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DESCRIPCION
Procedimientos, sistemas y composiciones para administracion de microARN derivado de células/a base de vesiculas
Campo técnico

Sin limitacion, algunas formas de realizacién de la divulgacion comprenden procedimientos, sistemas y composiciones
gue se refieren a microARNs y al uso de los mismos en la investigacion, diagnoéstico y tratamiento de lesiones o
enfermedades.

Antecedentes

A pesar de los avances en los diagnésticos, quimioterapias y técnicas quirdrgicas, aun es deficiente la prognosis para
determinados tipos de canceres que incluyen, pero no se limitan a canceres en el cerebro como glioblastomas
multiformes ("GBM").

Los microarns ("miARNs" o "miRs") pueden regular la expresién génica células y pueden usarse para beneficio
terapéutico. Como ejemplos no limitantes, pueden usarse miARNs para inhibir progreso del tumor o para promover
curacion del tejido. Se ha mostrado que el receptor de factor de crecimiento epidérmico ("EGFR") y la expresion de
miR-146b son inversamente correlacionados en los GBMs. Sin embargo, muchos inhibidores de EGFR han fallado en
gran medida al inducir la regresion clinica de GBM, incluso cuando se observa en otros canceres la relacion entre el
genotipo y la respuesta al medicamento. Ademas, los muestran una variedad de aberraciones genéticas. Por lo tanto,
se mantiene la necesidad de tratamientos terapéuticos para muchos canceres que incluyen, pero no se limitan a, GBM.

Una dificultad que debe superarse para una terapia efectiva con miARN es la administracion eficiente de los miARNs
terapéuticos a las células, tejidos u 6rganos especificos. Un reto técnico predominante en el desarrollo de una terapia
a base de miARN es hacer que las células diana absorban e incorporen eficientemente cantidades significativas de
miARN.

Resumen

La presente invencion se define en y por las reivindicaciones anexas. Los siguientes ejemplos de algunas formas de
realizacién se proporcionan sin limitarla invenciéon a sélo aquellas formas de realizacion descritas en el presente
documento y sin renunciar a ninguna forma de realizacién o ningln objeto.

La presente divulgacién proporciona procedimientos, sistemas y/o composiciones que usan miARNs que son
efectivamente especificados, absorbidos por y/o incorporados en células, tejidos u 6rganos para tratamientos
terapéuticos. Algunas formas de realizacion de la divulgacion comprenden procedimientos, sistemas y/o
composiciones para producir y/o administrar exosomas modificados u otras vesiculas que contienen uno o mas
mMiARNs seleccionados, que incluyen, pero no se limitan a miR-146b. En algunas formas de realizacion de la
divulgacion, sin limitacion, los plasmidos que codifican miARN son transfectados a células productoras que incluyen,
pero no se limitan a células estromales mesenquimatosas multipotentes ("MSCs"). Exosomas que contienen los
miARNs transfectados son cosechados a partir de aquellas células y se usan para administrar a un sujeto que sufre
lesién o de enfermedad. Adicionalmente o de manera alternativa, las células productoras que tienen miARN derivado
de los exosomas modificados pueden cosecharse y administrarse al sujeto. Algunas formas de realizacion de la
divulgacion comprenden la administracién terapéutica y uso de tales miARNs, exosomas modificados y/o células
productoras para tratar lesiones y enfermedades en mamiferos, los cuales incluyen seres humanos.

Descripcion breve de los dibujos

Algunas formas de realizacién de la divulgacion se describirdn ahora a manera de ejemplo solamente y sin renunciar
a otras formas de realizacion, con referencia a los dibujos acompafiantes en los cuales:

FIG. 1 es una representacion de datos e imagenes que muestran que los exosomas a partir de MSCs transfectadas
con un plasmido de expresion de miR-146b reducen EGFR y NF-kB a administrarse cultivos de células de 9L glioma.

FIG. 2 muestra una resefia de un sistema de administracion de miARN terapéutico a base de exosomas.

FIG. 3 es una representacion de datos que muestra que los exosomas de MSCs transfectadas con un plasmido de
expresion de miR-146b liberan exosomas que contienen niveles significativamente mas altos de miR-146b.

FIG. 4 es una representacion de datos que muestra que los exosomas de MSCs transfectadas con un plasmido de
expresion de miR-146b liberan exosomas que reducen la viabilidad de células tumorales de 9L gliosarcoma.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2661236 T3

FIG. 5 es una representacién de datos e imagenes que muestran que los exosomas de MSCs transfectadas con un
plasmido de expresion de miR-146b reducen el crecimiento tumoral al administrarse ratas que portan tumores de 9L
gliosarcoma.

FIG. 6 son imagenes y graficos que muestran una micrografia electronica de exosomas de MSC aisladas a partir de
un medio de cultivo de MSC, deteccion en tiempo real mediante PCR de la expresion de miR-146b en M67-exo y
M146-exo, y una membrana de Western para (3-actina y expresion de proteina de EGFR en células de 9L tratadas con
M67-exo y M146-exo.

FIG. 7 son imagenes de secciones coronales tinturadas con H&E representativas de ratas sacrificadas después de
implantar un tumor, y un grafico de medicion volumétrica de tumores xenoinjertados 9L.

Descripcion detallada

Sin limitacion a sélo aquellas formas de realizacion divulgadas en el presente documento y sin renunciar a ninguna
forma de realizaciébn u objeto, algunas formas de realizacién de la divulgacion comprenden un sistema de
administracion de miARN por el cual se modifica la expresion de miARN en células diana que producen exosomas
(como un ejemplo no limitante, MSCs), y exosomas u otras vesiculas, miARNs a partir de aquellas células/o esas
células mismas, se usan como vehiculos de administracién para administrar miARN(s) terapéutico(s) a células, tejidos
u 6rganos. Algunas formas de realizacion de la divulgacién comprenden la administracion terapéutica y el uso de tales
células inducidas para tratar lesiones y enfermedades en mamiferos, que incluyen, pero no se limitan a, lesiones o
enfermedades del sistema nervioso que pueden dar lugar de otra manera a una funcion celular o sistémica disminuida.
Tal induccién diferenciada de MSCs y/o las células resultantes pueden usarse para tratar dafio celular, tisular o de
drganos en un paciente mediante la administracion a dicho paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de un
miARN de interés, o de MSCs diferenciadas que son inducidas por medio de tales miARNSs.

Un problema apremiante en el tratamiento con miARN es hacer que las células diana absorban e incorporen
eficientemente el miARN. Algunas formas de realizaciéon de la divulgacion suministraran efectivamente miARNs
terapéutico a un tejido u otros sitios dentro de un sujeto para el tratamiento. Por ejemplo, ciertas formas de realizacion
de la divulgacioén podrian usarse para producir exosomas personalizados que portan una o mas especies de miARNs
antitumorales que podrian administrarse a un paciente con cancer. De manera alternativa, ciertas formas de
realizacién de la divulgacion podrian usarse para producir exosomas personalizados que porten una o mas especies
de miARNs neuro-restauradores que podrian administrarse a un paciente con apoplejia. Algunas formas de realizacién
de la divulgacién comprenden un sistema de administracion de miARN que puede personalizarse que puede usarse
para tratar patologias multiples en cuyo tratamiento seria Util una terapia con miARN.

Los miARNs pueden regular expresion génica en células y pueden usarse para beneficio terapéutico. Por ejemplo, los
mMiARNs pueden usarse para inhibir el progreso de un tumor o para promover la curacién de un tejido. Una dificultad
que debe superarse para la terapia efectiva con miARN es la administracion eficiente del (de los) miARN(S) a las
células, los tejidos o los érganos afectados.

Algunas formas de realizacion de la divulgacion comprenden el empaquetamiento de exosomas con una 0 mas
especies de miARN y puesto que el miARN puede ser enddgeno a la célula productora, o extrafio, o disefiado
artificialmente (como s6lo un ejemplo, mediante disefio de plasmido(s) de ADN originales), estos comprenden un
método versatil de administracién de miARN. Por ejemplo, mientras muchos vehiculos de administracién de
nucleétidos tales como liposomas o nanoparticulas requieren precarga o enlazamiento del vehiculo con el nucleétido,
determinadas formas de realizacion de la divulgacion usan las células productoras para crear el miARN y para cargar
el exosoma.

La introduccién de particulas extrafias a un paciente puede dar lugar a una respuesta inmune. Si se usan células tales
como MSCs, es posible usar las propias MSCs del paciente como células productoras; por lo tanto, es probable que
el rechazo inmune de los vehiculos de administracion pueda evadirse o reducirse.

Sin limitacion, algunas formas de realizacion de la divulgacion comprenden una produccion en desarrollo de exosomas
gue portan miARN, y también hacen posible el trasplante de células que producen exosomas que portan miARN. Una
vez transfectadas, las células productoras podrian crear o continuar produciendo exosomas que portan miARN
personalizado y miARNs durante un periodo prolongado de tiempo. El miARN puede comprender toda la secuencia
del miARN, o puede comprender cualquier subfragmento o variante del mismo que retenga la actividad especificada
de la secuencia entera. Esta creacién o produccién podria proporcionar ciertas ventajas, incluyendo, pero no limitado
a: 1) exosomas podrian cosecharse en muchos momentos del tiempo y entregarse al paciente durante muchos dias
0 semanas, y 2) las células productoras mismas podrian trasplantarse al tejido que va a tratarse para producir
exosomas que portan miARN personalizados y miARNSs alli mismo.

Hemos descubierto que los miARNs que se introducen a MSCs, y a ciertos otros tipos de células se liberan a
continuacion de las células en exosomas. Como un ejemplo no limitante, cuando se transfectan MSCs con un plasmido
de ADN que ha codificado cel-miR-67 de miARN de C. elegans, se ha encontrado una abundancia de miARN de cel-
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miR-67 en los exosomas liberados de estas MSCs. Puesto que los exosomas pueden incorporarse a otras células, la
divulgacion proporciona una produccion y un sistema de administracion de miARN por el cual se modifica la expresién
de miARN en células diana que producen exosomas (como un ejemplo no limitante, MSCs), y se usan exosomas de
aquellas células y/o las células mismas como vehiculos de administracion para llevar el o los mIARN(s) terapéuticos
a células, tejidos u érganos.

En algunas formas de realizacién de la divulgacion, hemos transfectado células productoras (MSCs, células de 9L
glioma y células de HEK) con plasmidos de ADN que se disefian para codificar miARNs. En algunas formas de
realizacién de la divulgacién, hemos usado plasmidos que codificaron cel-miR-67 (un miARN de control no encontrado
en células de mamiferos) y miR-146b (se habia encontrado que era un miARN con efectos antitumorales). Hemos
cosechado exosomas producidos a partir de estas células (después de 1 dia, 2 dias y 3 dias), y usando RT-PCR
hemos detectado cel-miR-67 solamente en exosomas de células que fueron transfectadas con el plasmido de cel-miR-
67. Ademas, hemos detectado niveles muy elevados (hasta de 160x control) de miR-146b en los exosomas que fueron
afectados con el plasmido de miR-146b. Con base en otro de nuestros trabajos, el tratamiento de células de glioma
con cel-miR-67 no tendria efecto en la viabilidad de la célula, mientras que el tratamiento de células de glioma con
miR-146b reduciria la viabilidad celular y reduciria la invasién de células tumorales. Las supresiones en el cromosoma
10 son la alteracion cromo somatica mas frecuente observada en GBMs, donde aproximadamente 80% de los casos
exhiben pérdida de heterozigosidad. miR-146b humano se localiza en el cromosoma 10 dentro de 10g24-26, una
regién que se encuentra perdida con la mayor frecuencia en GBM. Hemos encontrado que U87-MG, U251 y células,
y células de glioblastomas humano primario de HFH66 expresan significativamente menos miR-146b que los astrocitos
humanos corticales normales. La amplificacion génica de EGFR ocurre en aproximadamente 40% de todos los GBMs
y la expresion incrementada de EGFR se correlaciona con la invasividad y malignidad del glioma. La red de
sefializacion de EGFR ha sido una diana para la terapia antitumoral con un esfuerzo significativo enfocado en inhibir
el receptor usando anticuerpos, inhibidores de tirosina cinasa o vacunas.

En nuestro trabajo, hemos creado células de gliosarcoma 9L con exosomas de células transfectadas con plasmido
cel-miR-67 y células transfectadas con plasmido miR-146b, como también exosomas de células no transfectadas.
Usando MTT, hemos encontrado que la viabilidad celular del glioma fue reducida significativamente al tratarse con
exosomas de células transfectadas con plasmido miR-146b en comparacion con todos los controles. Por lo tanto,
usando un plasmido miR-146b y células productoras, hemos administrado de manera efectiva y eficiente miR-146b a
células tumorales, provocando un efecto antitumoral significativo.

Los miARNSs inhiben la traduccién de sus mMARNSs dianas. MiR-146b puede inhibir la produccién de ciertas proteinas
que promueven tumores, entre ellas, EGFR, NF-kB, IRAK1 y TRAF6. Usando membrana de Western, hemos
encontrado que los exosomas de células transfectadas con plasmido miR-146b reducen significativamente la
expresion de EGFR, NF-kB, IRAK-1, y TRAF6 en células de glioma, en comparacion con células tratadas con
exosomas de control 0 exosomas de células transfectadas con plasmido cel-miR-67. Otras proteinas que son dianas
de miR-146b en otros sistemas no fueron afectadas, tales como MMP16, lo cual indica que el efecto que observamos
era especifico. La figura 1 muestra la expresion de proteinas en células y astrocitos de glioma después de la exposicién
a exosomas de MSC. Tal como se indica, los exosomas de miR-146b ("M146-ex0") redujeron la expresién de proteina
de EGFR y NF-kB en células de 9L en comparacion con los exosomas de celmiR-67 ("M67-exa"). NF-kB M146-exo
también redujo levemente la proteina NF-kB en astrocitos de rata corticales primarios. Estos resultados muestran que
miR-146b empaquetado en exosomas podria inhibir significativamente sus proteinas especificas en células tumorales
tratadas, pero no astrocitos no tumorales.

Algunas formas de realizacién de la divulgacion comprenden sistema de administracion nuevo y versatil de miARN
que puede aplicarse en una gama amplio de enfermedades o lesiones. Clinicamente, los miARNs antitumorales
pueden empaquetarse en exosomas y estos exosomas podrian administrarse al sujeto. La capacidad para empaquetar
eficientemente una 0 mas especies de miARNs da lugar a un sistema de administracién versatil de miARN. Por lo
tanto, dependiendo de los miARNs que se empaquetan, podria tratarse una amplia gama de enfermedades o lesiones
con exosomas modificados.

Ademas, tal como se ha descrito en el presente documento, las células productoras podrian administrarse a un sitio
especificado en un sujeto, dando lugar a una produccién local sostenida de exosomas que portan miARN
personalizado y/o a la liberacion terapéutica de miARNSs seleccionados desde las células productoras mismas.

Ciertas formas de realizacién de la divulgacion comprenden caracteristicas que incluyen, pero no se limitan a: 1) un
procedimiento efectivo de suministro de miARN ya que las vesiculas derivadas de células se incorporan facilmente a
las células, 2) produccién de vesiculas derivadas de células (como un ejemplo no limitante, exosomas) que pueden
contener una o mas especies de miARN, y estas pueden ser de existencia endégena, o miARNs disefiados de modo
personalizado, 3) como cualquier miARN(s) puede empaquetarse, produccion de exosomas que portan miARN para
tratamiento de muchas enfermedades diferentes, 4) uso de células que producen exosomas para un suministro en
desarrollo de exosomas que portan miARN ex vivo, y/o trasplante in vivo para producir localmente exosomas que
portan miARN, 5) uso de multiples tipos de células para producir exosomas que portan miARN, 6) uso de células
modificadas y/o exosomas disefiadas para dirigirse especificamente a tejidos de interés terapéutico, y 7) evitacion o
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mitigacion de efectos adversos, ya que los exosomas son de existencia natural y, por lo tanto, los exosomas que
portan miARN personalizado tendran probablemente pocos efectos adversos al administrarse.

Algunas formas de realizacién de la divulgacion pueden comprender la produccién y/o administracién de otras
vesiculas de membrana derivadas de células, modificadas de manera similar, ademas de o de modo simultaneo con
los exosomas modificados.

Ciertas formas de realizacién de la divulgacién comprenden procedimientos, sistemas y/o composiciones para
administrar moléculas de miARN terapéuticas a tejidos de pacientes. Tal como se ilustra en la figura 2, algunas formas
de realizacién de la divulgacion comprenden procedimientos y/o sistemas con uno o mas de los siguientes pasos: 1)
miARN que han sido determinados como terapéuticos se expresan en células que producen exosomas, 2) las células
productoras comienzan a liberar exosomas que contienen los miARNSs terapéuticos introducidos, y 3) exosomas que
contienen miARN terapéutico son cosechados y administrados al paciente, y/o las células productoras se administran
al paciente para liberar exosomas que contienen miARN terapéutico después de administracion.

Algunas formas de realizacién de la divulgacion comprenden el empaquetamiento de exosomas con una 0 mas
especies de miARN a altas concentraciones y estos miARNs se administran a tejidos en dosis terapéuticas. Los
miARNs empaquetados pueden ser aquellos que son enddgenos a las células productoras, pero son forzados a
expresar a niveles mas altos o pueden ser miARNSs disefiados artificialmente, introducidos para adaptar la necesidad
terapéutica. Una combinacién de miARNs también puede empaquetarse dentro de los mismos exosomas.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se proporcionan sin limitarla invencién a sé6lo aquellas formas de realizacion descritas en el
presente documento y sin renunciar a ninguna forma de realizacion.

Ejemplo 1:

Hemos encontrado que los miARNs que se introducen a MSCs u otras células se empaquetan a continuacion en
exosomas en abundancia y se liberan de las células. Estos exosomas que contienen miARNs pueden aislarse luego
del medio de cultivo. Por ejemplo, cuando transfectamos MSCs con un plasmido de ADN que codifica como cel-miR-
67 de miARN, encontramos una abundancia de miARN de cel-miR-67 en los exosomas liberados de estas MSCs. cel-
miR-67 de miARN no se produce de manera natural por parte de MSCs de mamiferos. Por lo tanto, uno puede
empaquetar miARNs no nativos en exosomas, lo cual significa que algunas formas de realizacion de la divulgacion
pueden usarse para disefiar pequefias secuencias similares a miARN que son personalizadas para dirigirse a cualquier
gen de interés. También hemos encontrado de manera inesperada que cuando fueron transfectadas células de MSC
con rno-miR-146b, un miARN nativo a las MSCs de mamiferos, los exosomas a partir de MSCs transfectadas con
miR-146b contenian niveles significativamente mas altos de miR-146b en comparacién con el control (figura 3). Hemos
detectado que los niveles de miR-146b son relativamente mas altos en exosomas de las células que producen miR-
146b en comparacion con exosomas provenientes de células naive, que los niveles de miR-146b en los cuerpos
celulares de los grupos respectivos. Ademas, los niveles de miR-146b detectados en exosomas de MSC a partir de
células productoras de miR-146b eran incrementados de manera consistente e inesperada a niveles varias veces mas
altos que los de cel-miR-67 detectados en exosomas provenientes de células productoras de cel-miR-67 incluso
cuando estaba normalizadas para niveles naive de miR-146b en exosomas de MSC. Estos datos indican que miR-
146b es empaquetado preferencialmente en exosomas por las células productoras. Segun lo anterior, los exosomas
también pueden recogerse de ciertos otros tipos de célula, tales como 9L, HEK, astrocitos, u oligodendrocitos. Sin
embargo, hemos encontrado que estos otros ciertos tipos de células carecen de la capacidad de produccion de MSCs,
y como tales, al transfectarse, MSCs son una nueva célula productora altamente eficiente. Ademas, hemos encontrado
que la expresion de miR-146b no comprometié la produccién de exosomas por parte de MSCs ni alterd
significativamente la viabilidad de las MSCs, una caracteristica clave, puesto que algunos miARNs antitumorales
pueden suprimir procesos metabdlicos en las células. Como los exosomas pueden incorporarse a otras células, hemos
desarrollado el uso de exosomas de MSC como un vehiculo de administracion para miARNSs terapéuticos.

Ejemplo 2 :

Un problema actual para el tratamiento con miARN terapéutico es lograr que las células diana absorban e incorporen
eficientemente el mIARN. Algunas formas de realizacion de la divulgacion usan exosomas que se absorben facilmente
a partir de células tales como MSCs. Luego, empaquetamos miARN terapéutico o una combinacion de miARNs
terapéuticos en exosomas de MSC y empleamos los exosomas como el vehiculo de administracion. Por ejemplo,
algunas formas de realizacion de la divulgacion podrian usarse para producir exosomas personalizados que porten
una o mas especies de miARNs antitumorales que podrian administrarse al paciente con cancer. De manera
alternativa, algunas formas de realizacion de la divulgacion podrian usarse para producir exosomas personalizados
que porten miARNs neuro-restauradores que van administrarse a un paciente que sufre de una enfermedad
neurolégica tal como la enfermedad de Alzheimer, o apoplejia. Algunas formas de realizacién de la divulgacion
comprenden un sistema de administracion de miARN que puede personalizarse, que podria usarse para tratar
multiples patologias en las cuales seria Util el tratamiento con la terapia de miARN.
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Hemos empaquetado el miR-146b de miARN antitumoral en exosomas de MSC y tratado células de gliosarcoma 9L
con estos exosomas in vitro. Usando el ensayo de viabilidad celular de MTT, hemos encontrado que la viabilidad
celular de gliosarcoma 9L fue reducida significativamente al tratarse con exosomas de MSC que contenian miR-146b,
en comparacion con el control (figura 4, que muestra que los exosomas de MSCs transfectadas con un plasmido de
expresion de miR-146b liberan exosomas que reducen la viabilidad celular de células tumorales de gliosarcoma 9L).
Por lo tanto, usando un plasmido de miR-146b y células productoras para empaquetar miR-146b en exosomas de
MSC, hemos administrado de manera efectiva y eficiente miR-146b a células tumorales, provocando un efecto
antitumoral significativo. Para determinar si los exosomas de MSC que portan miR-146b administran el miARN a las
células tumorales, hemos expuesto células de 9L a exosomas de MSC (M146-ex0) que contienen miR-146b o
exosomas que contienen cel-miR-67 (M67-exo) in vitro. Después de un tratamiento de 24 horas, el miR-146b detectado
en células de 9L tratadas con M146-exo fue de 8,5 + 0,4 veces mas alto en comparacién con las células tratadas con
M67-exo, mientras que el cel-miR-67 fue detectado en células de 9L tratadas con M67-exo, pero no detectadas en
células tratadas con M146-exo. Esto indicd que los exosomas de MSC pueden suministrar miARNs expresados con
plasmidos a células tumorales.

Ejemplo 3:

Para determinar si un miARN antitumoral empaquetado en exosomas de MSC reduciria el crecimiento tumoral in vivo,
hemos tratado ratas que tenian tumores cerebrales de gliosarcoma 9L con este paquete de exosomas de MSC con
miR-146b por medio de una administracion intra-tumoral. Las 24 ratas de Fischer fueron implantadas con gliosarcoma
9L. Después de 5 dias, los exosomas que contenian cel-miR-67 provenientes de MSCs transfectadas con cel-miR-67
(control), o exosomas que contenian miR-146b provenientes de MSCs transfectadas con miR-146b-, o tratamiento
con salmuera fueron administrados mediante inyeccién intra-tumoral (n = 8 por grupo de tratamiento). 10 dias después
de la implantaciéon del tumor, los animales fueron sacrificados y fue calculado el volumen del tumor. Tal como se
muestra en la figura 5, el tratamiento con exosomas de MSC que contenia miR-146b redujeron significativamente el
tamafo del tumor en las ratas que tenian tumores de gliosarcoma 9L en comparacién con el control de exosomas de
MSC que contenia cel-miR-67 (cel-miR-67 no tiene sitios de enlace en el mMARN de la rata). (La leyenda de la figura
5: PBS (solamente vehiculo), M146-exo o exosomas de cel-miR-67 ("M67-ex0") fueron administrados mediante
inyeccion intra-tumoral 5 dias después del implante del tumor. Fueron sacrificados los animales a los 10 dias después
del implante (n=8 por grupo). Las barras son la desviacion estandar).

Ejemplo 4:

Los exosomas son generalmente vesiculas de 30-150 nm que son secretadas por una amplia gama de células de
mamiferos que pueden contener miARN. Para determinar si los exosomas de MSC podrian usarse como un vehiculo
para administrar miARNs antitumorales, hemos transfectado MSCs con un plasmido de expresion de miR-146b y
hemos cosechado exosomas liberados por las MSCs. La inyeccion intra tumoral de exosomas derivados de MSCs
gque expresan miR-146 redujo significativamente el crecimiento glioma de xenoinjerto en un modelo de rata de tumor
cerebral primario.

La expresion génica aberrante es un mecanismo de disfuncién de miARN en cancer, incluyendo en GBMs, y los
miARNs se expresan diferencial mente en GBM con relacién al tejido normal. El mir-146b humano se localiza en el
cromosoma 10 dentro de 10g24-26 (10g24.32, 104186259-104186331+), una regién perdida en una mayoria de estos
tumores. miR-146b reduce la motilidad y la célula de glioma, y el mMARN de EGFR es una diana de enlazamiento para
silenciar miR-146b. La amplificacién génica de EGFR ocurre en aproximadamente 40% de todos los GBMs y EGFR
incrementado se correlaciona con la invasividad y malignidad del glioma. Hemos empleado un modelo de xenoinjerto
9L de tumor cerebral primario para determinar si miR-146b podria funcionar como un miARN anti-glioma in vivo.

Materiales y procedimientos:
Implantacién de tumor

Fueron usadas ratas machos de Fischer (250-275 g). Fue hecha una craneotomia de 2 mm de diametro en el
hemisferio derecho anterior a la sutura coronal. Usando una jeringa de Hamilton, fueron inyectadas células tumorales
a 3,5 mm de profundidad, 3,0 mm a la derecha y 1,0 mm anterior del bregma. A las ratas se les implanté 2,5 x 10° de
células 9L (5 pl de PBS) durante un intervalo de 15 minutos. La craneotomia fue cubierta con cera de hueso de Horsley,
y la incision fue cerrada con sutura de seda 4-0 (Ethicon). Los animales fueron pesados al implantarse el tumor,
durante el tratamiento y antes del sacrificio. No fue detectada una diferencia estadistica en pesos entre los grupos de
tratamiento. Las ratas fueron sacrificadas 10 dias después de la implantacion con anestesia, con administracion i.p.
de ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg). Formalina al 10% fue perfundida a los animales, después siguié un
lavado vascular con salmuera al 0,9 %. Los cerebros fueron retirados, fijados y cortados en bloques de 2 mm de
grueso, los cuales fueron insertados en parafina. Las secciones fueron tinturadas con hematoxilina y eosina. Para
medir el volumen del tumor, en cada seccion coronal, el area del tumor fue medida usando software MCID (InterFocus
Imaging) rastreando la demarcacion del tumor y el volumen de seccion fue determinado multiplicando el area rastreada
por el grosor de la seccion.
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Plasmidos y transfeccién de MSC.

Fueron usados plasmidos de expresion de cel-miR-67 y hsa-miR-146b (GenScript). El plasmido usado con respecto a
cel-miR-67 fue el plasmido pPARN-CMV3.1/Puro, SEQ ID NO: 1; véase también
http://www.genscript.com/vector/SD1233-pARN_CMV3_1_Puro.html, que se incorpora por referencia al presente
documento. La secuencia de cel-miR-67 insertada comprende la SEQ ID NO: 2. El plasmido usado con respecto a
has-miR-146b fue el plasmido de pEP-miR, SEQ ID NO: 3; véase también
http://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/MIR-146B.pdf, que se incorpora el presente documento por referencia. La
secuencia de has-miR-146b insertada comprende la SEQ ID NO: 4. La transfeccion de MSC fue efectuada usando
electroporacion. Fueron suspendidas 2 x 106 de MSCs en 150 pl de solucién de electroporacion Ingenio (Mirus) con 2
Hg de ADN de plasmido. Fue usado el programa A-33 para electroporacion en un dispositivo de Amaxa Nucleofector.
Las células transfectadas fueron resuspendidas en 10 ml de medio de cultivo completo, centrifugadas y luego
colocadas en una placa para produccion de exosomas.

Preparacion y cosecha de exosomas

Fueron sembradas 2 x 10® MSCs en 10 ml de medio Eagle modificado de Dulbecco, suplementado con suero fetal
bovino al 20%. Después de 48 horas, fueron aislados exosomas del medio de MSC usando ExoQuick-TC (System
Biosciences, CA). Las pellas de exosomas fueron re-suspendidas en PBS estéril a una concentracion total de proteina
de 10 pg/ul. Las suspensiones de exosomas fueron colocadas sobre hielo y se administraron animales dentro de 6
horas siguientes a la cosecha. Los exosomas visualizados por microscopia electrénica fueron fijados en glutaraldehido
(5 pg/ul) durante 30 minutos.

Tratamiento de exosomas

Para el tratamiento fueron inyectados 5 ul de la suspensién de M67-exo o M146-exo a cada animal por medio de una
inyeccion intra-tumoral a los 5 dias después de la implantacién del tumor. Usando una jeringa de Hamilton fue
inyectada una suspensién de exosomas o vehiculos de PBS en las mismas coordenadas que el implante del tumor,
después de un intervalo de 5 minutos. Fue usada PCR en tiempo real para determinar la expresion relativa de celmiR-
67 y la expresion de miR-146b en M67-exo y M146-exo usados para el tratamiento. MiR-146b fue en 7,3 + 1,7 veces
mas alto en M146-exo en comparacion con M67-exo. Cel-miR-67 no fue detectada en M146-exo, pero fue detectada
con un valor de CT de 33,2 + 2,3 en M67-exo.

PCR en tiempo real.

Para analizar la expresion de miARN, fueron lisadas células de MSC, células de 9L o exosomas de MSC en reactivo
de Qiazol y fue aislado el ARN total usando el minikit miRNeasy (Qiagen). La transcripcién inversa puede efectuar a
con el kit de transcripcion inversa de miARN (Applied Biosystems), y fue amplificado el ADNc con ensayos de miARN
de TagMan (Applied Biosystems), los cuales son especificos para secuencias de miARN maduro. Se efectuaron 40
ciclos de amplificacion. Fue usado el procedimiento de 2-AACT para determinar expresion relativa de miARN. Si no
fue logrado un CT en 40 ciclos de amplificacion, el miARN medido fue considerado no detectado.

Membrana de Western.

Fueron sembradas 2 x 10° de células 9L en una placa de 6 pozos y cultivada por una noche. Al medio de cultivo se
agregaron M67-exo o M146-exo (50 ug de proteina total) en 5 pl de PBS. 24 horas mas tarde, fueron lisadas células
9L y fue usada la membrana de Western para detectar EGFR y -actina (Santa Cruz Biotechnology). Fue cuantificada
la concentracion de proteina usando un kit de ensayo de proteina BCA (Pierce). Para visualizacion fueron usados
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) y la exposicion de pelicula Kodak X-omat (Kodak).

Andlisis estadistico.

Los datos se muestran como un promedio * e.e.p. (error estandar del promedio). Los valores de p fueron calculados
usando ANOVA de una via o el ensayo t de Student. Un valor de p de 0,05 o menos fue considerado estadisticamente
significativo.

Resultados:

Para determinar si las MSCs empaquetan miR-146b en exosomas secretados, hemos transfectado MSCs de ratas
con un plasmido que codificaba miR-146b, o cel-miR-67, el cual no tenia dianas conocidas de enlazamiento de mARN
en la rata. 48 horas después de la transfeccion, fueron aislados exosomas del medio, y fueron medidos miR-146b y
cel-miR-67 en MSCs y exosomas extracelulares. La figura 6 A muestra exosomas de MSCs transfectadas con
plasmidos de expresion de miR-146b o cel-miR-67. (Figura 6 A: Micrografia electrénica de exosomas de MSC aislados
de medio de cultivo de MSC, barra de escala = 500 nm). miR-146b fue 7,1 + 3,7 veces mayor en MSCs y 7,3 + 1,7
veces mayor en exosomas de MSC después de la transfeccion de plasmido de expresién de miR-146b, en
comparacion con los niveles de miR-146 en MSCs transfectadas con plasmido de cel-miR-67 y sus exosomas,
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respectivamente (figura 6 B: deteccién por PCR en tiempo real de la expresion de miR-146b en M67-exo y M146-exo
(n = 7). Los datos son un promedio + e.e.p.; La comparacion es un ensayo t de dos colas). No fue detectado cel-miR-
67 en las MSCs transfectadas con plasmido de miR-146b o en sus exosomas (M146-exo0), pero fue detectado en
MSCs transfectaron con plasmido de cel-miR-67 y sus exosomas (M67-exo0). Estos datos demuestran que miARN
expresado con plasmido se empaqueta eficientemente en exosomas de MSC por medio de mecanismos enddgenos.

Para determinar si los exosomas de MSC que portan miR-146b administran el miARN a las células tumorales, hemos
expuesto células de 9L a M146-exo 0 M67-exo in vitro. Después de 24 horas, el miR-146b detectado en células de 9L
tratadas con M146-exo fue 8,5 £ 0,4 veces mas alto en comparacion con células tratadas con M67-exo, mientras que
cel-miR-67 fue detectado en células de 9L tratadas con M67-exo, pero no detectado en células tratadas con M146-
exo. Por lo tanto, los isomeros de MSC pueden suministrar miARNs expresado con plasmido a células tumorales in
vitro. Para determinar si M146-exo podria alterar la expresion de la proteina diana, hemos expuesto células de 9L a
M146-exo in vitro, y después de 24 horas, los niveles de proteina de EGFR estaban mas bajos en las células de 9L
tratadas con M146-exo en comparacion con las células de 9L tratadas con M67-exo (figura 6C: membrana de Western
para 3-actina y expresion de proteina EGFR en células de 9L tratadas con M67-exo y M146-exo.) Estos hallazgos nos
indicaron que miR-146b, suministrado por medio de isomeros de MSC, es funcionalmente activo en las células
tumorales de aceptador.

Finalmente, para determinar si M146-exo tenia un efecto antitumoral in vivo, hemos administrado M146-exo o M67-
exo (50 pg de proteina total en 5 pl de volumen) a ratas de Fischer que tenian 9L gliosarcoma. Hemos encontrado que
una inyeccion intra-tumoral de M146-exo 5 dias después de la implantacion de xenoinjerto tumoral intracraneal condujo
a una reduccion significativa en el volumen de tumor a los 10 dias después del implante, en comparacion con M67-
exo o el control tratado con el vehiculo (figura 7 - A: secciones coronales representativas, tinturadas con H&E, de ratas
sacrificadas 10 dias después de la implantacion del tumor; B: medicion volumétrica de tumores de xenoinjerto de 9L
10 dias después del implante del tumor y 5 dias después de tratamiento con PBS, M67-exo, 0 M146-exo (n = 8 por
grupo). ANOVA: p = 0.042. Los datos son el promedio * e.e.p. Comparaciones multiples a posteriori son ensayos t de
dos colas). Estos datos nos indicaron que M146-exo provocé un efecto antitumoral en el cerebro de la rata.

Aqui, una inyeccion intra-tumoral de 50 ug de M146-exo redujo significativamente el crecimiento de xenoinjerto de
glioma en el cerebro de la rata. Nuestros hallazgos nos indican que la exportacion de miARN terapéutico especifico a
exosomas de MSC representa una nueva estrategia de tratamiento para al menos glioma maligno.

Tal como se ha discutido en el presente documento, algunas formas de realizacién de la divulgacion comprenden un
tratamiento nuevo por el cual el miARN terapéutico que se produce en MSCs y se carga a exosomas extracelulares
mediante mecanismos enddgenos se usa para tratar un tumor.

El interés es creciente en usar exosomas como vehiculos biolégicos de administracion. Los exosomas son asimilados
por las células del aceptador, por lo cual pueden alterarse los procedimientos celulares. Existe alguna evidencia de
gue los exosomas no provocan un rechazo inmune agudo, y como no son viables, no generan el riesgo de formacién
de tumor. Ademas, los exosomas pueden fabricarse a escala en el cultivo, usando posiblemente células autélogas, y
las células que producen exosomas podrian incorporar multiples miARNs terapéuticos, permitiendo un tratamiento
personalizado. Nuestro trabajo indica que los miARNs empaquetados en exosomas de MSC son incorporados por las
células tumorales en el cultivo. Para tratamiento in vivo, hemos administrado exosomas directamente mediante
inyeccion intra-tumoral. Existen indicaciones de que miARNSs funcionales se transfieren entre células de glioma, lo que
sugiere que los miARNS terapéuticos pueden distribuirse por todo el tumor.

Hemos empleado MSCs como células productoras. Sin embargo, también pueden emplearse otros tipos de células
para empaquetar miARNs en exosomas. Una vez transfectadas, las células productoras pueden crear exosomas que
portan miARN personalizado por un periodo prolongado de tiempo. Por lo tanto, los exosomas podrian cosecharse en
multiples puntos de tiempo y administrarse al paciente durante varios dias o semanas, o las células productoras
mismas podrian trasplantarse al tejido que va a tratarse para producir alli mismo exosomas que portan miARN
personalizado. Ademas, las células productoras podrian cosecharse a partir de la médula 6sea propia del paciente o
de otros 6rganos a fin de limitar cualquier complicaciéon inmune potencial.

En una configuracion clinica, los miARNSs terapéuticos podrian empaquetarse en exosomas y estos exosomas podrian
administrarse al paciente. Por lo tanto, dependiendo de los miARNs que se empaquetan, una gama amplia de
enfermedades podria tratarse con estos exosomas personalizados.

En una configuracion clinica, los miARNs podrian empaquetarse en exosomas y estos exosomas podrian congelarse
y almacenarse para administracion futura al paciente. Por lo tanto, dependiendo del estado de la enfermedad, las
células del paciente podrian usarse para producir exosomas personalizados que van administrarse en un momento
posterior.

Los miARNs pueden introducirse a las MSCs (o a otras células productoras) para empaqguetar los miARNs en
exosomas. Sin embargo, la introduccion de los miARNs a las MSCs puede alterar las mismas MSCs y, de manera
importante, la naturaleza de los exosomas que ellas producen. Por lo tanto, la modificacion resultante de los exosomas
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(y sus otros componentes) pueden tener un efecto terapéutico en adicién a los miARNs empaquetados. Las MSCs (u
otras células productoras) pueden transfectarse con miARNs con la intencién de modificar los exosomas que se
liberan.

Por lo tanto, sin limitacién y sin renunciar a ningun objeto, algunas formas de realizacion de la divulgacién comprenden
exosomas nuevos que contienen uno o mas miARNs seleccionados y/o células productoras que contienen los mismos
(colectivamente "administracion de exosoma modificado/célula productora™) para impedir, controlar o aliviar
enfermedades o lesiones en mamiferos por medio de la aplicacion selectiva de tales miARNSs. Tal lesién o enfermedad
pueden inhibirse por medio de administracién de exosoma / célula productora modificados durante un intervalo finito
de tiempo, por lo cual se limita el desarrollo o el curso de tal enfermedad o lesién.

Es de una alta probabilidad que la duracion de la terapia que comprende la administracion de exosomas/célula
productora modificados seria relativamente breve y con una alta probabilidad de éxito. La administracion profilactica
de exosomas/célula productora modificados de algunas formas de realizacion puede reducir en gran medida la
incidencia de dafio que se asocia con muchas formas de enfermedad o lesion.

Pueden usarse rutas apropiadas cualesquiera de administracion de exosomas/célula productora modificados que se
conozcan por aquellos medianamente versados en la técnica.

Los exosomas/las células productoras modificados se administrarian y dosificarian de conformidad con la buena
practica médica, tomando en consideracién la condicion clinica del paciente individual, el sitio y el método de
administracion, el agendamiento de la administracion, la edad, sexo, peso corporal del paciente y otros factores
conocidos por los médicos. La "cantidad farmacéuticamente efectiva" para propdsitos del presente documento se
determina, por lo tanto, mediante tales consideraciones como se conocen en la técnica. La cantidad puede ser efectiva
para lograr mejoramiento, incluyendo, pero no limitandose a, el dafio o la lesién reducidas, 0 mejoramiento o
eliminacion de sintomas y otros indicadores tal como se seleccionan como medidas apropiadas por aquellos versados
en la técnica.

Los exosomas/células productoras modificados pueden administrarse de diferentes maneras. Pueden administrarse
individualmente o como un ingrediente activo en combinacién con soportes, diluyentes, adyuvantes y vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Los exosomas/células productoras modificados pueden administrarse oralmente, por
via subcutanea o parenteral, que incluye administracion intravenosa, intra-arterial, intramuscular, intraperitoneal e
intranasal, asi como también técnicas: intratecal y de infusion, o por medio de administracién local o inoculacién directa
al sitio de enfermedad o condicidon patolégica. También puede ser Utiles implantes de los exosomas/células
productoras modificados. El paciente que se esta tratando es un animal de sangre caliente y, en particular, mamiferos
que incluyen humanos. Los soportes, diluyentes, adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables, asi como
también los soportes de implante generalmente se refieren a agentes de relleno, diluyentes o material de
encapsulamiento inertes, no toxicos, sélidos o liquidos, los cuales no reaccionan con los componentes activos. Los
exosomas/células productoras modificadas pueden alterarse por el uso de anticuerpos a proteinas superficiales de
célula o ligandos de receptores conocidos para dirigirse especificamente a tejidos de interés.

Puesto que el uso de administracion de exosomas/células productoras modificados se dirige especificamente a la
evolucion, expresion o curso de patologias asociadas, se espera que la eleccion del momento adecuado y la duracién
del tratamiento en humanos puedes ser aproximadamente aquellos establecidos para modelos animales en algunos
casos. De manera similar, puede esperarse que las dosis establecidas para lograr efectos deseados usando tales
compuestos en modelos animales o para otras aplicaciones clinicas sean aplicables en este contexto también. Se
nota que los humanos se tratan generalmente mas tiempo que los animales experimentales ejemplificados en el
presente documento, cuyo tratamiento tiene una duracién proporcional a la duracién del proceso de la enfermedad y
a la efectividad del medicamento. Las dosis pueden ser dosis Unicas o dosis multiples durante periodos de tiempo. El
tratamiento generalmente tiene una duracion proporcional a la duracion del proceso de enfermedad y a la efectividad
del medicamento y a especie de paciente que se esta tratando.

Al administrar por via parenteral, los exosomas/células productoras modificados generalmente se formularan en una
forma inyectable de dosificacion unitaria (solucién, suspension, emulsién). Las formulaciones farmacéuticas
adecuadas para inyeccion incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para reconstitucion
en soluciones o dispersiones inyectables estériles. El soporte puede ser un solvente o un medio de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerina, propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares),
mezclas adecuadas de los mismos y aceites vegetales.

Cuando es necesario puede mantenerse la fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de una cubierta tal como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio requerido en el caso de dispersion y mediante el uso de tensioactivos.
También pueden usarse vehiculos no acuosos tales como aceite de semilla de algodén, aceite de ajonjoli, aceite de
oliva, aceite de soja, aceite de maiz, aceite de girasol o aceite de cacahuete y ésteres tales como miristato de iso-
propilo en calidad de sistemas de solventes para dichas composiciones de exosomas/células productoras modificados.
Adicionalmente pueden agregarse diversos aditivos que promueven la estabilidad, la esterilidad y la isotonicidad de
las composiciones, que incluyen preservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y reguladores de pH.
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La prevencion de la accidn de microorganismos puede asegurarse mediante agentes antibacterianos y antifingicos,
por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &cido sérbico y similares. En muchos casos sera deseable incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azlcares, cloruro de sodio y similares. La adsorcion prolongada de la forma farmacéutica
inyectable puede producirse mediante el uso de agentes que retardan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de
aluminio y gelatina. Sin embargo, cualquier vehiculo, diluyente o aditivo usado tendrian que ser compatibles con los
exosomas/células productoras modificados.

Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando exosomas/células productoras modificados en
la cantidad requerida del disolvente apropiado con otros ingredientes diversos, segun se desee.

Una formulacion farmacoldgica puede administrarse al paciente en una formulacion inyectable que contiene cualquier
soporte compatible, tal como diversos vehiculos, adyuvantes, aditivos y diluyentes; o el o los inhibidores pueden
administrarse por via parenteral al paciente en forma de implantes subcutaneos de liberacion lenta o sistemas de
administracion dirigida, tales como anticuerpos monoclonales, administracién por vector, matrices poliméricas
iontoforéticas, liposomas y microesferas. Muchos otros implantes, sistemas de administracion y modulos de este tipo
son bien conocidos por aquellos versados en la técnica.

Los exosomas/células productoras modificados pueden administrarse inicialmente mediante inyeccion intravenosa
para llevar los niveles de sangre a un nivel adecuado. Los niveles del paciente se mantienen luego mediante una
forma de dosificacion oral, aunque pueden usarse otras formas de administracion, dependiendo de la condicién del
paciente y tal como se ha indicado antes. La cantidad que va a administrarse y el momento justo de administracién
pueden variar para el paciente que se esta tratando.

Adicionalmente, los exosomas/células productoras modificados pueden administrarse in situ para llevar los niveles
internos a un nivel adecuado. Los niveles del paciente se mantienen luego segun sean apropiados de acuerdo con la
buena practica médica mediante formas apropiadas de administracion, dependiendo de la condicion del paciente. La
cantidad que va a administrarse y el momento justo de administracion pueden variar para el paciente que se esta
tratando.

Mientras que la divulgacion ha sido mostrada particularmente y descrita con referencia a las formas preferidas y
alternativas de realizacion anteriores, deberia entenderse por parte de aquellos expertos en la técnica que pueden
emplearse diversas alternativas a las formas de realizacion descritas en el presente documento al practicar la
divulgacion sin apartarse del alcance de la invencion, tal como se define en las siguientes reivindicaciones. Se pretende
que las siguientes reivindicaciones definan el alcance de la invencion. Debe entenderse que esta descripcion de
algunas formas de realizacion incluye todas las combinaciones nuevas y no obvias de elementos descritos en el
presente documento y que las reivindicaciones pueden presentarse en esta o0 en una solicitud posterior a cualquier
combinacién nueva y no obvia de estos elementos. Las anteriores formas de realizacién son ilustrativas y ninguna
caracteristica o ningin elemento es esencial a todas las combinaciones posibles que pueden reivindicarse en esta
solicitud o en una posterior. Cuando las reivindicaciones indiquen "un" o "un primer" elemento del equivalente del
mismo, debe entenderse que tales términos incluyen la incorporacién de uno o mas de dichos elementos, sin requerir
ni excluir dos o més de dichos elementos.

SECUENCIAS

SEQID NO: 1 -

10
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TAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCG
CGTTACATAACTTACGGTARATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATT
GACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCA
ATGGGTGGAGTATTTACGGTARACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC
ARGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTARATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTA
CATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTAC
CATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGG
ATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAARATCAACG
GGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCARATGGGCGGTAGGCGTGT
ACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTGGTTTAGTGARCCGTGGATCCCGTCGCTTACC
GATTCAGAATGGTTGATATCCGCCATTCTGAATCGGTARGCGACGAAGCTTAATARAGGA
TCTTTTATTTTCATTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGCGGCCGCCCTCGACTGTGC
CTTCTAGAAGACARATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCG
GRAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGC
GCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCC
GCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCT
CTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCARR
ARRACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGC
CCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACA
CTCAARCCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTAT
TGETTAAAARAATGAGCTGATTTAACARRAATTTARCGCGAATTAATTCTGTGGAATGTGT
GTCAGTTAGGGTGTGGARAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGARGTATGCARAGCATGC
ATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTA
TGCARRGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCC
CGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTA
TTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGARAGTAGTGAGGAGGCT
TTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAARAGCTCCCGGGATGACCGAGTACAAGCCCACGGT
GCGCCTCGCCACCCGCGACGACGTCCCGCGGGCCGTACGCACCCTCGCCGCCGCGTTCGE
CGACTACCCCGCCACGCGCCACACCGTCGACCCGGACCGCCACATCGAGCGGGTCACCGA
GCTGCAAGRACTCTTCCTCACGCGCGTCGGGCTCGACATCGGCARGGTGTGGGTCGCGGA
CGACGGCGCCGCGGTGGCGETCTGGACCACGCCGGAGAGCGTCGARGCGGGGGCGGTGTT
CGCCGAGATCGGCCCGCGCATGGCCGAGT TGAGCGGTTCCCGGCTGGCCGCGCAGCAACA
GATGGAAGGCCTCCTGGCGCCGCACCGGCCCAAGGAGCCCGCGTGETTCCTGGCCACCGT
CGGCGTCTCGCCCGACCACCAGGGCARGGGTCTGGGCAGCGCCGTCGTGCTCCCCGGAGT
GGAGGCGGCCGAGCGCGCCGEGEGTGCCCGCCTTCCTGGAGACCTCCGCGCCCCGCAACCT
CCCCTTCTACGAGCGGCTCGGCTTCACCGTCACCGCCGACGTCGAGGTGCCCGAAGGACC
GCGCACCTGGTGCATGACCCGCAAGCCCGGTGCCTGATTCGAATGACCGACCAAGCGACG
CCCAACCTGCCATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGARAGGTTGGGCTTC
GGRATCGTTTTCCGGGACGCCGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAG
TTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGC
ATCACAAATTTCACARATAARGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCARAA
CTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAGCTTGGCGTAA
TCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACARCATA
CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTARAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTA
ATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAARCCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
TGAATCGGCCARCGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG
CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAG
GCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGARAGARCATGTGAGCAAAA
GGCCAGCAARAGGCCAGGAACCGTAARARAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC
CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACA
GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTICGGGAAGCGTGGCGCTTTCT
CATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAG
TCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC
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AGRAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
ACTAGRAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGARARAGA
GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACARRCCACCGCTGGTAGCGGTTTTTTTGTTTGCAAG
CAGCAGATTACGCGCAGAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGG
TCTGACGCTCAGTGGAACGAARACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCARARA
AGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAARAATGAAGTTTTARATCAATCTARAGTATA
TATGAGTARACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCG
ATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATA
CGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCG
GCTCCAGATTTATCAGCAATARACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGARAGTGGTCCT
GCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGT
TCGCCAGTTAATAGTTTGCGCARCGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGC
TCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCARCGATCARGGCGAGTTACATGA
TCCCCCATGTTGTGCAARARAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGT
AAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATARTTCTCTTACTGTC
ATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCARGTCATTCTGAGAR
TAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCA
CATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCAT TGGAARACGTTCTTCGGGGCGAARACTCTCA
AGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCT
TCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAARATGCC
GCAARRAAGGGAATAAGGGCGACACGGARATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAR
TATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATT
TAGARARATAARCAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGARARGTGCCACCTGACGTC
GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACRAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTARGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCG
CGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGC
TTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATT
GATTATTGAC

SEQIDNO: 2 -
GGATCCTCACAACCTCCTAGAAAGAGTAGATTGATATCCGTCTACTCTTTCTAGGAGGTTGTGACGAAGCTT

SEQID NO: 3 -

12



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021

cccaactttt
cataatagca
tttatecgatyg
ttcatacaaa
ctaacgtaga
actgaggtgg
cgcecacagt
ggtggcgcygy
gtgggggaga
ttgcegecag
gttatggcce
gatececcgage
cettegecte
tggtggcace
tgatgatatc
ctgcacactg
cgcacatgtt
tctcaagety

ES 2661 236 T3

aaaagaaaag
acagacatac
cctececcegte
aggactcgcece
acccagagat
agaagagcat
cceccgagaag
ggtaaactgg
accgtatata
aacacaggta
ttgcgtgect
ttcgggttygy
gtgcttgagt
ttcgegectyg
ctgecgacgcet
gtatttcggt
cggcgaggcyg
geeggectge

gggggattygy
aaactaaaga
accacccceec
cctgcettgy
cgctgegtte
gcgtgaggcet
ttggggggagy
gaaagtgatyg
agtgcagtag
agtgcegtgt
tgaattactt
aagtgggtyy
tgaggcctygy
tctegetget
ttttttetgy
ttttggggcce
gggcctgega
tctggtgect

13

ggggtacagt
attacaaaaa

ccaacccgcec
ggaatcccag
cecgcececcte
ccggtgeccy
gggtcggcaa
tcgtgtactyg
tcgeecgtgaa
gtggttceccyg
ccacgecccct
gagagttcga
cectgggeget
ttcgataagt
caagatagtc
gcgggcggcy
gcgogygccac
ggcctegege

gcaggggaaa
caaattacaa

ccgaccggag
ggaccgtcgt
acccgeccge
tcagtgggca
ttgaaccggt
gcteegectt
cgttcttttt
cgggcctgge
ggctgcagta
ggccttgege
ggggccgecy
ctctageccat
ttgtaaatgc
acggggeccyg
cgagaatcgg
cgecegtgtat

gaatagtaga
aattcaaaat
ctgagagtaa
taaactccca
tctegtecate
gagcgcacat
gcctagagaa
tttcccgayy
cgcaacgggt
ctctttacgg
cgtgattctt
ttaaggagcc
cgtgcgaate
ttaaaatttt
gggccaagat
tgcgtcccag
acgggggtag
cgccccygeee



1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
24861
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
33e61
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

tgggcggcaa
ggccctgectg

tcacccacac
gagtaccgqy
nnnonnnnnn
nnnannnnnn
gttgggggga
ttaggccagce
cttggttcat
cgtgaaaact
gaggataaca
gtgaacggcc
cagaccgceca
tccectecagt
tacttgaagc
ggcggcegtag
gtgaagctgce
ggctgggagg
aagcagaggc
aaggccaaga
acctcccaca
tccaccggcy
aagcccacgg
gccgegttog
cgggtcaccy
tgggtcegegg
ggggcggtgt
gcgcagcaac
ctggccaceg
ctcececeyggag
ccccgcaacce
ccgaaggacc
tagaccaaac
tttcacaaat
tgtatcttat
ggttaatgte
gcgcggaacce
acaataaccc
tttecgtgte
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactyg
ttaattaaaa
cgtgagttet
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata

cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
ccagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tccectgatt
agccgaacga
aaaccgecte
gactggaaag
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ggctggccey
cagggagctc
aaaggaaaaqg
cgccgtecag
nnnnnonnnn
nnnnnnnnnn
ggggttttat
ttggcacttyg
tctcaagcect
acccctctag
tggccatcat
acgagttcga
agctgaaggt
tcatgtacgg
tgtccttece
tgaccgtgac
gcggcaccaa
ccteoctooga
tgaagctgaa
agccecgtgcea
acgaggacta
gcatggacga
tgcgeootoge
ccgactacce
agctgcaaga
acgacggegc
tocgecgagat
agatggaagqg
tcggegtete
tggaggcggc
tcececttcta
gcogcgacctg
ttgtttattyg
aaagcatttt
catgtctgtg
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgc
gcecttatte
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
cteggtegee
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
agatctaggt
cgttccactyg
ttctgogegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtct

gctgaacggyg
gatacctaca

ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgcte
ggttcctgge
ctgtggataa
ccgagcgeag
teceegegey
cgggcagtga

gtcggcacca
aaaatggagg
ggccttteeg
gcacctcgat
nnnnnnnonn

gttgcgtgag
acgcggegct
tcectcagecy
tagttctega
nnnnnnnnnn

nnnnnngcta getcgagett

gcgatggagt
atgtaattct
cagacagtgg
agtcgagcta
caaggagttc
gatcgaggge
gaccaagggt
cteccaaggeo
cgagggctte
ccaggactcc
cttceceectee
gcggatgtac
ggacggcggc
gctgecceggoe
caccatcgtg
gectgtacaag
cacccgegac
cgccacgcoge
actcttecte
cgcggtggeg
cggceceygecge
cctectggeq
gccocgaccac
cgagcgegcec
cgagcggcte
gtgcatgacc
cagcttataa
tttcactgca
atcaggtacc
tggtttctta
tatttttcta
ttcaataata
cecttttttge
aagatgctga
gtaagatcct
ttctgctatg
gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc
aatctggagc
agccctccocog
atagacagat
tttactcata
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctge
agagctacca
tgttectteta
atacctcgcet
taccgggttyg

gggttcgtge
gcgtgageta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggy
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagty
ttggccgatt
gcgcaacgcea

14

ttccecacac
ccttggaatt
ttcaaagttt
ccggteogeca
atgcgcttca
gagggcgagg
ggcccectge
tacgtgaagc
aagtgggagc
tcectgecagg
gacggecccey
cccgaggacg
cactacgacyg
gcctacaacyg
gaacagtacg
gacccaccgyg
gacgtcccca
cacaccgtcg
acgcgegtey
gtctggacca
atggccgagt
ccgcaccggce
cagggcaagg
ggggtgccey
ggcttcaccy
cgcaagcccg
tggttacaaa
ttctagttgt
aaagggcctc
gacgtcaggt
aatacattca
ttgaaaaagg
ggcattttgce
agatcagttg
tgagagtttt
tggegeggta
ttctcagaat
gacagtaaga
acttctgaca
tcatgtaact
gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagcgt
tatcgtagtt
cgctgagata
tatactttag
tttgataatc
ccegtagaaa
ttgcaaacaa
actcttttte
gtgtagccgt
ctgctaatcce
gactcaagac

acacagccca
tgagaaagceg
gtcggaacag
cctgtegggt
cggagectat
ccttttgete
gecetttgagt
agcgaggaag
cattaatgca
attaatgtga

cggaaagatg
©gggagagcg
tcgetteatg
ggatcennnn
nnnnnnnnnn
ttggagtacg
tgagtgggtg
tgccetittt
ttttectteeca
ccatggtgag
aggtgcacat
gcegececta
ccttegectg
accccgeega
gcgtgatgaa
acggcgagtt
taatgcagaa
gcgecctgaa
ctgaggtcaa
tcaacatcaa
aacgcgccoga
tegecaccat
gggcegtacg
atccggaceg
ggctegacat
cgeccggagag
tgageggtte
ccaaggagcce
gtctgggeag
ccttectgga
tcaccgocga
gtgcctgage
taaagcaata
ggtttgtcca
gtgatacgcc
ggcactttte
aatatgtatc
aagagtatga
cttcetgtte
ggtgcacgag
cgcceccgaag
ttatccegta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
cgccttgatc
acgatgcctg
ctagcttcee
ctgcgctogg
gggtctegeg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
tcatgaccaa
agatcaaagqg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc

gcttggageg
ccacgcttee
gagagcgeac
ttegecacct
ggaaaaacqc
acatgttett
gagctgatac
cggaagagcg
gctggcacga
gttagcte

gcegetteee
ggcgggtgag
tgactccacy
nnnnnnonnn
nnnnnnonnn
tcgtetttag
gagactgaag
gagtttggat
tttcaggtgt
caagggcgag
ggagggctce
cgagggcacce
ggacatcctg
catcccegac
cttcgaggac
catctacaag
gaagaccatyg
gggcgagatc
gaccacctac
gttggacatc
gggccgocac
gaccgagtac
caccctegee
ccacatcgag
cggcaaggtyg
cgtcgaageg
ceggetggec
cgcgtggtte
cgcegtogtyg
gacctcegeyg
cgtcgagtgce
ggccgcaatc
gcatcacaaa
aactcatcaa
tattcttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcacce
tgggttacat
aacgttttce
ttgacgcegg
agtactcacc
gtgctgccat
gaccgaagga
gttgggaacc
tagcaatggce
ggcaacaatt
ceccttecocgge
gtatcattgc
cg gggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgectgeo
ggataaggcg

aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcyg
tcctgegtta
cgctegecgce
cccaatacgce
caggttteee



SEQIDNO: 4 -

1
61
121
181
241

tcgaggatce
acagaagaaa
agaactgaat
cggcagtgcet
ttcccageca
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tgacccatcc tgggcctcaa
gcatgcaaga gcagcgtcca
tccatagget gtgagetcecta
acaacatcaa tgccaaggcc
ggtgcttctg caggcccaca

15

cttactcatc
ggctgaaaga
gcaatgccct
gtggggcagce
tcttgeccac

ctgggaacgg gagacgattc
actttggcca cctggcactg
gtggactcag ttctggtgcce
tgatggtttyg ggctcccaac
tgggctaget cga
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REIVINDICACIONES

1. Exosomas que contienen MiR-146b para uso en el tratamiento de un sujeto que sufre de cancer cerebral, en cuyo
caso dichos exosomas se producen mediante los pasos de:

i. Transfectar una poblacion de células estromales mesenquimatosas multipotentes capaces de producir exosomas
con un plasmido que codifica miR-146b;

ii. Cosechar exosomas a partir de la poblacion de células estromales mesenquimatosas multipotentes o de medios
gue contienen las mismas después de la transfeccion; y

iii. Confirmar la presencia de miR-146b en uno o varios de los exosomas cosechados.
2. Células estromales mesenquimatosas multipotentes modificadas que producen exosomas para uso en el
tratamiento de un sujeto que sufre de cancer cerebral, en cuyo caso dichas células estromales mesenquimatosas

multipotentes modificadas se producen mediante los pasos de:

i. Transfectar una poblacion de células estromales mesenquimatosas multipotentes capaz de producir exosomas con
un plasmido que codifica miR-146b;

ii. Cosechar células de la poblacion de células estromales mesenquimatosas multipotentes después de transfeccion;
y

iii. Confirmar la presencia de miR-146b en una o mas de las células cosechadas.

3. Los exosomas para uso de la reivindicacién 1 o las células para uso de la reivindicacion 2, en cuyo caso el sujeto
es un humano.

4. Un medicamento para uso en el tratamiento de cancer que comprende exosomas modificadas que contienen miR-
146b.

5. El medicamento de la reivindicacién 4 para uso en el tratamiento de cancer cerebral.

6. Un medicamento para uso en el tratamiento de cancer el cual comprende células estromales mesenquimatosas
multipotentes transfectadas para producir exosomas con uno 0 mas plasmidos que codifican miR-146b.

7. El medicamento de la reivindicacién 6 para usar en el tratamiento de cancer cerebral.

8. El medicamento para uso de cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en cuyo caso el cancer o cancer cerebral es
un cancer humano o un cancer cerebral humano, respectivamente.
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miR-146b enlazado a exosomas (veces del control)
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