dermatomiositis, escleroderma, sindrome de Sjogren, esclerosis multiple, hepatitis autoinmune croénica, cirrosis biliar
primaria, soriasis, alopecia areata, vitiligo, sindrome de Goodpasture, sindrome de Guillame-Barre, glomerulonefritis
cronica, dermatitis y eczema, sindrome de Reiter, artritis reactiva, fibrosis quistica, sinusitis, bronquitis cronica,
enfermedad periodontal, diverticulosis/diverticulitis.

Adicionalmente, las microvesiculas segun la presente invencion pueden usarse para el tratamiento y prevencion del
rechazo de trasplantes. Por ejemplo, dichas microvesiculas pueden usarse en trasplantes de células, tejidos y
organos solidos, buscando favorecer la compatibilidad donante/receptor, reduciendo la respuesta inmune y
favoreciendo el desarrollo de la tolerancia de inmunidad: enfermedad injerto-contra-hospedante, rechazo de
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trasplante (injerto), tanto de células como de 6rganos solidos. Las microvesiculas de la invencion se pueden usar
ademas con el objetivo de inhibir el desarrollo de una reaccion inmune como resultado de un trasplante celular
alogénico/xenogénico o de una terapia génica.

Otro objetivo de la presente invencidn es una composicion farmacéutica que comprende o que consiste en
microvesiculas aisladas a partir de células madre mesenquimales, como principio activo, opcionalmente moléculas
de unién que potencien la actividad inmunosupresora de las mismas, como por ejemplo anexina, junto con uno o
mas excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables para su uso segun se describe en las
reivindicaciones 6-10.

A partir de este punto se describira la presente invencién de un modo ilustrativo, aunque no limitativo, de acuerdo a
las realizaciones preferidas de la misma, haciendo referencia en particular a las figuras incluidas, en las que:

Figura 1: muestra un co-cultivo de CLMs estimuladas con CPG y MSC. 1A-1B) Graficos de densidad representativos
del analisis citofluorimétrico de CLMs marcadas con CFMDA (c) o CLMs después de co-cultivo con SCMs (MSC/C)
en una relacion MSC/C de 1:20, 1:50 y 1:100. 1A) Las células CD19 positivas fueron seleccionadas en la puerta R1
del cultivo solo de CLM (C) o del co-cultivo de MSC. 1B) En el cuadrante superior izquierdo Q1, se muestra el
porcentaje de células CD19/CMFDA positivas para el cultivo de solo CLM (C) o para el co-cultivo de MSC. 1C)
Histograma (izquierda) y grafico (derecha) que muestran la media y el porcentaje de inhibicion, respectivamente, de
viabilidad de linfocitos CD19 positivos (células B) para 3 experimentos independientes del cultivo solo de CLM (c) o
del co-cultivo de MSC. 1D) Histogramas (izquierda) y grafico (derecha) que muestran la media y el porcentaje de
inhibicion de la proliferacion, respectivamente, de células CD19 positivas y de células marcadas con CMFDA para 3
experimentos independientes del cultivo solo de CLM (c) o del co-cultivo de MSC.

Figura 2: muestra un co-cultivo en paralelo de CLMs estimuladas con CpG, MSC o MSC-MV. 2A) Graficos de
densidad representativos del analisis citofluorimétrico de CLMs marcadas con CMFDA del grupo de control (C) y
CLMs después de co-cultivo con MSC o MSC-MV. Los linfocitos fueron seleccionados en la puerta Q1 mediante
parametros morfologicos (FSC-H; SSC-H) como células viables (izquierda). Dichos linfocitos son analizados
sucesivamente en base a la tasa de proliferacion mediante seleccion de eventos CD19/CD27 positivos (derecha,
panel superior) o mediante fase de diferenciacion en células plasmaticas (PC) por seleccién de eventos CD19/CD27
positivos (derecha, panel inferior). 2B-2C) Histogramas que muestran la media y el porcentaje de inhibicion,
respectivamente, de linfocitos CMFDA/CD19 positivos de cultivo solo de CLM (C) o de co-cultivo de MSC o MSC-
MV. 2D-2E) Histogramas que muestran la media y el porcentaje de inhibicion de la proliferacion, respectivamente, de
células de plasma (PC) CD19/CD27 positivas de cultivo solo de CLM (C) o de co-cultivo de MSC o MSC-MV. Los
resultados son la media y el error estandar de 3 experimentos independientes. * p<0,05.

Figura 3: muestra la inhibicion de la produccion de inmunoglobulina en CLMs estimuladas con CpG después de co-
cultivo con MSC o MSC-MV. Ensayo ELISA de sobrenadantes de cultivo solo de CLM (C), incubados con MSC o
con MSC-MV. Los resultados son la media y la desviaciéon estandar de concentracion (ng/mL) de IgM, 1gG 6 IgA
para 3 experimentos independientes. *p<0,05.

Figura 4: muestra la caracterizacion de MSC-MVs. Grafico de puntos representativo obtenido para MVs liberadas por
MSC usando un citofluorimetro FACSCanto. 4A) La puerta de MV se seleccioné usando particulas de calibracion de
0,5-1 ym de tamario. 4B) Las MSC-MVs derivadas de la puerta mostrada en 4A fueron identificadas en el cuadrante
Q4 con particulas de anexina V,7-ADD y Trucount (P1).

Figura 5: muestra el efecto dependiente de la dosis de MSC-MVs sobre linfocitos B en CLMs. El panel A muestra la
inhibicién de la proliferacion (izquierda) y la diferenciacion (derecha) de CLMs estimuladas con CpG tras cultivo de
MSC-MV no diluido (MV) o a una diluciéon de 1:3 6 1:6. Se observa una fuerte inhibicion. Los resultados son de 4
experimentos independientes.

Figura 6: muestra el analisis FAC para la incorporaciéon de MVs marcadas con PKH26 mediante poblaciones
seleccionadas de CLM tras estimulacion con CpG. 6A) Graficos de densidad para linfocitos CD3+, CD86+ y doble
negativos (Dneg) seleccionados en 3 puertas diferentes: 6B) Graficos de histograma de intensidades de
fluorescencia para linfocitos positivos CD3-FITC, CD86-APC seleccionados y analizados antes (panel superior) o
después de incubacion con MSC-MVs marcadas con PKH26 (panel inferior). La intensidad de fluorescencia es
mayor en las células CD86 positivas. 6C) Graficos de densidad para linfocitos CD56+, CD19+ y doble negativos
(Dneg) seleccionados en 3 puertas diferentes; 6B) Graficos de histograma de intensidades de fluorescencia para
linfocitos positivos CD56-FITC, CD19-APC-Cy7 seleccionados y analizados antes (panel superior) o después de
incubacion con MSC-MVs marcadas con PKH26 (panel inferior). La intensidad de fluorescencia es mayor en las
células CD86 positivas.

Figura 7: muestra los analisis de microscopia confocal de CLM. Las células han sido tefiidas con anticuerpos
conjugados a APC contra CD3, CD19 y CD86 (pseudo tincion verde) y anti-CD 56 conjugados (verde) con adicion
(panel superior) o sin (panel izquierdo) incubacion con MSC-MV tefiidas con PKH26 (rojo). Las MVs se producen
mayoritariamente dentro del citoplasma de células positivas CD19 (punta de flecha) y CD86 (flecha). Los nucleos
fueron contratefiidos con Hoechst. Barra de aumento: 10 ym.
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Figura 8: muestra la microscopia confocal de reconstruccion Z para subpoblaciones celulares. Microfotografias de
reconstruccion Z (a, d) realizadas usando microscopia confocal de barrido laser de linfocitos incubados con MSC-MV
positivos de PKH26, tefiidos con anticuerpos anti-CD19 (a-c) y anti-CD86 (d-f). Las proyecciones sobre los ejes XZ y
XY (b-c, e-f) obtenidas de secciones transversales opticas multiples consecutivas mostraron una localizacion
intracelular de MSC-MVs marcadas con colorante rojo fluorescente en las células CD19 positivas (c, verde) y CD86
positivas (f, verde), respectivamente. Los nucleos fueron tefiidos con Hoechst. Barras de aumento: 5 um (a, d) y 2
pum (b-c, e-f).

Figura 9: muestra histogramas que presentan la media de células en proliferacion y en diferenciacion obtenidas de
un Unico cultivo de PBMC (c), con MV diluidas 1:3 6 con MV 1:3 incubadas con anexina V (concentracion entre 10
Mg y 0,1 ug). El efecto de inhibicion de las MVs se ve potenciado por la anexina V de acuerdo a un modo
dependiente de la dosis.

Figura 10: muestra la expresion de TNF alfa, IL-1beta, IL-6 y Cox2 en tejido de colon en el sexto dia de
experimentacion en animales de control sin inducciéon de colitis, administrados solo con PBS (vehiculo/PBS), en
animales con colitis inducida por DSS y administrados solo con PBS (DSS/PBS) y en animales con colitis inducida
por DSS y administrados con inyecciones de microvesiculas aisladas de células madre mesenquimales y
suspendidas en PBS (DSS/MV). Los valores son la media +SD. *p<0,05.

Figura 11: muestra el analisis histoldgico (hematoxilina-eosina) de tejido de colon procedente de un ratén con colitis
inducida por DSS y administrado solo con PBS (A) y de un ratén con colitis inducida por DSS y administrado con
inyecciones de microvesiculas aisladas a partir de células madre mesenquimales (b). Dentro de la mucosa y la
submucosa del raton tratado se puede ver un infiltrado inflamatorio con componente linfomononuclear marcado y de
histiocito.

Ejemplo 1: Aislamiento de microvesiculas a partir de células madre mesenquimales y estudio in vitro del efecto de
las microvesiculas sobre linfocitos B

MATERIALES Y METODOS
Cultivo y expansion de células madre mesenquimales

Células madre mesenquimales humanas comerciales derivadas de médula 6sea (MSC; Lonza, Basilea, Suiza) se
llevaron a placa en matraces de cultivo de poliestireno de 75 cm? con tapon ventilado (Becton Dickinson, EE.UU.)
con una densidad de 4X10° en 10 mL de medio de cultivo basal Mesencult (Stem Cell Technologies, BC, Vancouver,
Canada) al que se afadi6 suero fetal bovino (20%, FBS, Hyclone Laboratories), penicilina a 100 U/mL y
estreptomicina a 100 pyg/mL (Gibco, Grand Island, NY). Los cultivos fueron incubados a 37°C en atmodsfera
humedecida con un 5% de CO,. Después de eso, las células fueron mantenidas en el mismo medio de cultivo, se
separaron de la placa en una disolucion de tripsina/EDTA (Invitrogen, Life Technologies, Italia) hasta una confluencia
de 80-90% y se volvieron a llevar a placa con una dilucién 1:2. Semanalmente se realizé un reemplazo del medio de
cultivo.

Aislamiento de células linfomononucleares a partir de sangre periférica

Se recogieron muestras de sangre de donantes sanos en el Centro Trasfusionale Ospedale Pediatrico Bambino
Gesu de Roma. Tras una adquisicion consentida informada, las células linfomononucleares sanguineas periféricas
(CLM) fueron separadas con un gradiente Ficoll (Histopaque, Sigma Chemical C., St Louis, MO, EE.UU.) usando 50
mL de sangre venosa heparinizada, lavadas dos veces en tampoén de fosfato salino, y a continuaciéon crio-
almacenadas en nitrégeno liquido.

Co-cultivo de células linfomononucleares procedentes de sangre periférica con MSC

Se han planificado experimentos con el objetivo de evaluar la viabilidad de linfocitos B en co-cultivo con MSCs
adheridas en Placas de cultivo de 96 pocillos (Corning-Costar, Celbio, Milan, Italia) a concentraciones iniciales de
2,5x10%, 1x10* 6 5x10* células/pocillo en FBS al 20% afiadido a medio de cultivo basal Mesencult. Para ensayos de
|nmunomoduIaC|on se adhieren MSC a placas de cultivo de 96 pocillos a una concentracion inferior, 5x10°
células/pocillo y se cultivan en FBS al 20% afiadido a medio de cultivo basal Mesencult Al dia siguiente, en los
pocillos con MSC adheridas, se retira el medio de cultivo y se reemplaza con CLMs (5x10 /pocillo correspondiente a
una relacion MSC/CLM de 1:20, 1:50 y 1:100, respectivamente). Las MSCs se han marcado previamente con
diacetato de 5-clorometilfluoresceina (CMFDA, Cell Tracker, Molecular Probes) a una concentracién de 0,5 uM y co-
cultivadas con MSC en FBS al 10% afiadido a medio de cultivo RPMI 1640 (BioWhittaker, Lona, Bélgica). Se
incubaron linfocitos B mediante incubacion con 2,5 pg/mL de oligodesoxinucleétidos humanos CpG (Hycult
Biotechnology). Después de una semana se lavaron las células cultivadas en tampoén de fosfato salino de Dulbecco
(D-PBS, Euro-Clone, Milan, ltalia) y se analizaron usando FACS (Analisis de Clasificacion Celular Activado por
Fluorescencia, FACSCanto I, BD Biosciences).

Co-cultivo de CLM con microvesiculas derivadas de MSC (MSC-MV)
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Se usaron cultivos de MSC confluentes al 90% para la preparacion de medio condicionado (CM). Después de 5 dias
de cultivo, se recuperd el medio de las placas en las que se habian llevado a placa inicialmente las células a una
concentracion de 2x10%/pocillo y se centrifugé a 1000 g durante 20 minutos a fin de eliminar los restos celulares. Las
MSC produjeron microvesiculas (MSC-MVs) que fueron aisladas como se describe en parrafos sucesivos, y se
afiadieron a 5x10° linfocitos marcados con CFMDA después de 1 hora y 24 horas de la estimulacion con CpG
(Hycult Biotechnology). Para ensayos seleccionados, las MSC-MVs se diluyeron a 1:3, 1:6 en medio RPMI 1640
(BioWhittaker), después de afiadieron a cultivos marcados con CLM después de 1 hora y de 24 horas de iniciar el
cultivo. Después de una semana en presencia de 2,5 ug/mL de oligodesoxinucleétidos humanos CpG afiadidos al
inicio del cultivo, las CLMs se recogieron por centrifugacion, se lavaron y se analizaron con FACS.

Detalle de la metodologia de aislamiento de microvesiculas del medio de cultivo

La metodologia de aislamiento de microvesiculas es un método modificado a partir del de Lamparski et al (2002)
1 MSCs confluentes al 90%: n=6 T75/cm” (11 mL/placa)

2 recuperacion de medio de cultivo

3 centrifugar a 1000 g durante 10 minutos para eliminar restos celulares

4 recuperar 10 mL de medio de cada muestra

5 concentrar el medio usando filtros de 30 kDa de 4 mL (Millipore)

6 recuperar el medio concentrado (aproximadamente 50 L para cada filtro) y diluir en PBS 10 mL en tubos de ultra-
centrifuga

7 ultracentrifugar a 100.000 g durante 1 h a 4°C

8 recuperar la particula de MSC-MV vy diluir en PBS 10 mL

9 concentrar la disolucién de MSC-MV usando filtros de 30 kDa de 4 mL (Millipore)
10 recuperar aproximadamente 15-20 yL de la muestra seleccionada (MSC-MV)

Para el aislamiento de microvesiculas a partir de las MSCs, se diluye un medio acondicionado obtenido segun el
procedimiento descrito antes en 10 mL de PBS en tubos de polialdomero (Beckman Coulter, Milan, Italia), después de
ultracentrifuga a 100000 g a 4°C durante 1 hora. Al final del procedimiento, se recogieron 2 mL de medio
ultracentrifugado del fondo de los tubos, se diluyeron en 10 mL de PBS y se concentraron mediante centrifugacion
durante 20-30 minutos a 2000 g en un filtro de 30 kDa estéril MWCO Amicon Ultra Centrifugal (Millipore) hasta un
volumen final de 15-20 pL.

Evaluacion de la produccion de inmunoglobulina

Se co-cultivaron CLMs marcadas con CFMDA en placas de 96 pocillos con MSCs (en una relacién de 1:100) o con
MSC-MVs en FBS 10% (Hyclone), afiadido a medio RPMI 1640 (BioWhittaker). Después de una semana las placas
fueron centrifugadas a 300 g durante 5 minutos, se recuperaron los sobrenadantes y se evaluaron usando un
ensayo ELISA (ensayo inmunosorbente ligado a enzima). Para estimar la producciéon de inmunoglobulina, se adhirié
a la superficie de placas ELISA de 96 pocillos (Corning) inmunoglobulina de cabra purificada contra IgA, IgG 6 IgM
humanas diluidas en PBS (IgA 10 pg/mL, IgG 15 pg/mL, IgM 2,5 yg/mL, Jackson ImmunoResearch Laboratories,
West Grove, PA), mediante incubaciéon durante una noche a 4 °C. Después de 3 lavados con PBS/Tween al 0,1% el
sobrenadante del cultivo celular se afadié a las placas (50 pL/pocillo) y se incub6é a 37°C durante 1 hora en
condiciones de atmésfera humidificada. Después de lavar las placas fueron incubadas durante 1 hora a 37°C con
anticuerpos conjugados a peroxidasa contra IgA humana (1:1000), IgG humana (1:2000) o IgM humana (1:1000)
diluidas en PBS (Jackson ImmunoResearch Laboratories) (50 pL). Se usaron comprimidos de o-fenilendiamina
diluidos en PBS (Sigma-Aldrich) como sustrato cromégeno para poder llevar a cabo el ensayo. La reaccion se
interrumpié después de 30 minutos mediante la adicion de dodecilsulfato sddico al 10% (50 pL/pocillo). Al final del
procedimiento se llevd a cabo la lectura de las placas usando un espectrofotdmetro (espectrofotometro de
microplacas Benchmark Plus) a 460 DO.

Andlisis citofluorimétrico

Al final del co-cultivo se recuperaron las CLMs de las placas de cultivo, se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y
resuspendieron en PBS/FBS (2%). Se incubaron suspensiones celulares individuales en condiciones de oscuridad
durante 20 minutos a 4°C con anticuerpos monoclonales conjugados directamente contra las siguientes moléculas
superficiales humanas: CD19 (1:7, conjugada a Cy5), CD27 [1:7, conjugada a ficoeritrina (PE)], CD38 (1:30,
conjugada a PE-Cy7), IgM (1:100, conjugada a Cy5), CD86 (1:5, conjugada a APC), CD3 [1,7, conjugada a
fluoresceina (FITC)], CD56 (1:7, conjugada a FITC), CD19 [1:20, conjugada a aloficocianina-Cy7 (APC)]. Todos los
anticuerpos procedian de Becton Dickinson (BD, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.). Después de la union a anticuerpos,
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las células fueron lavadas 2 veces con PBS/BSA al 2% y se adquirieron datos usando FACSCanto Il (BD). Los
perfiles citofluorimétricos fueron analizados mediante Cell Quest Software (BD). Para un ensayo individual se
registré un minimo de 20.000 eventos.

A fin de caracterizar las MSC-MVs, en ensayos individuales, se incubaron las MSC-MVs de sobrenadantes de 2x10°
MSCs segun el método presentado anteriormente con 5 pL de anticuerpos monoclonales contra la molécula
superficial humana de anexina V conjugada a APC (BD) acomplejada con colorante vital 7-amino-actinomicina [7-
AAD, conjugado con complejo peridinina-clorofil-proteina (PerCP) BD] en un volumen final de 500 uL de 1x tampdn
de unién de anexina V (BB1x) segun las instrucciones incluidas en el kit. Dicho complejo permite la identificacion
especifica de MSC derivadas de MSC-MV no apoptéticas. Después de 15 minutos de incubaciéon a oscuras a
temperatura ambiente, las muestras de MSC-MV fueron transferidas a tubos Troucount (BD) que contenian
particulas para calibracién dimensional. Dichas particulas fueron usadas para definir la puerta de MSC-MV en base
a parametros morfolégicos (dispersion hacia delante, FSC-H; dispersion lateral, SSC-H).

Incorporaciéon de MSC-MV mediante CLM

Las MVs se aislaron del medio de cultivo de 2X10° MSCs (ver mas arriba) y se marcaron con colorante PKH26 a una
concentracion de 2,5x10® (Sigma, Saint Louis, EE.UU.) segun las instrucciones del productor. Las MVs marcadas
fueron incubadas con CLM (5x10° células/pocillo) en FBS 10% afiadido a RPMI. Después de 1 hora de incubacion a
37°C en atmosfera huimeda con un 5% de COo, la poblacion celular se lavo con PBS y se dividio en 2 partes, una se
evalué mediante citofluorimetria, la otra mediante microscopia confocal.

Inmunofluorescencia

Las CLMs incubadas con MVs marcadas con PKH26 fueron lavadas con PBS, fijadas en formaldehido al 4 %,
incubadas con PBS/FBS al 5% durante 30 minutos y tefidas individualmente con los siguientes anticuerpos
monoclonales: anti-CD86 (1:10), anti-CD3 (1:10) y anti-CD19 (1:10) conjugados con APC (BD) y anti-CD56 (BD)
conjugado con FITC (1:30). Todos los anticuerpos fueron diluidos en PBS/BSA al 1% e incubados durante 1 hora.
Los controles negativos se prepararon usando muestras de CLM sin incubacion con MV, o sin anticuerpo primario en
el procedimiento de tincion.

Los nucleos fueron contratefiidos con 1 pg/mL de 33342 (Invitrogen, Molecular Probes, OR, EE.UU.). Después de
lavar con PBS, las muestras fueron montadas con reactivo Pro-long Anti-Fade (Invitrogen).

Microscopia confocal y analisis de imagenes

El analisis confocal se ha llevado a cabo usando el microscopio confocal Olympus Fluoview FV1000 que incluye el
software FV10-ASW version 2.0, Multi Ar (458-488 y 515nm) con laser de diodos 2X He/Ne (543 y 633 nm) y 405
usando lentes 60x (aceite 1,35 NA). Se adquirieron secciones opticas individuales mediante el modo de escaneo de
1024x1024 pixeles, con un tamafo de 207 nm/pixel, a una velocidad de muestre de 40 ps/pixel y con imagenes de
12 bit/pixel. Se evité la mezcla con fluorocromo mediante adquisicién secuencial de imagenes multicanal, a fin de
reducir la interferencia de espectro de canal. La apertura de “pinhole” fue de 1 unidad de Aire.

La reconstruccion Z de secciones opticas individuales en serie se llevd a cabo segun el modo de escaneo de
1024x1024 pixeles con 2 zoom electrénicos correspondientes a 103 nm/pixel, con una velocidad de muestreo de 20
ps/pixel y una separacion Z de 0,40 us/seccion. Las imagenes fueron procesadas usando el software Photoshop
version 9.0 (Adobe System Inc, CA).

Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados en términos de los valores de datos medios, maximos y minimos. Se llevé a cabo un
analisis no paramétrico de varianza (ensayo de Kruskal-Wallis) para comparar los datos cuantitativos de grupos; se
uso6 el ensayo U de Mann-Whithey como prueba después del anadlisis de varianza. P<0,05 se considero
estadisticamente significativo. El analisis estadistico se llevo a cabo usando el software GraphPad (GraphPad Prism,
Version 3.03, Avenida de la Playa, La Jolla, CA).

RESULTADOS
Co-cultivo de CLM con MSC
Efecto sobre la viabilidad de células B

En primer lugar estudiamos los efectos del co-cultivo con MSC sobre la viabilidad de linfocitos B tras estimulacion
con CpG. Co-cultivamos con MSCs CLMs marcadas con CMFDA (C) obtenidas de 7 donantes sanos con MSC.
Después de 7 dias de incubacién analizamos mediante analisis citofluorimétrico las células CD19 positivas en la
muestra total de CLMs marcadas. La inhibicién maxima de la viabilidad de células B se observé para una relacion de
MSC/C de 1:20 (Figura 1A); este efecto todavia era demostrable a diluciones de 1:50 y 1:100 (Figura 1A, 1B).

Efecto sobre la proliferacion de células B
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Adicionalmente estimamos el efecto del co-cultivo de MSC sobre la proliferacion de células B. Después de 7 dias en
las condiciones experimentales mencionadas anteriormente, se seleccioné la puerta de doble CD19/marcado con
CMFDA mediante analisis citofluorimétrico. Como se observa en la Figura 1C, obtuvimos una inhibicion maxima
sobre la proliferacién de células B a una relacion de MSC/C de 1:20. Ademas, demostramos la inhibicién a una
relacion de MSC/C de 1:50 y un menor efecto a una relacion de 1:100. El cuadrante Q1 de la Figura 1D muestra el
porcentaje de linfocitos B en proliferacion (CD19 positivos y marcados con CFMDA) con respecto al nimero total de
linfocitos; la proliferaciéon ya estaba altamente inhibida (90,3%) a una relacion de MSC/C de 1:100. Por lo tanto, se
uso esta relacion en todos los experimentos de co-cultivo sucesivos.

Co-cultivo de CLM en paralelo con MSCs o MSC-MVs

En experimentos en paralelo estudiamos los efectos del co-cultivo con MSCs o con MSC-MVs sobre la proliferacion
y la diferenciacion de linfocitos B. Con este fin, se afiadieron MSC-MVs a las CLMs después de 1 hora y de 24 horas
del inicio del experimento. Se prepararon cultivos paralelos en los que las CLMs fueron co-cultivadas con MSCs en
la misma proporcién de 1:100. Se observé una inhibiciéon significativa sobre la proliferacién de células B tanto en
presencia de MSCs como de MSC-MVs (Figura 2A). Se obtuvieron porcentajes de inhibicién similares, es decir, del
70% y el 60%, respectivamente, tanto en presencia de MSCs como de MSC-MVs (Figura 2B). En estos
experimentos en paralelo también hemos estudiado la diferenciacion celular en plasma. La linea celular de plasma
(PC) fue identificada mediante doble tincién con CD19 y CD27. Hemos demostrado una inhibicion significativa de la
produccion celular plasmatica, siendo del 98% y del 100%, respectivamente, en presencia tanto de MSCs como de
MSC-MVs. Al igual que las MSCs, las MSC-MVs también inhibieron la produccion de IgM, IgG e IgA (Figura 3).

Ademas, hemos estimado la produccién de inmunoglobulinas a partir de los mismos cultivos celulares. Después de 7
dias, los sobrenadantes fueron recogidos y evaluados mediante ELISA. Tanto las MSCs como las MSC-MVs
inhibieron la produccién de IgM, IgG e IgA, tal como se muestra en la Figura 3.

Caracterizacion de MSC-MVs

Hemos verificado que nuestro método permite aislar las MSC-MVs purificadas, estimando también las cantidades
mediante analisis citofluorimétrico. La poblacion de MSC-MV se distingue de los fragmentos de las células
apoptoticas a través de la negatividad de marcador 7-AAD de ADN y presentandose como positivas para anexina V
(Figura 4).

Efecto dependiente de la dosis de las MSC-MVs sobre linfocitos B

Se ha presentado un efecto dependiente de la dosis de las MSC-MVs tanto sobre la proliferacién como sobre la
diferenciacion de células B (Figura 5). El efecto de inhibicion fue mayor sobre la diferenciacion que sobre la
proliferacion.

Incorporacion de MSC-MV por parte de las CLMs

El analisis citofluorimétrico de CLMs pre-incubadas con MSC-MVs marcadas con PKH26 demostré que la
incorporacion de las mismas fue selectiva en una sub-poblacién de células CD86 positivas, y entre éstas en las
células CD19 positivas correspondientes a linfocitos B. Las células CD3 positivas correspondientes a linfocitos T
resultaron ser negativas. Las células CD56 positivas correspondientes a células NK también resultaron ser negativas
(Figura 6).

Usando la microscopia confocal de laser, se llevd a cabo el analisis de inmunofluorescencia de CLMs pre-incubadas
0 no con MSC-MVs marcadas con PKH26, con el objetivo de estimar la interaccion de las MSC-MVs con el tipo
celular especifico (Figura 7). Se usé el panel de anticuerpos conjugados a fluoresceina contra moléculas CD3,
CD19, CD56 y CD86, y la co-localizacion del mismo demostrd una asociacion recurrente de MSC-MVs con células
CD19 y CD86 positivas, aunque no se detectd ninguna asociacion para las células CD19 y CD56 positivas (Figura
7). El analisis de localizacion de MSC-MVs marcadas con PKH26 y tefiidas de rojo se basé en la reconstruccion Z de
secciones Opticas individuales en serie de células CD19 y CD86 positivas (Figura 8). La distribucion de MSC-MV en
las dimensiones lateral y axial, detectada usando proyecciones de los ejes XZ e YZ, sugiri6 una localizacion
intracelular en el citoplasma de las células CD19 y CD86 positivas (Figura 8).

EJEMPLO 2: La unién de MVs a anexina V potencia el efecto inhibidor sobre los linfocitos B

La anexina V se une a la fosfatidilserina expuesta en membrana celular y modifica la respuesta inmune contra
dichas células (Munoz, 2007). En este experimento, las MVs obtenidas segun el procedimiento descrito
anteriormente y diluidas 1:3 son incubadas durante 15 minutos con anexina V recombinante purificada a temperatura
ambiente (BD, rango de concentracion de 10 yg a 0,1 pg) en un volumen final de 100 yL de tampon de unién a
anexina V (BBB1x) segun las instrucciones del productor. A continuacion se han lavado las MVs con PBS mediante
ultracentrifugacion y se han co-cultivado con CpGs marcados con CFMDA y estimulados con PBMC. Después de 7
dias los cultivos se analizan mediante citofluorimetria a fin de estimar la proliferacion y la diferenciacion de linfocitos
B. La adicion de anexina V potencié de manera destacada el efecto de inhibicién de las MV sobre los linfocitos B
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activados, en un modo dependiente de la dosis. Esta estrategia puede usarse para potenciar el efecto
inmunomodulador de las MV.

EJEMPLO 3: Tratamiento de colitis ulcerosa experimental con microvesiculas derivadas de células madre
estromales mesenquimales (MSC-MVs)

Este ensayo tiene el objetivo de estimar el efecto de inhibicion de las MSC-MVs con fines terapéuticos en un modelo
experimental de enfermedad inflamatoria crénica interna.

Modelo animal

El experimento se llevo a cabo con ratones B57BL/6J hembras de 8 semanas de edad. Se indujo la colitis mediante
administracion de dodecil sulfato sédico (DSS) al 3% en el agua de bebida, se administré ad libitum a lo largo de
cinco dias. Este es un modelo animal bien establecido y ampliamente usado, estando referenciado cientos de veces
en Pub Med (para una revision, véase Kawada et al., 2007). Todos los animales fueron tratados segun el codigo
ético de la Universidad de L’Aquila, en donde se llevaron a cabo los experimentos, teniendo una disponibilidad ad
libitum de agua y comida y manteniendo un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad. Los animales fueron subdivididos en
tres grupos experimentales.

e Grupo 1 (n=4, controles normales): inyecciones diarias intraperitoneales (ip) de PBS (so6lo vehiculo), 0,2 mL
del dia 1 al 5.

e Grupo 2 (n=5, induccion de colitis): como el grupo 1, con adicién de un 3% de DSS en el agua de bebida.

e Grupo 3 (n=4, induccion de colitis y tratamiento con microvesiculas): como el grupo 2, con la adiciéon de
MSC-MVs suspendidas en 0,2 mL de PBS a través de ruta IP.

En el sexto dia, los animales fueron sacrificados usando CO. Se realizé una escisién del colon, una parte del tejido
se fijo en formalina para analisis histologico sucesivo, otra parte se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y a
continuacién se almacené a -80°C para una extraccion sucesiva de ARN.

Dosificacion y ruta de administracion de MSC-MVs

Las MSC-MVs producidas a partir de 2x10° MSCs en un cultivo de 24 horas fueron aisladas y se administraron
segun el procedimiento descrito previamente.

Ruta de administracién: MSC-MV suspendidas en 0,2 mL de PBS por via intraperitoneal, administradas diariamente
del dia 1 al 5.

Evaluacion del dafio intestinal

Peso del animal.

indice de actividad de la enfermedad (evaluacion de heces; véase Tanaka F, 2008)
e Signos histopatoldgicos de flogosis

e Determinacion de la expresion de mediador de inflamacion en extractos de tejido de colon: TNFalfa, IL6, IL-
1beta y Cox2 mediante RT-PCR

Analisis estadistico de los resultados.

Los datos se expresan como media + SD. Las diferencias entre grupos se analizan mediante el ensayo t, siendo
p<0,05 significativo.

Resultados

Todos los animales sobrevivieron al tratamiento. Mientras que los animales de control (grupo 1) ganaron
progresivamente peso durante la semana, los animales tratados con DSS presentaron una pérdida de peso
comenzando en el cuarto dia (tabla 1). Tanto la pérdida de peso corporal como el indice de actividad de colitis
fueron marcadamente menores en los animales con administracién diaria de inyecciones intraperitoneales de MSC-
MV ademas de DSS. La ingesta de agua disminuy6 significativamente en los animales administrados con DSS, pero
no fue significativamente diferente para los dos grupos experimentales con o sin MSC-MVs (tabla 1).

La Tabla 1 muestra los valores de peso corporal, el indice de actividad de la enfermedad y la ingesta de agua en el
sexto dia de experimentacién para los animales de control sin inducciéon de colitis administrados solo con PBS
(vehiculo/PBS), para los animales con colitis inducida por DSS y administrados solos con PBS (DSS/PBS) y para los
animales con colitis inducida por DSS y administrados con inyecciones de microvesiculas aisladas de células madre
mesenquimales y suspendidas en PBS (MV/DSS).
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El indice de actividad de la enfermedad (puntuacion de heces) ha sido evaluado segun la siguiente escala:
Heces normales/semi-sdlidas = 1; heces hematicas semi-sélidas = 2; heces hematicas liquidas = 3

Tabla 1

GRUPO EXPERIMENTAL  PESO CORPORAL (g) PUNTUACION DE HECES INGESTA DE AGUA (mL)

N=4 N=5 N=4
(DA 6) Media + SD Media + SD Media + SD
Vehiculo/PBS 17,40 + 0,57 1,0£0 7,450 + 3,977
DSS/PBS 15,60 + 0,93 * 25+0* 3,160 + 0,844 *
DSS/MV 17,15+ 0,75 § 1,9+0,23*§ 3,850 + 0,904 *

* Diferente del grupo frente a Vehiculo/PBS, p<0,05
§ Diferente del grupo frente a DSS/PBS, p<0,05

La Figura 10 muestra el analisis RT-PCR de la expresion génica de TNFalfa, IL-1beta, IL-6 y Cox2 en ARNs
extraidos de colon. El tratamiento con DSS da como resultado un incremento destacado de los marcadores de
flogosis. La administracion de MSC-MVs a los ratones tratados con DSS redujo de forma significativa la activacion
de TNFalfa, IL-1beta, mientras que la reduccion de IL-6 y Cox2 resultd ser inferior al limite de significacion. Los
analisis histologicos (Figura 11 A y B) presentaron infiltrados inflamatorios tanto en el grupo 2 como en el grupo 3.
Aunque no se detectaron diferencias morfologicas para los dos grupos, es probable que dichos infilirados sean
menos activos en el grupo 3 que en el grupo 2, debido una expresion reducida de los indices de flogosis (Figura 10)
unida a una menor actividad clinica (tabla 1). En conclusion, estos resultados demuestran que las MSC-MVs son
adecuadas para reducir la reaccion inflamatoria asociada a la colitis experimental, dando como resultado una
reduccion del indice de actividad de enfermedad y un alivio de las condiciones generales. Las MSC-MVs mejoran la
imagen clinica y la respuesta flogistica en un modelo de animal de enfermedad inflamatoria intestinal.
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REIVINDICACIONES

1. Microvesiculas, o exosomas, aislados a partir de células madre mesenquimales para uso en terapia
inmunosupresora.

2. Microvesiculas aisladas a partir de células madre mesenquimales para uso segun la reivindicacién 1, en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias agudas y crénicas y de enfermedades autoinmunes.

3. Microvesiculas aisladas a partir de células madre mesenquimales para uso segun la reivindicacion 1, en el
tratamiento y prevencion del rechazo de trasplantes.

4. Microvesiculas aisladas a partir de células madre mesenquimales para uso segun la reivindicacién 1, en el
tratamiento y prevencion de la enfermedad de injerto-contra-hospedante.

5. Microvesiculas aisladas a partir de células madre mesenquimales para uso segun la reivindicacion 1, con el
objetivo de inhibir la reaccidon inmune que se desarrolla como resultado de un ftrasplante celular
alogénico/xenogénico o de terapia génica.

6. Composicion farmacéutica que comprende o que consiste en microvesiculas aisladas a partir de células madre
mesenquimales, como principio activo, opcionalmente unidas a anexina, junto con uno o mas excipientes y/o
adyuvantes farmacéuticamente aceptables, para uso en terapia inmunosupresora.

7. Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 6, en el tratamiento de las enfermedades inflamatorias
agudas y cronicas y de las enfermedades autoinmunes.

8. Composicidon farmacéutica para uso segun la reivindicacion 6, en el tratamiento y prevencion del rechazo de
trasplante.

9. Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 6, en el tratamiento y prevencion de la enfermedad de
injerto-contra-hospedante.

10. Composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 6, con el objetivo de inhibir la reacciéon inmune que
se desarrolla como resultado de un trasplante celular alogénico/xenogénico o de terapia génica.
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