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DESCRIPCION
Método de aislamiento y purificacion de microvesiculas a partir de sobrenadantes de cultivos celulares y fluidos bioldgicos
Campo técnico de la invencion

La presente invencion esta relacionada con los campos de la medicina, biologia celular, biologia molecular y genética. En
particular, la presente invencion proporciona métodos para aislar y purificar microvesiculas a partir de sobrenadantes de
cultivos celulares y fluidos bioldgicos. La presente invencidon también proporciona composiciones farmacéuticas de
microvesiculas para promover o mejorar la cicatrizacion de heridas, estimular la regeneracion de tejidos, remodelar tejidos
cicatrizados, modular reacciones inmunitarias, alterar el crecimiento y/o movilidad de células neoplasicas, o alterar el
crecimiento y/o movilidad de células normales. La presente invencién también proporciona composiciones de
microvesiculas para ser utilizadas como reactivos de diagnéstico, y métodos para preparar las composiciones de
microvesiculas.

Antecedentes de la invencion

Las microvesiculas son secretadas por muchos, si no todos, los tipos de células in vitro e in vivo, y estan presentes en
fluidos biolégicos como, por ejemplo, la sangre, el liquido intersticial, la orina, la saliva y las lagrimas. Las microvesiculas
son vesiculas que comprenden bicapas lipidicas, formadas a partir de la membrana plasmatica de las células, y tienen un
tamafio heterogéneo, que oscila entre aproximadamente 2 nm y aproximadamente 5000 nm. La célula a partir de la cual
se forma una microvesicula se denomina en la presente "célula hospedera". Las microvesiculas son una poblacion
heterogénea de vesiculas e incluyen, por ejemplo, ectosomas, microparticulas, microvesiculas, nanovesiculas, vesiculas
de desprendimiento y particulas de membrana.

Las microvesiculas presentan proteinas de membrana de su célula huésped en su superficie de membrana, y también
pueden contener moléculas dentro de la microvesicula procedentes de la célula huésped, como, por ejemplo, ARNm,
ARNmi, ARNt, ARN, ADN, lipidos, proteinas o particulas infecciosas. Estas moléculas pueden proceder o ser moléculas
recombinantes introducidas en la célula hospedera. Las microvesiculas desempefian un papel fundamental en la
comunicacion intercelular, y pueden actuar local y distalmente dentro del organismo, induciendo cambios en las células
al fusionarse con una célula diana, introduciendo las moléculas transportadas sobre y/o en la microvesicula a la célula
diana. Por ejemplo, se ha implicado a las microvesiculas en la reversién antitumoral, el cancer, la inmunosupresion
tumoral, la metastasis, las interacciones tumor-estroma, la angiogénesis y la regeneracion tisular. Las microvesiculas
también pueden utilizarse para diagnosticar enfermedades, ya que se ha demostrado que portan biomarcadores de varias
enfermedades, incluyendo, por ejemplo, la enfermedad cardiaca, el VIH y la leucemia.

A pesar de la importancia de las microvesiculas, el aislamiento de microvesiculas en cantidades utiles, preservando su
integridad estructural y funcional, sigue siendo problematico. El procedimiento tradicional utiliza la ultracentrifugacién para
aislar las microvesiculas de las muestras.

Por ejemplo, la patente estadounidense 7,807,438 divulga un método para aislar el virus de la hepatitis C. EI método
comprende la separacién de particulas denominadas exosomas del plasma sanguineo de un individuo infectado con el
virus de la hepatitis C (VHC) y la extraccion de ARN de estas particulas exosdmicas.

En otro ejemplo, la solicitud de patente estadounidense US20030198642A1 divulga [e]xosomas... derivados de
compartimentos enriquecidos en CHM de clase Il en células presentadoras de antigeno... [para] un ... vehiculo de
vacunacion.

En otro ejemplo, la solicitud de patente estadounidense US20060116321A1 divulga métodos y composiciones para su
uso en la mediacion de una reaccién inmunosupresora. Las composiciones ... comprenden exosomas que tienen actividad
inmunosupresora. Tales exosomas pueden derivarse de una variedad de diferentes tipos de células, incluyendo células
presentadoras de antigenos tales como células dendriticas y macrofagos. Antes del aislamiento de los exosomas, las
células pueden ser modificadas genéticamente para expresar moléculas capaces de potenciar la actividad
inmunosupresora de dichos exosomas y/o pueden ser expuestas a uno o mas agentes, como citocinas o inhibidores de
citocinas, que también son capaces de potenciar la actividad inmunosupresora de los exosomas. La presente invencion
también se refiere al uso de dichos exosomas para el tratamiento de enfermedades y trastornos asociados con la
activacion indeseable del sistema inmunitario. La presente invencion también incluye exosomas aislados directamente del
suero que han demostrado ser inmunosupresores.

La ultracentrifugaciéon puede danar las microvesiculas, dando lugar a la lisis o ruptura de las vesiculas. El dafio a las
microvesiculas puede causar una reaccion adversa en el organismo, si se introdujeran dichas microvesiculas dafiadas.

Otros han intentado métodos alternativos para aislar microvesiculas. Sin embargo, los métodos alternativos empleados
frecuentemente aislan una subfraccion de microvesiculas, o son ineficaces. Por ejemplo, la solicitud de patente
estadounidense US2011003008A1 divulga una particula secretada por una célula madre mesenquimal y que comprende
al menos una propiedad bioldgica de una célula madre mesenquimal. La propiedad biolégica puede comprender una
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actividad biolégica de un medio condicionado de células madre mesenquimales (MSC-CM), como cardioproteccion o
reduccion del tamario del infarto. La particula puede comprender una vesicula o un exosoma.

En otro ejemplo, la solicitud de patente estadounidense US20120070858A1 divulga un método para aislar exosomas a
partir de plaquetas sanguineas usando nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro (Fe3C"4), mediante un
mecanismo de atraccion de carga basado en el potencial Zeta predeterminado de los exosomas. El método consiste en
utilizar nanoparticulas de 6xido de hierro previamente sintetizadas con una carga positiva predeterminada, que se unen a
los exosomas de carga negativa contenidos en la muestra biolégica. Durante la incubacion, las nanoparticulas magnéticas
catidnicas son absorbidas por la superficie de la membrana de los exosomas debido a una interaccién electrostatica. La
exposicion del material a un campo magnético permite separar los exosomas unidos a las nanoparticulas. El éxito de esta
técnica se ha confirmado mediante la caracterizacién de los exosomas por citometria de flujo. El método ha demostrado
ser adecuado para este fin, ya que permite aislar y purificar los exosomas, sin sufrir alteraciones de sus caracteristicas
morfoldgicas y estructurales originales.

En otro ejemplo, la solicitud de patente PCT W02012169970A1 divulga materiales y métodos para el uso de agentes de
cohidratacion limitados en la purificacién de materiales bioldgicos tales como anticuerpos, virus, células y organulos
celulares en relacion con aplicaciones de cromatografia convectiva, lecho fluidizado o coprecipitacion.

Por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de proporcionar un método para aislar y purificar microvesiculas sin dafarlas,
y en cantidades suficientes para que las microvesiculas aisladas puedan utilizarse posteriormente para el diagnéstico de
enfermedades, terapias o investigacion.

La presente invencion proporciona métodos para aislar microvesiculas de fluidos bioldgicos sin dafiar la integridad
estructural y/o funcional de las microvesiculas. La presente invencién también proporciona métodos para aislar
ectosomas, microparticulas, microvesiculas, nanovesiculas, vesiculas de desprendimiento, cuerpos apoptéticos o
particulas de membrana de fluidos bioldgicos sin dafiar su integridad estructural y/o funcional.

Breve descripcién de la invencion

La invencidon se expone en la reivindicacion 1 adjunta. Otras realizaciones se describen en las reivindicaciones
dependientes 2 a 14.

Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos, que se incorporan a la presente y forman parte de la memoria descriptiva, ilustran varios ejemplos
de la presente invencién y, junto con la descripcién, sirven ademas para explicar los principios de la invencién y para
permitir a una persona con conocimientos ordinarios en la técnica realizar y utilizar la invencion. En los dibujos, nimeros
de referencia similares indican elementos idénticos o funcionalmente similares. Una apreciacién mas completa de la
invencion y muchas de las ventajas concomitantes de la misma se obtendran facilmente a medida que la misma se
comprenda mejor por referencia a la siguiente descripcion detallada cuando se considere en relacién con los dibujos
adjuntos, en donde:

La Figura 1 muestra un esquema de un protocolo utilizado para aislar microvesiculas por ultracentrifugacion.
La Figura 2 muestra un ejemplo de un método de aislamiento de microvesiculas de la presente divulgacion.
La Figura 3 muestra un ejemplo alternativo de un método de aislamiento de microvesiculas de la presente divulgacion.

La Figura 4 muestra un ejemplo de un aparato de la presente divulgacion que facilita la clarificacion del fluido biolégico y
la recoleccién de las microvesiculas precipitadas por filtracion.

La Figura 5 muestra microfotografias electrénicas de microvesiculas derivadas de medio acondicionado usando células
madre mesenquimales derivadas de médula dsea humana aisladas por el método de ultracentrifugadora descrito en el
Ejemplo 1 (paneles Ay B) y aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion (paneles C y D) a los aumentos
mostrados en los paneles.

La Figura 6 muestra microfotografias electrénicas de microvesiculas derivadas del medio acondicionado usando células
madre mesenquimales derivadas de médula ésea porcina aisladas por el método de ultracentrifugadora descrito en el
Ejemplo 1 (paneles Ay B) y aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion (paneles C y D) a los aumentos
mostrados en los paneles.

La Figura 7 muestra microfotografias electrénicas de microvesiculas derivadas de medio acondicionado usando células
madre mesenquimales derivadas de médula dsea murina aisladas por el método de ultracentrifugadora descrito en el
Ejemplo 1 (paneles Ay B) y aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion (paneles C y D) a los aumentos
mostrados en los paneles.
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La Figura 8 muestra micrografias electrénicas de microvesiculas aisladas de plasma humano de acuerdo con los métodos
de la presente invencién. Los paneles A a C muestran las microvesiculas con aumentos crecientes, como muestran las
barras de escala en los paneles.

La Figura 9 muestra microfotografias electrénicas de microvesiculas aisladas de plasma porcino de acuerdo con los
métodos de la presente invencion. Los paneles A a C muestran las microvesiculas con aumentos crecientes, como
muestran las barras de escala en los paneles.

La Figura 10 muestra micrografias electronicas de microvesiculas aisladas de orina humana de acuerdo con los métodos
de la presente invencién. Los paneles A a C muestran las microvesiculas con aumentos crecientes, como muestran las
barras de escala en los paneles.

La Figura 11 muestra un western blot, informando la expresion de HSP70, CD63, STAT 3 y STAT3 fosforilada en lisados
de células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea humana, microvesiculas aisladas de medio acondicionado
usando células madre derivadas de médula 6sea humana, preparadas por ultracentrifugacion (ultracentrifugadora MV de
hMSC), o los métodos de la presente invencion, como se describe en el ejemplo 3 (Precipitacion PEG de hMSC). También
se analizaron microvesiculas derivadas de plasma humano y orina humana, preparadas por los métodos de la presente
invencion, como se describe en el ejemplo 3. (Precipitacion PEG en plasma humano) y (Precipitacion PEG en orina
humana) respectivamente.

La Figura 12 muestra el efecto de las microvesiculas aisladas del medio condicionado usando células madre
mesenquimales humanas derivadas de médula 6sea sobre la proliferacion de fibroblastos dérmicos humanos normales
(A), fibroblastos dérmicos obtenidos de una ulcera de pie diabético (B) y fibroblastos dérmicos obtenidos de una ulcera
de pie por presion (C). Se compard el efecto de las microvesiculas aisladas por ultracentrifugacion (MV por U/C) y las
microvesiculas aisladas por los métodos de la presente invencion (MV por PEG). Los fibroblastos tratados con PBS o
medio de cultivo sin microvesiculas se incluyeron como control. La proliferacion se determiné mediante un ensayo MTT.

La Figura 13 muestra el efecto de las microvesiculas aisladas del medio acondicionado con células madre mesenquimales
humanas derivadas de médula ésea sobre la migracién de fibroblastos dérmicos humanos, determinada por la capacidad
de los fibroblastos para migrar a una regidon que habia sido rascada. El panel denominado "pretratamiento” muestra una
zona representativa de una placa de cultivo celular en la que se extrajeron las células, antes de afadir los tratamientos
de prueba. El efecto de la migracién de fibroblastos se ensayd usando microvesiculas aisladas de acuerdo con los
métodos de la presente invencion (precipitacion con PEG) y microvesiculas aisladas por ultracentrifugacion
(ultracentrifugadora) a las concentraciones mostradas. Los fibroblastos tratados con PBS o medio de cultivo sin
microvesiculas se incluyeron como control.

La Figura 14 muestra el efecto de las microvesiculas aisladas del medio acondicionado con células madre mesenquimales
humanas derivadas de médula 6sea sobre la migracién de fibroblastos dérmicos humanos obtenidos de una ulcera de pie
diabético, determinada por la capacidad de los fibroblastos para migrar a una regiéon que habia sido rascada. El panel
denominado "pretratamiento" muestra una zona representativa de una placa de cultivo celular en la que se extrajeron las
células, antes de afadir los tratamientos de prueba. El efecto de la migracién de fibroblastos se ensay6 utilizando
microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencién (precipitacion con PEG) y microvesiculas
aisladas por ultracentrifugacion (ultracentrifugadora) a las concentraciones mostradas. Los fibroblastos tratados con PBS
o medio de cultivo sin microvesiculas se incluyeron como control.

La Figura 15 muestra la captacion de las microvesiculas de la presente invencién en fibroblastos dérmicos humanos. Los
nucleos celulares, resueltos usando el colorante Hoechst 33342, se muestran en los paneles denominados
"Hoechst33342". Las células, resueltas usando el colorante vybrant, se muestran en el panel denominado "Vybrant-Dio".
Las microvesiculas, resueltas usando colorante PKH, se muestran en el panel etiquetado "MV etiquetado con PKH". En
el panel "compuesto" se superponen las imagenes obtenidas con los tres colorantes.

La Figura 16 muestra la captacion de las microvesiculas de la presente invencion en fibroblastos dérmicos humanos. Los
nucleos celulares, resueltos usando el colorante Hoechst 33342, se muestran en los paneles denominados
"Hoechst33342". Las células, resueltas usando el colorante vybrant, se muestran en el panel denominado "Vybrant-Dio".
Las microvesiculas, resueltas usando colorante PKH, se muestran en el panel etiquetado "MV etiquetado con PKH". En
el panel "compuesto" se superponen las imagenes obtenidas con los tres colorantes.

La Figura 17 muestra un western blot de lisados de fibroblastos dérmicos humanos tratados con: microvesiculas aisladas
de acuerdo con los métodos de la presente invencion a partir de plasma obtenido de un paciente que padece artritis
reumatoide (Precipitacion MV PEG de plasma humano); microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la
presente invencion a partir de medio acondicionado con células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea
(Precipitacion MV PEG de hMSC humanas); microvesiculas aisladas mediante ultracentrifugacién a partir de medio
acondicionado con células madre mesenquimales derivadas de médula dsea (ultracentrifugacion MV de hMSC humanas);
control de PBS; y un control de medio desprovisto (medio acondicionado de hMSC desprovisto de MV).

La Figura 18 muestra la presencia de la regién que contiene el exén 15 de BRAF con la mutacion T1799A, en: Células

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2949637 T3

SK-MEL28, a partir de ARN amplificado usando el cebador 1 (carril 3); células SK-MEL28, a partir de ARN amplificado
usando el cebador 2 (carril 4); microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion a partir de
medio acondicionado con células SK-MEL28, a partir de ARN amplificado usando el cebador 1 (carril 5); microvesiculas
aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencién a partir de medio acondicionado con células SK-MEL28, a
partir de ARN amplificado usando el cebador 2 (carril 6); células SK-MEL28, a partir de ADN amplificado usando el cebador
1 (carril 7); células SK-MEL28, a partir de ADN amplificado usando el cebador 2 (carril 8); microvesiculas aisladas de
acuerdo con los métodos de la presente invencién a partir de medio acondicionado con células SK-MEL28, a partir de
ADN amplificado usando el cebador 1 (carril 9); y microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente
invencion a partir de medio acondicionado con células SK-MEL28, a partir de ADN amplificado usando el cebador 2 (carril
10).

La Figura 19 muestra la presencia de BRAF V600E en un lisado de células SK-MEL28 y un lisado de microvesiculas
aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion a partir de medio acondicionado con células SK-MEL28.

La Figura 20 muestra la captacion de las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion a
partir de medio de cultivo acondicionado con células madre derivadas de médula ésea obtenidas de un ratéon que expresa
proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) en fibroblastos dérmicos humanos. Los nucleos celulares,
resueltos usando el colorante Hoechst 33342, se muestran en los paneles denominados "Hoechst33342". Las células,
resueltas usando el colorante vybrant, se muestran en el panel denominado "Vybrant-Dio". Las microvesiculas etiquetadas
con GFP se muestran en el panel denominado "GFP". En el panel "compuesto" se superponen las imagenes obtenidas
con los tres colorantes.

La Figura 21 muestra la captacion de las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion a
partir de medio de cultivo acondicionado con células madre derivadas de médula ésea obtenidas de un ratéon que expresa
la GFP en fibroblastos dérmicos humanos. Los nucleos celulares, resueltos usando el colorante Hoechst 33342, se
muestran en los paneles denominados "Hoechst33342". Las células, resueltas usando el colorante vybrant, se muestran
en el panel denominado "Vybrant-Dio". Las microvesiculas etiquetadas con GFP se muestran en el panel denominado
"GFP". En el panel "compuesto" se superponen las imagenes obtenidas con los tres colorantes.

La Figura 22 muestra secciones histologicas de heridas de espesor completo de: (A) animales no tratados; (B)
microvesiculas aisladas del medio acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas derivadas de médula
6sea de acuerdo con los métodos de la presente invencion; (C) solucion salina; y (D) microvesiculas aisladas de células
madre mesenquimales autélogas derivadas de médula ésea por ultracentrifugacion, 5 dias después de la herida.

La Figura 23 muestra imagenes de quemaduras de segundo grado en animales tratados con: (A) microvesiculas aisladas
del medio acondicionado usando células madre mesenquimales autdlogas derivadas de meédula désea por
ultracentrifugacion; (B) microvesiculas aisladas del medio acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas
derivadas de médula 6sea de acuerdo con los métodos de la presente invencién; y (C) animales no tratados, 7 dias
después de la herida. (D) muestra una herida de espesor total en un animal tratado con microvesiculas aisladas del medio
acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas derivadas de médula 6ésea mediante ultracentrifugacion
7 dias después de la herida. Las flechas indican la formacion de un absceso en una herida de espesor total tratada con
microvesiculas aisladas por ultracentrifugacion en el dia 7 (40X). Esto no se observo en las heridas de espesor total
tratadas con microvesiculas preparadas de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

La Figura 24 muestra un corte histologico de una herida de segundo grado, 28 dias después de la herida, de un animal
tratado con microvesiculas aisladas de un medio acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas
derivadas de médula 6sea de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

La Figura 25 muestra un corte histoldégico de una herida de segundo grado, 28 dias después de la herida, de un animal
tratado con solucion salina.

La Figura 26 muestra un corte histolégico de una herida de espesor completo, 28 dias después de la herida, de un animal
tratado con microvesiculas aisladas de un medio acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas
derivadas de médula 6sea de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

La Figura 27 muestra un corte histolégico de una herida de espesor completo, 28 dias después de la herida, de un animal
tratado con microvesiculas aisladas de un medio acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas
derivadas de médula 6sea de acuerdo con los métodos de la presente invencidon. A muestra nuevo crecimiento nervioso
(flechas) y angiogénesis (circulos). B muestra el crecimiento de nuevos nervios (flechas). C muestra el crecimiento de
nuevos vasos sanguineos (flechas).

La Figura 28 muestra un corte histologico de una herida de espesor completo, 7 dias después de la herida, en un animal
tratado con microvesiculas derivadas de un medio acondicionado usando células madre mesenquimales autélogas
derivadas de médula 6sea.

La Figura 29 muestra la presencia o ausencia de quimerismo en animales irradiados tras la administracion de médula
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6sea etiquetada con GFP.

Los paneles A y B de la Figura 30 muestran los efectos del tratamiento con MSC en el crecimiento del pelo tras la
irradiacion gamma. El panel C muestra la ausencia de quimerismo en animales irradiados tras la administracion de médula
6sea etiquetada con GFP.

La Figura 31 muestra el efecto de las microvesiculas derivadas de médula 6sea obtenidas mediante el método de la
presente invencion sobre la formacion de vasos sanguineos, usando un ensayo in vitro de angiogénesis. Los tres paneles
superiores son imagenes representativas tomadas usando un microscopio epifluorescente de cultivos de células HUVEC
tratadas con microvesiculas derivadas de médula ésea obtenidas usando el método de la presente invencién ("MV
aspiradas de médula 6sea"). Los tres paneles inferiores son imagenes representativas tomadas con un microscopio
epifluorescente de cultivos de células HUVEC tratadas con un vehiculo de control ("vehiculo de control").

La Figura 32 muestra el efecto de las microvesiculas derivadas de médula ésea obtenidas mediante el método de la
presente invencién sobre el crecimiento o proliferacion celular, usando un ensayo in vitro de crecimiento celular. El panel
A muestra imagenes representativas tomadas usando un microscopio epifluorescente de cultivos de fibroblastos adultos
normales tratados con microvesiculas derivadas de médula ésea obtenidas usando el método de la presente invencion
("MV de médula ésea") o PBS ("PBS"), tres dias después del tratamiento. El panel B muestra el nimero promedio de
células en cultivos de fibroblastos adultos normales tratados con microvesiculas derivadas de médula ésea obtenidas
mediante el método de la presente invencion ("MV de médula 6sea") o PBS ("PBS"), tres dias después del tratamiento.

Descripcion detallada de la invencion

Para mayor claridad de la divulgacién, y no a modo de limitacién, la descripcion detallada de la invencion se divide en las
siguientes subsecciones que describen o ilustran ciertas caracteristicas, ejemplos o aplicaciones de la presente invencion.

Métodos para aislar las microvesiculas de la presente divulgacion

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que contiene microvesiculas en un método que
comprende los pasos de:

a) obtener un fluido biolégico que contiene microvesiculas,

b) clarificar el fluido biolégico para eliminar restos celulares,

c) precipitar las microvesiculas afiadiendo un agente precipitante al fluido biolégico clarificado,

d) recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante, y
e) suspender las microvesiculas lavadas en una solucién para su almacenamiento o uso posterior.

En un ejemplo, el fluido biolégico se clarifica por centrifugacion. En un ejemplo alternativo, el fluido bioldgico se clarifica
por filtracion.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion. En un ejemplo alternativo, las
microvesiculas precipitadas se recolectan por filtracion.

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que contiene microvesiculas en un método que
comprende los pasos de:

a) obtener un fluido bioldgico que contiene microvesiculas,

b) clarificar el fluido biolégico para eliminar restos celulares,

c) precipitar las microvesiculas afiadiendo un agente precipitante al fluido biolégico clarificado,

d) recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante,

e) suspender las microvesiculas lavadas en una solucién, y

f) procesar las microvesiculas para analizar el contenido en acidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos, pequefias
moléculas y/o proteinas.

En un ejemplo, el fluido biolégico se clarifica por centrifugacion. En un ejemplo alternativo, el fluido bioldgico se clarifica
por filtracion.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion. En un ejemplo alternativo, las
microvesiculas precipitadas se recolectan por filtracion.

En un ejemplo, la presente divulgacion proporciona reactivos y kits para aislar microvesiculas de fluidos biolégicos de
acuerdo con los métodos de la presente invencion.

El fluido bioldgico puede ser sangre periférica, suero, plasma, ascitis, orina, liquido cefalorraquideo (LCR), esputo, saliva,

médula ésea, liquido sinovial, humor acuoso, liquido amniético, cerumen, leche materna, liquido de lavado broncoalveolar,
semen (incluido el liquido prostatico), liquido de Cowper o liquido preeyaculatorio, eyaculado femenino, sudor, materia
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fecal, cabello, lagrimas, liquido de quiste, liquido pleural y peritoneal, liquido pericardico, linfa, quimo, quilo, bilis, liquido
intersticial, menstruacioén, pus, sebo, vomito, secreciones vaginales, secrecion mucosa, agua fecal, jugo pancreatico,
fluidos de lavado de cavidades sinusales, aspirados broncopulmonares u otros fluidos de lavado.

El fluido biologico también puede derivarse de la cavidad del blastocisto, de la sangre del cordén umbilical o de la
circulacién materna, que puede ser de origen fetal o materno. El fluido bioldgico también puede derivarse de una muestra
de tejido o biopsia.

El fluido biologico puede derivarse de células vegetales de cultivos de células vegetales. El fluido bioldgico puede derivarse
de células de levadura o cultivos de células de levadura.

En un ejemplo, el fluido biolégico es un medio de cultivo celular. En un ejemplo, el medio de cultivo celular se acondiciona
usando tejidos y/o células antes del aislamiento de microvesiculas de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

El término "acondicionado" o "medio acondicionado" se refiere a un medio en el que se cultiva una poblacion de células
o tejidos, o una combinacidn de los mismos, y la poblacién de células o tejidos, o la combinacién de los mismos aporta
factores al medio. En uno de estos usos, la poblacion de células o tejidos, o la combinacion de los mismos, se retira del
medio, mientras que los factores que producen las células permanecen. En un ejemplo, los factores producidos son
microvesiculas.

El medio puede acondicionarse mediante cualquier método adecuado seleccionado por un experto en la técnica. Por
ejemplo, el medio puede cultivarse de acuerdo con los métodos descritos en el EP1780267A2.

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de células o tejidos que han sido pretratados antes del aislamiento de las
microvesiculas. El pretratamiento puede incluir, por ejemplo, cultivo en un medio especifico, un medio que contiene al
menos un aditivo, factor de crecimiento, medio desprovisto de suero, o una combinacién de los mismos. Alternativamente,
el pretratamiento puede comprender el contacto de células o tejidos con aditivos (por ejemplo, interleucina, VEGF,
inductores de factores de transcripcion, factores de transcripcion, hormonas, neurotransmisores, compuestos
farmacéuticos, microARN), agentes transformadores (por ejemplo, liposomas, virus, agentes transfectados, etc.).
Alternativamente, el pretratamiento puede comprender la exposicion de células o tejidos a condiciones fisicas alteradas
(por ejemplo, hipoxia, choque frio, choque térmico).

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un medio acondicionado usando células o tejido que han sido pretratados
antes del aislamiento de las microvesiculas. El pretratamiento puede incluir, por ejemplo, cultivo en un medio especifico,
un medio que contiene al menos un aditivo, factor de crecimiento, medio desprovisto de suero, o una combinacioén de los
mismos. Alternativamente, el pretratamiento puede comprender el contacto de células o tejidos con aditivos (por ejemplo,
interleucina, VEGF, inductores de factores de transcripcion, factores de transcripcion, hormonas, neurotransmisores,
compuestos farmacéuticos, microARN), agentes transformadores (por ejemplo, liposomas, virus, agentes transfectados,
etc.). Alternativamente, el pretratamiento puede comprender la exposicion de células o tejidos a condiciones fisicas
alteradas (por ejemplo, hipoxia, choque frio, choque térmico).

En un ejemplo, el fluido biolégico es un extracto de una planta. En un ejemplo alternativo, el fluido biolégico es un medio
de cultivo celular de un cultivo de células vegetales. En un ejemplo alternativo, el fluido biolégico es un extracto de
levadura. En un ejemplo alternativo, el fluido biolégico es un medio de cultivo celular de un cultivo de células de levadura.

Aunque los métodos de la presente invencion pueden llevarse a cabo a cualquier temperatura, una persona con
conocimientos ordinarios en la técnica puede apreciar facilmente que ciertos fluidos bioldgicos pueden degradarse, y
dicha degradacion se reduce si la muestra se mantiene a una temperatura inferior a la temperatura a la que se degrada
el fluido biolégico. En un ejemplo, el método de la presente divulgacion se lleva a cabo a 4 °C. En un ejemplo alternativo,
al menos un paso del método de la presente divulgacion se lleva a cabo a 4 °C.

En ciertos ejemplos, el fluido bioldgico puede diluirse antes de ser sometido a los métodos de la presente invencion. La
dilucién puede ser necesaria para fluidos biolégicos viscosos, para reducir la viscosidad de la muestra, si la viscosidad de
la muestra es demasiado grande para obtener un rendimiento aceptable de microvesiculas. La diluciéon puede ser de 1:2.
Alternativamente, la dilucion puede ser 1:3. Alternativamente, la dilucién puede ser 1:4. Alternativamente, la dilucién puede
ser 1:5. Alternativamente, la dilucién puede ser 1:6. Alternativamente, la dilucidon puede ser 1:7. Alternativamente, la
dilucién puede ser 1:8. Alternativamente, la diluciéon puede ser 1:9. Alternativamente, la dilucion puede ser 1:10.
Alternativamente, la dilucién puede ser 1:20. Alternativamente, la dilucién puede ser 1:30. Alternativamente, la dilucién
puede ser 01:40. Alternativamente, la dilucion puede ser 01:50. Alternativamente, la dilucién puede ser 1:60.
Alternativamente, la dilucién puede ser 1:70. Alternativamente, la dilucién puede ser 1:80. Alternativamente, la dilucién
puede ser 1:90. Alternativamente, la dilucién puede ser 1:100.

El fluido biolégico puede diluirse con cualquier diluyente, siempre que el diluyente no afecte a la integridad funcional y/o
estructural de las microvesiculas. Un experto en la técnica puede seleccionar facilmente un diluyente adecuado. Los
diluyentes pueden ser, por ejemplo, solucién amortiguada con fosfato, medio de cultivo celular y similares.
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En un ejemplo, el fluido biolégico se clarifica mediante la aplicaciéon de una fuerza centrifuga para eliminar los restos
celulares. La fuerza centrifuga aplicada al fluido biolégico es suficiente para eliminar cualquier célula, células lisadas,
restos de tejido del fluido biolégico, pero la fuerza centrifuga aplicada es insuficiente en magnitud, duracién, o ambas,
para eliminar las microvesiculas. El fluido biolégico puede requerir dilucion para facilitar la clarificacion.

La duracién y magnitud de la fuerza centrifuga utilizada para clarificar el fluido biolégico puede variar de acuerdo con un
numero de factores facilmente apreciados por un experto en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el fluido biolégico, el pH
del fluido biolégico, la pureza deseada de las microvesiculas aisladas, el tamafio deseado de las microvesiculas aisladas,
el peso molecular deseado de las microvesiculas, y similares. En un ejemplo, se aplica una fuerza centrifuga de 2000 x g
al fluido biolégico durante 30 minutos.

El fluido biolégico clarificado se pone en contacto con un agente de precipitacion para precipitar las microvesiculas. En
un ejemplo, el agente de precipitacion puede ser cualquier agente que rodee las microvesiculas y desplace el agua de
solvatacion. Tales agentes de precipitacion pueden seleccionarse del grupo que consiste en polietilenglicol, dextrano y
polisacaridos.

En un ejemplo alternativo, el agente de precipitacion puede causar la agregacién de las microvesiculas.

En un ejemplo alternativo, el agente de precipitacion se selecciona del grupo que consiste en iones de calcio, iones de
magnesio, iones de sodio, iones de amonio, iones de hierro, disolventes organicos tales como sulfato de amonio y agentes
floculantes, tales como alginato.

El fluido bioldgico clarificado se pone en contacto con el agente de precipitacion durante un periodo de tiempo suficiente
para precipitar las microvesiculas. El periodo de tiempo suficiente para precipitar las microvesiculas puede variar de
acuerdo con una serie de factores facilmente apreciados por un experto en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el fluido
biolégico, el pH del fluido bioldgico, la pureza deseada de las microvesiculas aisladas, el tamafio deseado de las
microvesiculas aisladas, el peso molecular deseado de las macrovesiculas, y similares. En un ejemplo, el periodo de
tiempo suficiente para precipitar las microvesiculas es de 6 horas.

En un ejemplo, el fluido bioldgico clarificado se pone en contacto con el agente de precipitacion durante un periodo de
tiempo suficiente para precipitar las microvesiculas a 4 °C.

La concentracion del agente de precipitacion utilizado para precipitar las microvesiculas a partir de un fluido biolégico
puede variar de acuerdo con una serie de factores facilmente apreciados por un experto en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, el fluido biolégico, el pH del fluido bioldgico, la pureza deseada de las microvesiculas aisladas, el tamafo deseado
de las microvesiculas aisladas, el peso molecular deseado de las microvesiculas, y similares.

En un ejemplo, el agente de precipitacion es polietilenglicol. El peso molecular del polietilenglicol utilizado en los métodos
de la presente divulgacion puede ser de aproximadamente 200 Da a aproximadamente 10.000 Da. En un ejemplo, el peso
molecular del polietilenglicol puede ser superior a 10.000 Da. La eleccion del peso molecular puede estar influenciada por
una variedad de factores incluyendo, por ejemplo, la viscosidad del fluido bioldgico, la pureza deseada de las
microvesiculas, el tamafio deseado de las microvesiculas, el fluido bioldgico utilizado, y similares.

En un ejemplo, el peso molecular del polietilenglicol utilizado puede ser de aproximadamente 200 Da a aproximadamente
8.000 Da, o es aproximadamente cualquiera de 200, 300, 400, 600, 1000, 1500, 4000, 6000 u 8000.

En un ejemplo, el peso molecular del polietilenglicol utilizado es de aproximadamente 6000 Da.

En un ejemplo, el peso molecular promedio del polietilenglicol utilizado es de aproximadamente 8000 Da.

La concentracion de polietilenglicol utilizada puede ser de aproximadamente 0,5% p/v a aproximadamente 100 % p/v. La
concentracion de polietilenglicol utilizada puede estar influenciada por una variedad de factores que incluyen, por ejemplo,
la viscosidad del fluido bioldgico, la pureza deseada de las microvesiculas, el tamafio deseado de las microvesiculas, el
fluido bioldgico utilizado y similares.

En ciertos ejemplos, el polietilenglicol se utiliza en una concentracion entre aproximadamente el 5 % y el 25 % p/v. En
ciertos ejemplos, la concentracién es de aproximadamente 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 % 0 15
%, o un intervalo entre dos de estos valores.

En un ejemplo, la concentracion de polietilenglicol utilizada es de aproximadamente 8,5 % p/v.

En un ejemplo, la concentracion de polietilenglicol utilizada es de aproximadamente 6 % p/v.

En un ejemplo, se utiliza polietilenglicol con un peso molecular promedio de 6000 Da, a una concentracion del 8,5 % p/v.
En un ejemplo, el polietilenglicol se diluye en cloruro de sodio 0,4 M.
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En un ejemplo, la concentracion de polietilenglicol utilizada es inversamente proporcional al peso molecular promedio del
polietilenglicol. Por ejemplo, en un ejemplo, se utiliza polietilenglicol que tiene un peso molecular promedio de 4000 Da, a
una concentracion de 20 % p/v. En un ejemplo alternativo, se utiliza polietilenglicol con un peso molecular promedio de
8000 Da, a una concentracion del 10 % p/v. En un ejemplo alternativo, se utiliza polietilenglicol con un peso molecular
promedio de 20000 Da, a una concentracion del 4 % plv.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan mediante la aplicacion de fuerza centrifuga. La fuerza
centrifuga es suficiente y se aplica durante una duracién suficiente para hacer que las microvesiculas formen un
precipitado, pero insuficiente para dafar las microvesiculas.

La duracién y magnitud de la fuerza centrifuga utilizada para precipitar las microvesiculas de un fluido biolégico puede
variar de acuerdo con un numero de factores facilmente apreciados por un experto en la técnica, incluyendo, por ejemplo,
el fluido biolégico, el pH del fluido biolégico, la pureza deseada de las microvesiculas aisladas, el tamafio deseado de las
microvesiculas aisladas, el peso molecular deseado de las microvesiculas, y similares. En un ejemplo, las microvesiculas
precipitadas se recolectan mediante la aplicacién de una fuerza centrifuga de 10000 x g durante 60 minutos.

Las microvesiculas precipitadas pueden lavarse con cualquier liquido, siempre que el liquido no afecte a la integridad
funcional y/o estructural de las microvesiculas. Un experto en la técnica puede seleccionar facilmente un liquido adecuado.
Los liquidos pueden ser, por ejemplo, solucién solucién amortiguada con fosfato, medio de cultivo celular y similares.

En un ejemplo, el paso de lavado elimina el agente precipitante. En un ejemplo, las microvesiculas se lavan mediante
filtracion centrifuga, usando un dispositivo de filtracién con un corte de peso molecular de 100 kDa.

Las microvesiculas aisladas pueden suspenderse con cualquier liquido, siempre que el liquido no afecte a la integridad
funcional y/o estructural de las microvesiculas. Un experto en la técnica puede seleccionar facilmente un liquido adecuado.
Los liquidos pueden ser, por ejemplo, solucion salina amortiguada con fosfato, medio de cultivo celular y similares.

En un ejemplo, las microvesiculas aisladas pueden procesarse posteriormente. El procesamiento posterior puede ser el
aislamiento de una microvesicula de un tamafio especifico. Alternativamente, el procesamiento adicional puede ser el
aislamiento de microvesiculas de un intervalo de tamafio particular. Alternativamente, el tratamiento posterior puede
consistir en aislar una microvesicula de un peso molecular determinado. Alternativamente, el procesamiento adicional
puede ser el aislamiento de microvesiculas de un intervalo de peso molecular. Alternativamente, el procesamiento
adicional puede ser el aislamiento de una microvesicula que presente o contenga una molécula especifica.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente divulgacion se procesan adicionalmente para aislar una preparacion de
microvesiculas que tienen un tamario de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 1000 nm segun lo determinado por
microscopia electronica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion se procesan
adicionalmente para aislar una preparacion de microvesiculas que tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a
aproximadamente 500 nm segun lo determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las
microvesiculas de la presente divulgacion se procesan adicionalmente para aislar una preparacion de microvesiculas que
tienen un tamafo de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 400 nm segun lo determinado por microscopia
electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion se procesan adicionalmente para
aislar una preparacion de microvesiculas que tienen un tamaino de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 300 nm
segun lo determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion
se procesan adicionalmente para aislar una preparaciéon de microvesiculas que tienen un tamafio de aproximadamente 2
nm a aproximadamente 200 nm segun lo determinado por microscopia electronica. En un ejemplo alternativo, las
microvesiculas de la presente divulgacion se procesan adicionalmente para aislar una preparacion de microvesiculas que
tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 100 nm segun lo determinado por microscopia
electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion se procesan adicionalmente para
aislar una preparacion de microvesiculas que tienen un tamafo de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 50 nm
segun lo determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion
se procesan adicionalmente para aislar una preparacion de microvesiculas que tienen un tamario de aproximadamente 2
nm a aproximadamente 20 nm segun lo determinado por microscopia electronica. En un ejemplo alternativo, las
microvesiculas de la presente divulgacion se procesan adicionalmente para aislar una preparacion de microvesiculas que
tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 10 nm segun lo determinado por microscopia
electronica.

En un ejemplo, la purificacién posterior se realiza usando un método que se selecciona del grupo que consiste en
inmunoafinidad, HPLC, filtracion de flujo tangencial, separacién/particion de fases y microfluidos.

En un ejemplo, las microvesiculas aisladas se procesan adicionalmente para analizar las moléculas expuestas en, o
contenidas dentro de las microvesiculas. Las moléculas analizadas se seleccionan del grupo que consiste en acido
nucleico, carbohidrato, lipido, moléculas pequefas, iones, metabolitos, proteina, y combinaciones de los mismos.

Fluido biolégico que comprende medio de cultivo celular acondicionado con células cultivadas: En un ejemplo, las
microvesiculas se obtienen a partir de medio acondicionado usando células cultivadas. En los métodos de la presente
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invencion puede utilizarse cualquier célula cultivada o poblacion de células. Las células pueden ser células madre, células
primarias, lineas celulares, tejidos o explantes de érganos, o cualquier combinacién de los mismos. Las células pueden
ser de origen alogénico, autélogo o xenogénico.

En un ejemplo, las células son células derivadas de aspirado de médula ésea. En un ejemplo, las células derivadas de
aspirado de médula 6sea son células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea. En un ejemplo, las células
derivadas de aspirado de médula 6sea son células mononucleares. En un ejemplo, las células derivadas del aspirado de
médula ésea son una mezcla de células mononucleares y células madre mesenquimales derivadas de médula dsea.

En un ejemplo, las células madre mesenquimales derivadas de médula ésea se aislan del aspirado de médula 6sea
cultivando el aspirado de médula ésea en frascos de cultivo de tejidos de plastico durante un periodo de tiempo de hasta
aproximadamente 4 dias, seguido de un lavado para eliminar las células no adherentes.

En un ejemplo, las células mononucleares se aislan del aspirado de médula 6ésea mediante centrifugacién de baja
densidad usando un gradiente de ficoll, y recolectando las células mononucleares en la interfase.

En un ejemplo, antes del aislamiento de microvesiculas de acuerdo con los métodos de la presente invencion, las células
se cultivan, crecen o mantienen a una temperatura y mezcla de gases apropiadas ( normalmente, 37 °C, 5 % de CO2
para células de mamifero) en un incubador celular. Las condiciones de cultivo varian ampliamente para cada tipo de
célula, y se determinan facilmente por un experto en la técnica.

En un ejemplo, se varia una o méas condiciones de cultivo. En un ejemplo, esta variacién resulta en un fenotipo diferente.

En un ejemplo, cuando las células requieren suero en su medio de cultivo, para comenzar el procedimiento de aislamiento
de microvesiculas, el medio de cultivo celular se suplementa con suero libre de microvesiculas y luego se afade a las
células que se van a acondicionar. Las microvesiculas se recolectan del medio de cultivo celular acondicionado. El suero
puede desproveerse por cualquier método adecuado, como, por ejemplo, ultracentrifugacion, filtracion, precipitacion y
similares. La eleccién del medio, la concentracion de suero y las condiciones de cultivo estan influidas por una variedad
de factores facilmente apreciables por un experto en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el tipo de célula que se cultiva,
la pureza deseada de las microvesiculas, el fenotipo deseado de la célula cultivada y similares. En un ejemplo, el medio
de cultivo celular que se acondiciona para el procedimiento de aislamiento de microvesiculas es el mismo tipo de medio
de cultivo celular en el que se cultivaron las células, antes del procedimiento de aislamiento de microvesiculas.

En un ejemplo, para comenzar el procedimiento de aislamiento de microvesiculas, se retira el medio de cultivo celular y
se aflade medio libre de suero a las células que se van a acondicionar. Después, las microvesiculas se recogen del medio
libre de suero acondicionado. La eleccion del medio y las condiciones de cultivo estan influidas por una variedad de
factores facilmente apreciables por un experto en la técnica, incluyendo, por ejemplo, el tipo de célula que se cultiva, la
pureza deseada de las microvesiculas, el fenotipo deseado de la célula cultivada y similares. En un ejemplo, el medio
libre de suero se complementa con al menos un factor adicional que promueve o mejora la supervivencia de las células
en el medio libre de suero. Dicho factor puede, por ejemplo, proporcionar apoyo tréfico a las células, inhibir o prevenir la
apoptosis de las células.

Las células se cultivan en el medio de cultivo durante un periodo de tiempo suficiente para permitir que las células secreten
microvesiculas en el medio de cultivo. El periodo de tiempo suficiente para permitir que las células secreten microvesiculas
en el medio de cultivo esta influenciado por una variedad de factores facilmente apreciados por un experto en la técnica,
incluyendo, por ejemplo, el tipo de célula que se cultiva, la pureza deseada de las microvesiculas, el fenotipo deseado de
la célula cultivada y similares.

A continuacion, las microvesiculas se extraen del medio de cultivo mediante los métodos de la presente invencion.

En un ejemplo, antes del procedimiento de aislamiento de microvesiculas, las células se tratan con al menos un agente
seleccionado del grupo que consiste en un compuesto antiinflamatorio, un compuesto antiapoptético, un inhibidor de la
fibrosis, un compuesto capaz de mejorar la angiogénesis, un compuesto inmunosupresor, un compuesto que promueve
la supervivencia de las células, un quimioterapéutico, un compuesto capaz de mejorar la migracién celular, un compuesto
neurogénico y un factor de crecimiento.

En un ejemplo, mientras las células se cultivan en el medio del que se recolectan las microvesiculas, las células se tratan
con al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en un compuesto antiinflamatorio, un compuesto
antiapoptético, un inhibidor de la fibrosis, un compuesto capaz de mejorar la angiogénesis, un compuesto inmunosupresor,
un compuesto que promueve la supervivencia de las células y un factor de crecimiento.

En un ejemplo, el compuesto antiinflamatorio puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la patente
estadounidense num. 6,509,369

En un ejemplo, el compuesto antiapoptoético puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la patente
estadounidense num. 6,793,945
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En un ejemplo, el inhibidor de la fibrosis puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la patente
estadounidense num. 6,331,298

En un ejemplo, el compuesto capaz de potenciar la angiogénesis puede seleccionarse entre los compuestos divulgados
en la solicitud de patente estadounidense 2004/0220393 o en la solicitud de patente estadounidense 2004/0209901.

En un ejemplo, el compuesto inmunosupresor puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la solicitud de
patente estadounidense 2004/0171623.

En un ejemplo, el compuesto que promueve la supervivencia de las células puede seleccionarse entre los compuestos
divulgados en la solicitud de patente estadounidense 2010/0104542.

En un ejemplo, el factor de crecimiento puede ser al menos una molécula seleccionada del grupo que consiste en
miembros de la familia TGF-B, incluyendo TGF-fI, 2 y 3, proteinas morfogénicas 6seas (BMP-2, -3, -4, -5, -6, -7, -11, -12
y -13), factores de crecimiento de fibroblastos -1y -2, factor de crecimiento derivado de plaquetas- A, -AB, y -BB, plasma
rico en plaquetas, factor de crecimiento insulinico (IGF-I, 1) factor de diferenciacién de crecimiento (GDF-5, -6, -8, -10, -
15), factor de crecimiento derivado de células endoteliales vasculares (VEGF), pleiotrofina, endotelina, entre otros. Otros
compuestos farmacéuticos pueden incluir, por ejemplo, nicotinamida, factor 1-alfa inducible por hipoxia, péptido-1 similar
al glucagén (GLP-1), mimeticuerpos GLP-1 y GLP-2, y II, Exendin-4, nodal, noggin, NGF, acido retinoico, hormona
paratiroidea, tenascina-C, tropoelastina, péptidos derivados de la trombina, catelicidinas, defensinas, laminina, péptidos
biolégicos que contienen dominios de unién a células y heparina de proteinas de matriz extracelular adhesiva como
fibronectina y vitronectina, e inhibidores de MAPK, como, por ejemplo, los compuestos divulgados en la solicitud de
patente estadounidense 2004/ 02099, solicitud de patente estadounidense 2004/ 0209901 y solicitud de patente
estadounidense 2004/0132729.

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que comprende un medio de cultivo celular condicionado
usando un cultivo de células madre mesenquimales derivadas de médula ésea que comprende los pasos de:

a) obtener una poblacion de células madre mesenquimales derivadas de médula dsea y sembrar frascos a una dilucion
1:4 de células,

b) cultivar las células en medio hasta que las células sean confluentes en un 80 a 90 %,

c) eliminar y clarificar el medio para eliminar los restos celulares,

d) precipitar las microvesiculas afadiendo un agente precipitante al medio de cultivo clarificado,

e) recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante, y

f) suspender las microvesiculas lavadas en una solucion para su almacenamiento o uso posterior.

~_— — — —

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que comprende un medio de cultivo celular condicionado
usando un cultivo de células mononucleares derivadas de médula 6sea que comprende los pasos de:

a) obtener una poblacién de células mononucleares derivadas de médula ésea y sembrar frascos a una dilucién 1:4 de
células,

b) cultivar las células en medio hasta que las células sean confluentes en un 80 a 90 %,

c) eliminar y clarificar el medio para eliminar los restos celulares,

d) precipitar las microvesiculas afadiendo un agente precipitante al medio de cultivo clarificado,

€) recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante, y

f) suspender las microvesiculas lavadas en una solucion para su almacenamiento o uso posterior.

En un ejemplo, las células madre mesenquimales derivadas de médula ésea se cultivan en medio que comprende a-MEM
suplementado con 20 % de suero bovino fetal y 1 % de penicilina/estreptomicina/glutamina a 37 °C en aire humidificado
al 95 % y 5 % de CO2.

En un ejemplo, las células mononucleares derivadas de médula 6sea se cultivan en medio que comprende a-MEM
suplementado con 20 % de suero bovino fetal y 1 % de penicilina/estreptomicina/glutamina a 37 °C en aire humidificado
al95 % y 5 % de CO2.

En un ejemplo, el medio se clarifica por centrifugacion.

En un ejemplo, el agente precipitante es polietilenglicol que tiene un peso molecular promedio de 6000. En un ejemplo, el
polietilenglicol se utiliza a una concentracion de aproximadamente 8,5 % p/v. En un ejemplo, el polietilenglicol se diluye
en una solucion de cloruro de sodio que tiene una concentracion final de 0,4 M.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion.

En un ejemplo, las microvesiculas aisladas se lavan mediante filtracion centrifuga, usando una membrana con un corte
de peso molecular de 100 kDa, usando solucién solucién amortiguada con fosfato.
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Fluido biolégico que comprende plasma: En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen a partir de plasma. El plasma
puede obtenerse de un individuo sano o, alternativamente, de un individuo con un fenotipo de enfermedad particular.

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que comprende plasma que comprende los pasos de:

obtener plasma y diluir el plasma con medio de cultivo celular,
precipitar las microvesiculas afiadiendo un agente precipitante al plasma diluido,
recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante, y

a
b
c
d) suspender las microvesiculas lavadas en una solucién para su almacenamiento o uso posterior.

)
)
)
)

En un ejemplo, el plasma se diluye 1:10 con medio de cultivo.

En un ejemplo, el medio de cultivo es a-MEM. En un ejemplo, el agente precipitante es polietilenglicol que tiene un peso
molecular promedio de 6000. En un ejemplo, el polietilenglicol se utiliza a una concentracion de aproximadamente 8,5 %
p/v. En un ejemplo, el polietilenglicol se diluye en una solucién de cloruro de sodio que tiene una concentracion final de
0,4 M.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion.

En un ejemplo, las microvesiculas aisladas se lavan mediante filtracion centrifuga, utilizando una membrana con un corte
de peso molecular de 100 kDa, utilizando solucion solucién amortiguada con fosfato.

Fluido biolégico que comprende aspirado de médula ésea: En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen a partir de
aspirado de médula ésea. En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen a partir de la fraccién celular del aspirado de
médula ésea. En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen a partir de la fraccién acelular del aspirado de médula 6sea.
En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen a partir de células cultivadas del aspirado de médula ésea. En un ejemplo,
las células cultivadas a partir del aspirado de médula ésea se usan para acondicionar el medio de cultivo celular, a partir
del cual se aislan las microvesiculas.

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que comprende aspirado de médula 6sea que
comprende los pasos de:

a) obtener un aspirado de médula 6sea y separar el aspirado de médula 6sea en una porcién acelular y una porcién
celular,

b) diluir la porcién acelular,

c) clarificar la porcion acelular diluida para eliminar los restos celulares,

d) precipitar las microvesiculas en la porcién acelular afiadiendo un agente precipitante a la porcion acelular diluida,

e) recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante, y

f) suspender las microvesiculas lavadas en una soluciéon para su almacenamiento o uso posterior.

En un ejemplo, la porcién acelular se diluye 1:10 con medio de cultivo.

En un ejemplo, el medio de cultivo es a-MEM.

En un ejemplo, la porcién acelular diluida se clarifica por centrifugacion.

En un ejemplo, el agente precipitante es polietilenglicol que tiene un peso molecular promedio de 6000. En un ejemplo, el
polietilenglicol se utiliza a una concentracion de aproximadamente 8,5 % p/v. En un ejemplo, el polietilenglicol se diluye
en una solucion de cloruro de sodio que tiene una concentracion final de 0,4 M.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion.

En un ejemplo, las microvesiculas aisladas se lavan mediante filtracion centrifuga, usando una membrana con un corte
de peso molecular de 100 kDa, usando solucién salina amortiguada con fosfato.

En un ejemplo, la porcién celular se procesa adicionalmente para aislar y recolectar células. En un ejemplo, la porcion
celular se procesa adicionalmente para aislar y recoger células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea. En
un ejemplo, la porcion celular se procesa adicionalmente para aislar y recoger células mononucleares derivadas de la
médula 6sea. En un ejemplo, la porcion celular se utiliza para acondicionar el medio, del que pueden derivarse
posteriormente microvesiculas.

En un ejemplo, las microvesiculas se aislan de la porcion celular. La porcién celular puede incubarse durante un periodo

de tiempo antes del aislamiento de las microvesiculas. Alternativamente, las microvesiculas se pueden aislar de la porcion
celular inmediatamente después de que se recolecte la porcion celular.
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[En un ejemplo, la porcion celular también se trata con al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en un
compuesto antiinflamatorio, un compuesto antiapoptético, un inhibidor de la fibrosis, un compuesto capaz de mejorar la
angiogénesis, un compuesto inmunosupresor, un compuesto que promueve la supervivencia de las células, un
quimioterapéutico, un compuesto capaz de mejorar la migracién celular, un compuesto neurogénico y un factor de
crecimiento.

En un ejemplo, el compuesto antiinflamatorio puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la patente
estadounidense num. 6,509,369

En un ejemplo, el compuesto antiapoptoético puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la patente
estadounidense num. 6,793,945

En un ejemplo, el inhibidor de la fibrosis puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la patente
estadounidense num. 6,331,298

En un ejemplo, el compuesto capaz de potenciar la angiogénesis puede seleccionarse entre los compuestos divulgados
en la solicitud de patente estadounidense 2004/0220393 o en la solicitud de patente estadounidense 2004/0209901.

En un ejemplo, el compuesto inmunosupresor puede seleccionarse entre los compuestos divulgados en la solicitud de
patente estadounidense 2004/0171623.

En un ejemplo, el compuesto que promueve la supervivencia de las células puede seleccionarse entre los compuestos
divulgados en la solicitud de patente estadounidense 2010/0104542.

En un ejemplo, el factor de crecimiento puede ser al menos una molécula seleccionada del grupo que consiste en
miembros de la familia TGF-B, incluyendo TGF-fI, 2 y 3, proteinas morfogénicas éseas (BMP-2, -3, -4, -5, -6, -7, -11, -12
y -13), factores de crecimiento de fibroblastos -1y -2, factor de crecimiento derivado de plaquetas- A, -AB, y -BB, plasma
rico en plaquetas, factor de crecimiento insulinico (IGF-I, 1) factor de diferenciacién de crecimiento (GDF-5, -6, -8, -10, -
15), factor de crecimiento derivado de células endoteliales vasculares (VEGF), pleiotrofina, endotelina, entre otros. Otros
compuestos farmacéuticos pueden incluir, por ejemplo, nicotinamida, factor 1-alfa inducible por hipoxia, péptido-1 similar
al glucagén (GLP-1), mimeticuerpos GLP-1 y GLP-2, y II, Exendin-4, nodal, noggin, NGF, acido retinoico, hormona
paratiroidea, tenascina-C, tropoelastina, péptidos derivados de la trombina, catelicidinas, defensinas, laminina, péptidos
biolégicos que contienen dominios de unién a células y heparina de proteinas de matriz extracelular adhesiva como
fibronectina y vitronectina, e inhibidores de MAPK, como, por ejemplo, los compuestos divulgados en la solicitud de
patente estadounidense 2004/ 02099, solicitud de patente estadounidense 2004/ 0209901 y solicitud de patente
estadounidense 2004/0132729.

En un ejemplo, la porcién celular se cultiva en condiciones hipodxicas.
En un ejemplo, la porcién celular se somete a choque térmico.

Fluido biolégico que comprende orina: En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen a partir de orina. La orina puede
obtenerse de un individuo sano o, alternativamente, de un individuo con un fenotipo de enfermedad particular. En un
ejemplo, las microvesiculas se aislan de un fluido biolégico que comprende orina que comprende los pasos de:

a) obtener una muestra de orina,

b) clarificar la orina para eliminar restos celulares,

c) precipitar las microvesiculas afiadiendo un agente precipitante a la orina clarificada,

d) recoger las microvesiculas precipitadas y lavar el material para eliminar el agente precipitante, y
e) suspender las microvesiculas lavadas en una solucién para su almacenamiento o uso posterior.

En un ejemplo, la orina se clarifica por centrifugacion.

En un ejemplo, el agente precipitante es polietilenglicol que tiene un peso molecular promedio de 6000. En un ejemplo, el
polietilenglicol se utiliza a una concentracion de aproximadamente 8,5 % p/v. En un ejemplo, el polietilenglicol se diluye
en una solucion de cloruro de sodio que tiene una concentracion final de 0,4 M.

En un ejemplo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion.

En un ejemplo, las microvesiculas aisladas se lavan mediante filtracidon centrifuga, utilizando una membrana con un corte
de peso molecular de 100 kDa, utilizando solucién solucién amortiguada con fosfato.

En un ejemplo alternativo de la presente invencién, los fluidos biolégicos se clarifican por filtracion. En un ejemplo
alternativo, las microvesiculas precipitadas se recolectan por filtracién. En un ejemplo alternativo, los fluidos bioldgicos se
clarifican y las microvesiculas precipitadas se recogen por filtracion.

En ciertos ejemplos, la filtracion del fluido biolégico y/o de las microvesiculas precipitadas requiere la aplicacion de una
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fuerza externa. La fuerza externa puede ser la gravedad, ya sea gravedad normal o fuerza centrifuga. Alternativamente,
la fuerza externa puede ser succion.

En un ejemplo, el presente ejemplo proporciona un aparato para facilitar la clarificacién del fluido bioldgico por filtracion.
En un ejemplo, la presente divulgaciéon proporciona un aparato para facilitar la recoleccién de las microvesiculas
precipitadas por filtracion. En un ejemplo, la presente divulgacion proporciona un aparato que facilita la clarificacion del
fluido bioldgico y la recogida de las microvesiculas precipitadas por filtracién. En un ejemplo, el aparato también lava las
microvesiculas.

En un ejemplo, el aparato es el aparato mostrado en la Figura 4. En este ejemplo, el fluido bioldgico se afiade a la camara
interior. La camara interior tiene un primer filtro con un tamafo de poro que permite el paso de las microvesiculas, mientras
que retiene cualquier particula con un tamafio mayor que una microvesicula en la camara interior. En un ejemplo, el
tamafio de poro del filtro de la cadmara interior es de 1 pin. En este ejemplo, cuando el fluido biolégico pasa de la camara
interior a través del filtro, las particulas mayores de 1 pin son retenidas en la camara interior, y todas las demas particulas
se acumulan en la region entre el fondo de la camara interior y un segundo filtro.

El segundo filtro tiene un tamafio de poro que no permite el paso de microvesiculas. En un ejemplo, el tamafio de poro
del segundo filtro de la camara interior es de 0,01 uin. En este ejemplo, cuando el fluido biolégico pasa a través del
segundo filtro, las microvesiculas son retenidas en la region entre el fondo de la camara interior y el segundo filtro, y todas
las particulas restantes y el fluido se acumulan en el fondo del aparato.

Una persona con conocimientos ordinarios en la técnica puede apreciar facilmente que el aparato puede tener mas de
dos filtros, de diferentes tamarfios de poro para seleccionar microvesiculas de tamafios deseados, por ejemplo.

En un ejemplo, se afiade un agente precipitante al fluido biolégico en la camara interior. En un ejemplo, se aflade un
agente precipitante al filirado después de que haya pasado a través del primer filtro.

Las membranas de filtro utilizadas por el aparato de la presente divulgacion pueden estar hechas de cualquier material
adecuado, siempre que la membrana de filtro no reaccione con el fluido biolégico, o se una con componentes dentro del
fluido bioldgico. Por ejemplo, las membranas filtrantes pueden estar hechas de un material de bajo enlace, como, por
ejemplo, polietersulfona, nylon6, politetrafluoroetileno, polipropileno, microfibra de vidrio modificada zeta, nitrato de
celulosa, acetato de celulosa, fluoruro de polivinilideno, celulosa regenerada.

Las microvesiculas de la presente invencion

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente divulgacion tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a
aproximadamente 5000 nm segun lo determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las
microvesiculas de la presente divulgacion tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 1000 nm
segun lo determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion
tienen un tamafno de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 500 nm determinado por microscopia electrénica. En
un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a
aproximadamente 400 nm determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la
presente divulgaciéon tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 300 nm determinado por
microscopia electronica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacién tienen un tamafio de
aproximadamente 2 nm a aproximadamente 200 nm determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo,
las microvesiculas de la presente divulgacién tienen un tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 100 nm
determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion tienen
un tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 50 nm determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo
alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion tienen un tamafo de aproximadamente 2 nm a aproximadamente
20 nm determinado por microscopia electrénica. En un ejemplo alternativo, las microvesiculas de la presente divulgacion
tienen un tamafo de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 10 nm determinado por microscopia electrénica.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente divulgacion tienen un peso molecular de al menos 100 kDa.

Las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente divulgacion pueden usarse para terapias.
Alternativamente, las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente divulgacion pueden usarse para
pruebas de diagnoéstico. Alternativamente, las microvesiculas de la presente divulgacion pueden utilizarse para alterar o
manipular células o tejidos. En el caso de que las microvesiculas de la presente divulgacion se utilicen para alterar o
manipular células o tejidos, las microvesiculas pueden cargarse, etiquetarse con ARN, ADN, lipidos, carbohidratos,
proteinas, farmacos, pequefias moléculas, metabolitos o combinaciones de los mismos, que alteraran o manipularan una
célula o tejido. Alternativamente, las microvesiculas pueden aislarse de células o tejidos que expresen y/o contengan el
ARN, ADN, lipidos, carbohidratos, proteinas, farmacos, pequefias moléculas, metabolitos o combinaciones de los mismos.

Uso de las microvesiculas de la presente divulgacion en pruebas de diagnédstico

Las microvesiculas de la presente divulgacion pueden utilizarse en una prueba de diagnéstico que detecta biomarcadores
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que identifican fenotipos particulares como, por ejemplo, una afecciéon o enfermedad, o la etapa o progresion de una
enfermedad. Los biomarcadores o marcadores de microvesiculas especificas de células de origen pueden utilizarse para
determinar regimenes de tratamiento para enfermedades, afecciones, estadios de enfermedad y estadios de una afeccion,
y también pueden utilizarse para determinar la eficacia del tratamiento. Los marcadores de microvesiculas especificas de
la célula de origen también pueden utilizarse para identificar afecciones de enfermedades de origen desconocido.

Tal como se utiliza en la presente, el término "biomarcador" se refiere a un indicador de un estado biolégico. Es una
caracteristica que se mide y evalla objetivamente como indicador de procesos biolégicos normales, procesos patogénicos
0 respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica. Pueden evaluarse uno o mas biomarcadores de la
microvesicula para caracterizar un fenotipo. El biomarcador puede ser un metabolito, un acido nucleico, péptido, proteina,
lipido, antigeno, carbohidrato o proteoglicano, como ADN o ARN. El ARN puede ser ARNm, ARNmi, ARNsno, ARNsn,
ARNr, ARNt, ARNsi, ARNhn o ARNsh.

Se puede caracterizar un fenotipo en un sujeto obteniendo una muestra bioldgica del sujeto y analizando una o mas
microvesiculas de la muestra. Por ejemplo, la caracterizacion de un fenotipo de un sujeto o individuo puede incluir la
deteccidn de una enfermedad o afeccién (incluida la deteccidn presintomatica en estadio temprano), la determinacion del
prondstico, diagnéstico o teranosis de una enfermedad o afeccidn, o la determinacién del estadio o progresiéon de una
enfermedad o afeccidon. La caracterizacion de un fenotipo también puede incluir la identificacion de tratamientos
apropiados o la eficacia de tratamientos para enfermedades, afecciones, estadios de enfermedad y etapas de afeccion
especificas, predicciones y analisis de probabilidad de la progresion de la enfermedad, en particular la recurrencia de la
enfermedad, la propagacion metastasica o la recaida de la enfermedad. Un fenotipo también puede ser un tipo o subtipo
clinicamente distinto de una afeccién o enfermedad, como un céncer o tumor. La determinacion del fenotipo también
puede ser una determinacién de una condicion fisioldgica, o una evaluacién del sufrimiento de un 6rgano o del rechazo
de un 6rgano, como después de una transplantaciéon. Los productos y procesos descritos en la presente permiten la
evaluacion de un sujeto de forma individual, lo que puede proporcionar beneficios de decisiones mas eficientes y
econdmicas en el tratamiento.

El fenotipo puede ser cualquiera de los fenotipos mencionados en la patente estadounidense 7.897.356. El fenotipo puede
ser un tumor, una enfermedad o una infeccién. Un cancer detectado o evaluado mediante los productos o procesos aqui
descritos incluye, entre otros, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer de colon, pdlipo hiperplasico,
adenoma, cancer colorrectal, displasia de alto grado, displasia de bajo grado, hiperplasia proestatica, cancer de préstata,
melanoma, cancer de pancreas, cancer cerebral (como un glioblastoma), neoplasia hematolégica, carcinoma
hepatocelular, cancer de cuello de utero, cancer de endometrio, cancer de cabeza y cuello, cancer de eso6fago, tumor del
estroma gastrointestinal (GIST), carcinoma de células renales (CCR) o cancer gastrico. El cancer colorrectal puede ser
un CCR de Dukes B o Dukes C-D. La neoplasia hematolégica puede ser leucemia linfocitica crénica de células B, linfoma
de células B-DLBCL, linfoma de células B-DLBCL de tipo centro germinal, linfoma de células B-DLBCL de tipo células B
activadas y linfoma de Burkitt. El fenotipo también puede ser una afeccion premaligna, como el es6fago de Barrett.

El fenotipo también puede ser una enfermedad inflamatoria, inmunitaria o autoinmunitaria. Por ejemplo, la enfermedad
puede ser una enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), enfermedad de Crohn (EC), colitis ulcerosa (CU), inflamacion
pélvica, vasculitis, psoriasis, diabetes, hepatitis autoinmune, esclerosis multiple, miastenia grave, diabetes de tipo |, artritis
reumatoide, psoriasis, lupus eritematoso sistémico (LES), tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Grave, espondilitis
anquilosante, enfermedad de Sjogrens, sindrome de CREST, esclerodermia, enfermedad reumatica, rechazo de 6rganos,
enfermedad de injerto contra huésped, colangitis esclerosante primaria o sepsis.

El fenotipo también puede ser una enfermedad cardiovascular, como aterosclerosis, insuficiencia cardiaca congestiva,
placa vulnerable, apoplejia o isquemia. La enfermedad o afeccién cardiovascular puede ser hipertension, estenosis,
oclusién vascular o un evento trombatico.

El fenotipo también puede ser una enfermedad neurolégica, como la esclerosis multiple (EM), enfermedad de Parkinson
(EP), enfermedad de Alzheimer (EA), esquizofrenia, trastorno bipolar, depresion, autismo, enfermedad de Prion,
enfermedad de Pick, demencia, enfermedad de Huntington (EH), sindrome de Down, enfermedades cerebrovasculares,
encefalitis de Rasmussen, meningitis virica, lupus eritematoso sistémico neurosiquiatrico (LESNPS), esclerosis lateral
amiotréfica, enfermedad de Creutzfeldt-Jacob, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, encefalopatia
espongiforme transmisible, dafio por reperfusién isquémica (por ejemplo, accidente cerebrovascular), traumatismo
cerebral, infeccién microbiana o sindrome de fatiga cronica. El fenotipo también puede ser una afeccion como la
fibromialgia, el dolor neuropatico crénico o el dolor neuropatico periférico.

El fenotipo también puede ser una enfermedad infecciosa, como una infeccidén bacteriana, virica o por hongos. Por
ejemplo, la enfermedad o afeccién puede ser la enfermedad de Whipple, la enfermedad de Prion, cirrosis, staphylococcus
aureus resistente a la meticilina, VIH, hepatitis, sifilis, meningitis, malaria, tuberculosis o influenza. Las proteinas virales,
como las particulas similares al VIH o al VHC, pueden evaluarse en un exosoma, para caracterizar una afeccién viral.

El fenotipo también puede ser una afeccién perinatal o relacionada con el embarazo (por ejemplo, preeclampsia o parto

prematuro), una enfermedad o afecciéon metabdlica, como una enfermedad o afeccién metabdlica asociada con el
metabolismo del hierro. La enfermedad o afeccion metabdlica también puede ser diabetes, inflamacién o una afeccion
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perinatal.

El fenotipo puede detectarse mediante cualquier método de ensayo adecuado, como, por ejemplo, western blots, ELISA,
PCR y similares. Los métodos de ensayo pueden combinarse para realizar analisis multiplexados de mas de un fenotipo.
Ejemplos de métodos de ensayo que pueden aplicarse a las microvesiculas de la presente invencion se divulgan en las
solicitudes PCT WO2009092386A3 y WO2012108842A1.

En el caso en que el biomarcador sea ARN, el ARN puede aislarse de las microvesiculas de la presente invencion
mediante los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,021,847.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico para las enfermedades
divulgadas en la patente estadounidense 7,897,356.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico para el cancer de
acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,211,653.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagndstico para el cancer de
acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,216,784.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico para el cancer de
préstata de acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,278,059.

En un ejemplo, las microvesiculas de la invencién presente se usan en una prueba de diagndstico para el prondstico para
la supervivencia del cancer de acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,343,725.

En un ejemplo, las microvesiculas de la invencién presente se usan en una prueba de diagndstico para el prondstico para
la supervivencia del cancer de acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,349,568.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencidon se usan en una prueba de diagnéstico para la leucemia
linfbmica aguda de acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,349,560.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencidon se usan en una prueba de diagnostico para la leucemia
linfémica aguda de acuerdo con los métodos divulgados en la patente estadounidense 8,349,561.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnédstico para el virus de la
hepatitis C. En un ejemplo, el ARN viral de la hepatitis C se extrae de las microvesiculas de la presente invencién de
acuerdo con los métodos descritos en la patente estadounidense 7,807,438 para probar la presencia del virus de la
hepatitis C en un paciente.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagndstico para determinar la
respuesta de un paciente a la terapia contra el cancer de acuerdo con los métodos divulgados en la patente
estadounidense 8,349,574.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se usan en una prueba de diagndstico para diagnosticar
tumores malignos de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud de patente estadounidense US20120058492A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se usan en una prueba de diagndstico para diagnosticar
cancer o resultados adversos del embarazo de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud de patente
estadounidense US20120238467A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico de eventos
cardiovasculares de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud de patente estadounidense US20120309041A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico de eventos
cardiovasculares de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud de patente estadounidense US20120309041A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico de eventos
cardiovasculares de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud PCT W0O2012110099A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico de eventos
cardiovasculares de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud PCT WO2012126531A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagnéstico de eventos
cardiovasculares de acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud PCT WO2013110253A3.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencidén se usan en una prueba de diagndstico para melanoma de
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acuerdo con los métodos divulgados en la solicitud PCT W0O2012135844A2.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan en una prueba de diagndstico para melanoma
metastéasico analizando microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion para la presencia
del biomarcador BRAF. La presencia de BRAF puede determinarse mediante western blot o, alternativamente, mediante
PCR. En un ejemplo, la prueba de melanoma metastasico es capaz de detectar BRAF de tipo silvestre y maligno. En un
ejemplo, la prueba de melanoma metastasico es capaz de detectar variantes de corte y empalme del BRAF maligno.

En un ejemplo, las microvesiculas que se usan en la prueba de diagnéstico de melanoma metastasico se aislan usando
un método que comprende los pasos descritos en la Figura 3.

En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen de un paciente que desea ser diagnosticado de la presencia de melanoma
metastéasico. En un ejemplo, las microvesiculas se obtienen del plasma del paciente.

En un ejemplo, la presencia de melanoma metastasico se determina mediante PCR, usando uno de los dos conjuntos de
cebadores siguientes:

Secuencia 1:

Directo: AGACCTCACAGTAAAAATAGGTGA
Inverso: CTGATGGGACCCACTCCATC
Longitud del amplicon: 70

Secuencia 2:

Directo: GAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTG
Inverso: CTGATGGGACCCACTCCATC
Longitud del amplicon: 82

En otro ejemplo, la presencia de melanoma metastasico se determina mediante western blot, usando el anticuerpo de
ratén anti-BRAF V600E (NewEast Biosciences, Malvern, PA).

Uso de las microvesiculas de la presente invencion en terapias
Las microvesiculas de la presente invencién pueden usarse como terapia para tratar una enfermedad.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se usan como vacunas de acuerdo con los métodos descritos
en la solicitud de patente estadounidense US20030198642A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para modular o suprimir la respuesta inmunitaria de
un paciente de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud de patente estadounidense US20060116321A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para modular o suprimir la respuesta inmunitaria de
un paciente de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud de patente PCT WO06007529A3.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para modular o suprimir la respuesta inmunitaria de
un paciente de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud de patente PCT WO2007103572A3.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para modular o suprimir la respuesta inmunitaria de
un paciente de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud de patente estadounidense 8,288,172.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invenciéon se usan como terapia para el cancer de acuerdo con los
métodos descritos en la solicitud de patente PCT W0O2011000551A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se usan como terapia para el cancer o una enfermedad
inflamatoria de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud de patente estadounidense US20120315324A1.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencidon se usan como terapia para lesiones vasculares de acuerdo
con los métodos descritos en la patente estadounidense 8,343,485.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para administrar moléculas a las células. El suministro
de moléculas puede ser Util para tratar o prevenir una enfermedad. En un ejemplo, la administracién se realiza de acuerdo
con los métodos descritos en la solicitud PCT WO04014954A1. En un ejemplo alternativo, la administracion se realiza de
acuerdo con los métodos descritos en la solicitud PCT WO2007126386A1. En un ejemplo alternativo, la administracién
se realiza de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud PCT W02009115561A1. En un ejemplo alternativo, la
administracion se realiza de acuerdo con los métodos descritos en la solicitud PCT W02010119256A1.
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En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para promover o mejorar la cicatrizacion de heridas.
En un ejemplo, la herida es una quemadura de espesor total. En un ejemplo, la herida es una quemadura de segundo
grado.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se usan para promover o mejorar la angiogénesis en un
paciente.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencidon se usan para promover o mejorar la regeneracion neuronal
en un paciente.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se usan para reducir la formacion de cicatrices en un paciente.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencion se usan para reducir la formacion de arrugas en la piel de un
paciente.

En un ejemplo, las microvesiculas de la presente invencién se utilizan para organizar la regeneracion de tejidos complejos
en un paciente.

En un ejemplo, la presente invencion proporciona una preparacion aislada de microvesiculas que puede promover la
regeneracion funcional y la organizacion de estructuras tisulares complejas. En un ejemplo, la presente invencion
proporciona una preparacién aislada de microvesiculas que puede regenerar tejido hematopoyético en un paciente con
anemia aplasica. La presente invencidn proporciona una preparacion aislada de microvesiculas que puede regenerar al
menos un tejido en un paciente con piel enferma, dafiada o ausente seleccionada del grupo que consiste en: En un
ejemplo, la presente invencidn proporciona una preparacion aislada de microvesiculas que puede regenerar tejido y/o
células de las tres capas germinales.

En un ejemplo, la presente invencion proporciona una preparacion aislada de microvesiculas que se utiliza para modular
el sistema inmunitario de un paciente.

En un ejemplo, la presente invencién proporciona una preparacion aislada de microvesiculas que mejora la supervivencia
de tejido o células que se trasplantan a un paciente. En un ejemplo, el paciente se trata con la preparacion aislada de
microvesiculas antes de recibir el tejido o las células trasplantadas. En un ejemplo alternativo, el paciente es tratado con
la preparacion aislada de microvesiculas después de recibir el tejido o las células trasplantadas. En un ejemplo alternativo,
el tejido o las células se tratan con la preparacién aislada de microvesiculas. En un ejemplo, el tejido o las células se
tratan con la preparacion aislada de microvesiculas antes del trasplante.

En un ejemplo, la presente invencion proporciona una preparacion aislada de microvesiculas que contiene al menos una
molécula seleccionada del grupo que consiste en ARN, ADN, lipido, carbohidrato, metabolito, proteina y combinacién de
los mismos de una célula hospedera. En un ejemplo, la célula hospedera esta disefiada para expresar al menos una
molécula seleccionada del grupo que consiste en ARN, ADN, lipido, carbohidrato, metabolito, proteina y combinacion de
los mismos. En un ejemplo, la preparacién aislada de microvesiculas que contienen al menos una molécula seleccionada
del grupo que consiste en ARN, ADN, lipido, carbohidrato, metabolito, proteina, y combinacién de los mismos de una
célula hospedera se usa como agente terapéutico.

La presente invencion se ilustra, ademas, pero no se limita a, los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Aislamiento de microvesiculas del medio de cultivo celular por ultracentrifugacion

Este ejemplo ilustra el método habitual por el que se aislan microvesiculas del medio de cultivo celular, o de cualquier
fluido biolégico. En la Figura 1 se muestra un esquema del método para aislar microvesiculas del medio de cultivo celular.
En resumen, las células se cultivan en medio suplementado con suero libre de microvesiculas (el suero se puede
desproveer de microvesiculas por ultracentrifugacion, filtracién, precipitacion, etc.). Tras cultivar las células durante cierto
tiempo, se retira el medio, se transfiere a tubos conicos y se centrifuga a 400 x g durante 10 minutos a 4 °C para sedimentar
las células. Después, el sobrenadante se transfiere a nuevos tubos cénicos y se centrifuga a 2000 x g durante 30 minutos
a 4 °C para eliminar mas células y restos celulares. Esto puede ir seguido de otro paso de centrifugacion (por ejemplo,
10000 x g durante 30 minutos para eliminar ain mas los restos celulares y/o eliminar las microvesiculas mas grandes). El
sobrenadante resultante se transfiere a tubos de ultracentrifuga, se pesa para asegurar un peso igual y se ultracentrifuga
a 70000+ x g durante 70 minutos a 4 °C para sedimentar las microvesiculas.

El sobrenadante se desecha y el sedimento se resuspende en PBS helado. La solucién se ultracentrifuga a 70000+ x g

durante 70 minutos a 4 °C para sedimentar las microvesiculas. El sedimento enriquecido en microvesiculas se resuspende
en un pequeio volumen (aproximadamente 50-100 pin de un amortiguador apropiado (por ejemplo, PBS).
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Ejemplo 2: Aislamiento de microvesiculas a partir de medio de cultivo celular mediante los métodos de la presente
invencion

Este ejemplo ilustra como se aislan las microvesiculas del medio de cultivo celular por los métodos de la presente
invencion. En las Figuras 2 y 3 se muestra un esquema del método para aislar microvesiculas del medio que tiene células
cultivadas. En resumen, las células se cultivan en medio suplementado con suero libre de microvesiculas (el suero se
puede eliminar de microvesiculas por ultracentrifugacion, filtracion, precipitacion, etc.). Tras cultivar las células durante
cierto tiempo, se retira el medio, se transfiere a tubos coénicos y se centrifuga a 400 x g durante 10 minutos a 4 °C para
sedimentar las células. Después, el sobrenadante se transfiere a nuevos tubos cénicos y se centrifuga a 2000 x g durante
30 minutos a 4 °C para eliminar mas células y restos celulares. Esto puede ir seguido de otro paso de centrifugacién (por
ejemplo, 10000 x g durante 30 minutos para eliminar ain mas los restos celulares y eliminar las particulas mas grandes).

A continuacion, las microvesiculas se precipitan a 4 °C utilizando 8,5 % p/v de PEG 6000 y 0,4 M de NaCl. Esta mezcla
se centrifuga a 10000 x g a 4 °C durante 30 minutos. Se elimina el sobrenadante y el sedimento se resuspende en un
amortiguador adecuado (por ejemplo, PBS). Puede utilizarse para reacciones de flujo descendente inmediatas o
purificarse mas. Otros procedimientos de purificacion pueden incluir el uso de filtros centrifugos (p. €j., MWCO de 100
kDa), inmunoafinidad, HPLC, filtracion de flujo tangencial, separacion/particion de fases, microfluidos, etc.

Ejemplo 3: Aislamiento de microvesiculas a partir de medio de cultivo acondicionado con células madre derivadas
de médula 6sea mediante los métodos de la presente invencién

Se solicitd médula ésea humana de donante normal a AllCells LLC (Emeryville, CA, http://www.all-cells.com). Las MSC
se aislaron mediante un método estandar de adherencia plastica. Las células mononucleares de médula 6sea se aislaron
mediante centrifugacion de baja densidad utilizando Ficoll-Paque Premium (densidad: 1,077 g/ml) de acuerdo con el
protocolo del fabricante (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA). Las células mononucleares se recogieron en la
interfase, se lavaron tres veces en solucion solucién amortiguada con fosfato (PBS) suplementada con FBS al 2 % (Atlanta
Biologies, Atlanta, GA), y se resuspendieron en medio MSC consistente en medio esencial alfa minimo (a-MEM)
(Mediatech Inc., Manassas, VA) y FBS al 20 %, Penicilina/Estreptomicina al 1 % (Lonza, Allendale, NJ) y glutamina al 1
% (Lonza).

Los cultivos iniciales de CMM o células mononucleares se sembraron entre 2-3 x 105 células/cm en placas tratadas con
cultivo tisular (BD Biosciences, San Jose, CA) y se colocaron en una incubadora celular a 37 °C en aire humidificado al
95 % y CO2 al 5 %. Transcurridas 48-72 horas, se retiraron las células no adherentes, se enjuagaron los frascos de cultivo
una vez con PBS y se afadid medio fresco al frasco. Las células se cultivaron hasta alcanzar el 80 % de confluencia y,
después, se pasaron por tripsina-EDTA (Life technologies, Carlsbad, CA). Las células se dividieron en una proporcioén de
1:4 en multiflasks de 5 capas (BD Biosciences). Alternativamente, las MSC criopreservadas se descongelaron a 37 °C y
se cultivaron inmediatamente en a-MEM suplementado con un 20 % de suero bovino fetal libre de microvesiculas y un 1
% de penicilina/estreptomicina/glutamina a 37 °C en aire humidificado al 95 % y un 5 % de CO2. Se expandieron de forma
similar a la anterior.

Las células se cultivaron en los multifrascos hasta alcanzar una confluencia del 80-90 %. Los matraces se enjuagaron dos
veces con PBS y a-MEM suplementado con 1 %.

Se afadio penicilina/estreptomicina/glutamina. Después de 24 horas, el medio condicionado se transfirié a tubos de
centrifuga conicos de 50mL (Thermo Fisher Scientific Inc, Weston, FL) e inmediatamente se centrifugé a 400 x g durante
10 minutos a 4 °C para sedimentar cualquier célula no adherente. El sobrenadante se transfiri6 a nuevos tubos de
centrifuga conicos de 50 ml y se centrifugé a 2000 x g durante 30 minutos a 4 °C para eliminar mas células y restos
celulares.

Se recogieron los sobrenadantes y se colocaron en recipientes estériles desechables de polipropileno de 250 ml (Corning,
Corning, NY). Al sobrenadante se le afiadié polietilenglicol libre de masa y proteasa de peso molecular promedio 6000
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) al 8,5 % p/v y cloruro de sodio (concentracion final 0,4 M). La solucion se colocd en una
camara frigorifica a 4 °C durante toda la noche con rotacién. La solucion se transfirio a tubos de centrifuga cénicos de 50
mL y se centrifugd a 10000x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se decantd y el sedimento enriquecido en
microvesiculas se resuspendié en solucion solucidon amortiguada con fosfato (PBS). La solucion enriquecida en
microvesiculas se transfirid a unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de peso molecular nominal 100 kDa)
(Millipore, Billerica, MA) y se centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades de filtrado se lavaron con solucion
soluciéon amortiguada con fosfato y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30 minutos. Se recuperd la muestra
concentrada (aproximadamente 200 ui) del fondo del dispositivo de filtrado. La concentracién de proteinas se determino
mediante el equipo de ensayo de proteinas micro BSA (Pierce, Rockford, IL) y la soluciéon de microvesiculas enriquecida
se almacend a -70 grados o se proceso6 para su uso posterior (por ejemplo, extraccién de proteinas, ARN y ADN).

Ejemplo 4: Aislamiento de microvesiculas a partir de plasma mediante los métodos de la presente invencion

Se recogieron aproximadamente 6-8 ml de sangre (humana y porcina) mediante venopuncioén y se colocaron en tubos BD
Vacutainer de plastico EDTA de color lavanda (BD Biosciences, San Jose, CA). Los tubos de venopuncion se centrifugaron
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a 400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se extrajo el plasma (aproximadamente 3-4 ml) y se colocé en
nuevos tubos de centrifuga cénicos de 50 ml (Thermo Fisher Scientific Inc, Weston, FL). Se afiadié medio esencial minimo
alfa estéril (a-MEM) (Mediatech Inc., Manassas, VA) en una proporciéon de 1:10 (plasma/medio).

A la solucion se le afiadio polietilenglicol libre de masa y proteasa de peso molecular promedio 6000 (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO) al 8,5 % p/v y cloruro de sodio (concentracion final 0,4 M). La solucion se colocé en una camara frigorifica a 4
°C durante toda la noche con rotacion. La solucién se centrifugé a 10000 x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante
se decanté y el sedimento enriquecido en microvesiculas se resuspendié en solucién solucion amortiguada con fosfato
(PBS). La solucién enriquecida en microvesiculas se transfirié a unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de
peso molecular nominal 100 kDa) (Millipore, Billerica, MA) y se centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades
de filtrado se lavaron con solucion salina amortiguada por fosfatos y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30
minutos. Se recuperd la muestra concentrada (aproximadamente 200-400 pi) del fondo del dispositivo de filtrado. La
concentracion de proteinas se determind mediante el equipo de ensayo de proteinas micro BSA (Pierce, Rockford, IL) y la
solucion de microvesiculas enriquecida se almaceno a -70 grados o se proceso6 para su uso posterior (por ejemplo, extraccion
de proteinas, ARN y ADN).

Ejemplo 5: Aislamiento de microvesiculas a partir de aspirado de médula 6sea mediante los métodos de la
presente invencion

Se aisl6 médula 6sea de cerdo de la cresta iliaca. La zona de la piel se limpié cuidadosamente con povidina yodada al
7,5 % e isopropanol al 70 %. Se insertd un trocar de 3 mm de calibre 11 (Ranafac, Avon, MA) en la cresta iliaca. Se cargd
una jeringa de aspiracién con 5000 - 1000 unidades de heparina para evitar la coagulacion de la muestra de médula. Se
aspiraron aproximadamente 20-25 ml de médula y la solucién se transfirié a tubos de centrifuga cénicos de 50 ml.
Alternativamente, se adquiri6 médula ésea humana de donante normal (aproximadamente 50 ml) de AllCells LLC (Em- eryville,
CA,

Los tubos coénicos de 50 ml se centrifugaron a 400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se recolecto6 el
sobrenadante (la porcion acelular) (aproximadamente 10-12 ml por cada 50 ml) y se colocd en nuevos tubos de centrifuga
conicos de 50 ml (Thermo Fisher Scientific Inc, Weston, FL). Se afadi6 medio esencial minimo alfa estéril (a-MEM)
(Mediatech Inc., Manassas, VA) en una proporcion de 1:10 (sobrenadante de médula 6sea/medio). La solucion se transfirid
a nuevos tubos conicos de 50 ml y se centrifugdé a 2000 x g durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirio a
nuevos tubos cénicos de 50 ml y a esta solucidn se afiadieron polietilenglicol libre de masa y proteasa de peso molecular
medio 6000 (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) al 8,5 % p/v y cloruro de sodio (concentracion final 0,4 M).

La solucion se colocd en una camara frigorifica a 4 °C durante toda la noche con rotacion. La solucion se centrifugé a
10000 x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se decantd y el sedimento enriquecido en microvesiculas se
resuspendio en solucion solucién amortiguada con fosfato (PBS). La solucién enriquecida en microvesiculas se transfirid
a unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de peso molecular nominal 100 kDa) (Millipore, Billerica, MA) y se
centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades de filtrado se lavaron con solucion solucién amortiguada con
fosfato y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30 minutos. Se recuperé la muestra concentrada (aproximadamente
200-400 ui") del fondo del dispositivo de filtrado. La concentracion de proteinas se determind mediante el equipo de ensayo
de proteinas micro BSA (Pierce, Rockford, IL) y la solucién de microvesiculas enriquecida se almacend a -70 grados o se
proceso para su uso posterior (por ejemplo, extraccion de proteinas, ARN y ADN).

La porcion celular se recolecto y proceso para el aislamiento de vastagos mesenquimales o para el aislamiento completo
de médula 6sea.

Ejemplo 6: Aislamiento de microvesiculas a partir de orina mediante los métodos de la presente invencion

Se aislaron aproximadamente 500 ml de orina humana de captura limpia y se colocaron en tubos cénicos de 50 ml (Thermo
Fisher Scientific Inc, Weston, FL).

Los tubos conicos de 50 ml se centrifugaron a 400 x g durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se retird y se centrifugé.
El sobrenadante se retird y se coloco en nuevos tubos conicos de centrifugacion de 50 ml (Thermo Fisher Scientific Inc,
Weston, FL). La solucion se transfirié a nuevos tubos cénicos de 50 ml y se centrifugd a 2000 x g durante 30 minutos a 4
°C. El sobrenadante se transfirié a nuevos tubos conicos de 50 ml y a esta solucioén se afiadieron polietilenglicol libre de
masa y proteasa de peso molecular medio 6000 (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) al 8,5 % p/v y cloruro de sodio
(concentracion final 0,4 M).

La solucion se colocé en una camara frigorifica a 4 °C durante toda la noche con rotacion. La solucion se centrifugé a
10000 x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se decantd y el sedimento enriquecido en microvesiculas se
resuspendio en solucién salina amortiguada con fosfato (PBS). La solucién enriquecida en microvesiculas se transfirié a
unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de peso molecular nominal 100 kDa) (Millipore, Billerica, MA) y se
centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades de filtrado se lavaron con solucidon solucién amortiguada con
fosfato y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30 minutos. Se recuperé la muestra concentrada (aproximadamente
200-400 pi) del fondo del dispositivo de filtrado. La concentracion de proteinas se determiné mediante el equipo de ensayo
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de proteinas micro BSA (Pierce, Rockford, IL) y la solucién de microvesiculas enriquecida se almacené a -70 grados o se
proceso para su uso posterior (por ejemplo, extraccion de proteinas, ARN y ADN).

Ejemplo 7: Aislamiento de microvesiculas a partir de medio de un cultivo a largo plazo de células de médula 6sea
mediante los métodos de la presente invencion

La médula 6sea se obtuvo a partir de un aspirado (véase el ejemplo 1) y los glébulos rojos se lisaron utilizando una
solucién de cloruro de amonio al 0,8 % que contenia EDTA 0,1 mM (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC). Las células
nucleadas se sedimentaron en un cojin de suero fetal bovino (Atlanta Biologies, Atlanta, GA) a 400 X g durante 5 minutos.
Las células nucleadas se lavaron en medio McCoys 5a (Mediatech Inc., Manassas, VA) por sedimentacién a 400 x g
durante 5 minutos. Las células se resuspendieron en medio de cultivo a una densidad de 1 x 106 células/ml y se sembraron
en matraces de 25, 75 0 225 cm (Corning, Corning, NY).

Los medios de cultivo consistian en medio 5a de McCoy, 1 % bicarbonato de sodio (Life technologies, Carlsbad, CA), 0-
4 % MEM aminoacidos no esenciales (Life Technologies), 0-8 % MEM aminoécidos esenciales (Life technologies), 1 %
L-glutamina (Lonza, Allendale, NJ), 0,1 mM de hidrocortisona (Life Technologies), 1 % de penicilina/estreptomicina
(Lonza), 12-5 % de suero fetal de ternera (Atlanta Biologies) y 12-5 % de suero de caballo (Stem Cell Technology). Los
cultivos se incubaron a 33 °Cy 5 % de CO2. La alimentacion se realizé6 semanalmente afiadiendo la mitad del volumen
original de medio sin retirar ningin medio durante las primeras nueve semanas de cultivo. Si los cultivos crecian mas de
nueve semanas, el volumen de medio de cultivo se reducia al volumen original y cada semana se afiadia la mitad del
volumen original de medio fresco.

Después de aproximadamente nueve semanas de cultivo, el medio original fue retirado y almacenado. Las células se
lavaron dos veces con solucién solucién amortiguada con fosfato (PBS) y se incubaron durante 24 horas en medio
consistente en medio 5a de McCoy, 1 % de bicarbonato de sodio, 0-4 % de aminoacidos no esenciales MEM, 0-8 % de
aminoacidos esenciales MEM (Life technologies), 1 % de L-glutamina (Lonza, Allendale, NJ) y 1 % de
penicilina/estreptomicina (Lonza).

Después de 24 horas, el sobrenadante se transfirié a tubos de centrifuga cénicos de 50mL (Thermo Fisher Scientific Inc,
Weston, FL) e inmediatamente se centrifugé a 400 x g durante 10 minutos a 4 °C para pelar cualquier célula no adherente.
El medio original almacenado se afiadié de nuevo a las células. El sobrenadante se transfirié a nuevos tubos de centrifuga
conicos de 50 ml y se centrifugé a 2000 x g durante 30 minutos a 4 °C para eliminar mas células y restos celulares.

Se recogio el sobrenadante y se coloco en recipientes estériles desechables de polipropileno de 250 ml (Corning, Corning,
NY). Al sobrenadante se le afiadio polietilenglicol libre de masa y proteasa de peso molecular promedio 6000 (Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO) al 8,5 % p/v y cloruro de sodio (concentracién final 0,4 M). La solucién se coloco en una camara
frigorifica a 4 °C durante toda la noche con rotacién. La solucion se transfirié a tubos de centrifuga conicos de 50 mL y se
centrifugd a 10000x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se decanté y el sedimento enriquecido en
microvesiculas se resuspendié en solucion solucion amortiguada con fosfato (PBS). La solucion enriquecida en
microvesiculas se transfirié a unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de peso molecular nominal 100 kDa)
(Millipore, Billerica, MA) y se centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades de filtrado se lavaron con solucion
soluciéon amortiguada con fosfato y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30 minutos. Se recuperd la muestra
concentrada (aproximadamente 200 ui) del fondo del dispositivo de filtrado. La concentracién de proteinas se determino
mediante el equipo de ensayo de proteinas micro BSA (Pierce, Rockford, IL) y la solucién de microvesiculas enriquecida
se almacend a -70 grados o se proces6 para su uso posterior (por ejemplo, extraccién de proteinas, ARN y ADN).

Ejemplo 8: Analisis de las microvesiculas de la presente invencion

Las muestras de microvesiculas se analizaron por microscopia electrénica. Para la microscopia electrénica de transmision
(TEM), cada espécimen de microvesiculas se cargo en rejillas de cobre de malla 150 recubiertas de formvar (Electron
Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) durante 20 minutos. Las rejillas se escurrieron y se dejaron flotar en gotas de
glutaraldehido al 2 % durante 5 minutos, después se lavaron en agua bidestilada (DDOH), seguidas de tincién en gotas
de acetato de uranilo acuoso al 4 % y multiples lavados en DDOH. Las rejillas se examinaron a 80kV en un microscopio
electrénico Philips CM 10.

La Figura 5 muestra micrografias electronicas de microvesiculas derivadas de células madre mesenquimales derivadas
de médula ésea humana aisladas por el método de ultracentrifuga descrito en el Ejemplo 1 (paneles A&B) y de acuerdo
con los métodos de la presente divulgacién descritos en el Ejemplo 3 (paneles C&D). La Figura 6 muestra microfotografias
electronicas de microvesiculas derivadas de células madre mesenquimales derivadas de médula ésea porcina aisladas
por el método de ultracentrifuga descrito en los Ejemplos 1 (paneles A&B) y de acuerdo con los métodos de la presente
divulgacion descritos en el Ejemplo 3 (paneles C&D). La Figura 7 muestra microfotografias electronicas de microvesiculas
derivadas de células madre mesenquimales derivadas de médula 6ésea murina aisladas por el método de ultracentrifuga
descrito en los Ejemplos 1 (paneles A&B) y de acuerdo con los métodos de la presente divulgacién como se describe en
el Ejemplo 3 (paneles C&D).

Las Figuras 5 a 7 ilustran las diferencias entre las microvesiculas aisladas por los métodos de la presente divulgacion en
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comparacion con el aislamiento por ultracentrifugacion. Las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la
presente invencion tienen bordes que son mas lisos, no corrugados y parecen mas "intactos."

La Figura 8 muestra micrografias electrénicas de microvesiculas aisladas de plasma humano de acuerdo con los métodos
de la presente invencién. La heterogeneidad de las formas y tamafios conseguidos con el aislamiento de PEG sugiere
que se aislaron todos los tipos de microvesiculas. Se observé una heterogeneidad similar en microvesiculas de plasma
porcino (Figura 9) y orina humana (Figura 10) que se aislaron de acuerdo con los métodos de la presente invencion.

Para analizar la expresién de proteinas en muestras de microvesiculas, las células y microvesiculas se lisaron en
amortiguador RIPA (Cell signaling technology, Danvers, MA) y la concentracién de proteinas se estimé mediante el equipo
de ensayo microBSA (Pierce, Rockford, IL). Aproximadamente 20 microgramos de lisado se cargaron en cada carril y las
membranas se sondearon durante la noche (1:1000) con anticuerpo conejo anti-63 (SBI Biosciences, Mountain View, CA),
conejo anti-hsp70 (SBI Biosciences), conejo STAT3 (Cell signaling technology), y/o conejo fosfo-STAT3 (Cell signaling
technology).

La presencia de los marcadores exosomales (HSP 70 y CD63) confirmé que los métodos de la presente invencion eran
capaces de aislar exosomas. Ademas, los exosomas también contenian el factor de transcripcion STAT3 y la forma
fosforilada activada fosfo-STAT3. Véase la Figura 11.

Ejemplo 9: Efecto de las microvesiculas de la presente invencion sobre la proliferacion y migraciéon de
fibroblastos

Para estudiar la capacidad de las microvesiculas de la presente invencion para promover o mejorar la cicatrizaciéon de
heridas, se probo la capacidad de las microvesiculas para estimular la proliferacion de fibroblastos dérmicos. Los
fibroblastos dérmicos humanos adultos normales se obtuvieron de Life Technology (Carlsbad, CA). Los fibroblastos de
pacientes con heridas crénicas (Ulcera del pie por presion y Ulcera del pie diabético) se recolectaron conforme a un
protocolo aprobado por el IRB (IND# BB IND 13201) de heridas de 2 afios de duracién sin evidencia de cicatrizacién a
pesar de los tratamientos estadndar y avanzados para el cuidado de heridas. Se sembraron fibroblastos de heridas
normales y cronicas a razén de 5 x 10A3 células por pocillo en placas de cultivo tisular de 24 pocillos (BD Biosciences,
San Jose, CA). Se realizaron ensayos de proliferacion celular con MTT el dia 0 y el dia 3. Se afiadieron microvesiculas el
dia 0. Tanto las microvesiculas aisladas por PEG como las aisladas por ultracentrifugacion fueron aproximadamente
equivalentes en el aumento del crecimiento de fibroblastos normales y de fibroblastos de heridas crénicas al cabo de 3
dias. La solucion salina amortiguadora de fosfatos (PBS) y el medio MSC condicionado desprovisto de microvesiculas
mostraron escaso crecimiento. Véase la Figura 12.

En los experimentos de cocultivo, se sembraron fibroblastos adultos normales y fibroblastos de una ulcera de pie diabético
en placas de veinticuatro pocillos. Cada pocillo se sembré hasta alcanzar el 100 % de confluencia (aproximadamente
1x105 células por pocillo). Para evitar la influencia de la proliferacion celular, 2 horas antes del raspado se sustituy6 el
medio por un medio de cultivo fresco sin suero que contenia mitomicina a 10 mg/ml. A continuacion, se ray6 la monocapa
confluente con una punta de pipeta estéril de 1 ml para dejar un raspado de 0,4-0,5 mm de anchura. A continuacion, se
retiré inmediatamente el medio de cultivo (junto con las células desprendidas). El medio eliminado se sustituyé por medio
de cultivo fresco (10 % de FBS) que contenia microvesiculas (PEG o derivadas de ultracentrifuga), PBS o medio
condicionado de MSC desprovisto de microvesiculas. La zona raspada se monitorizé recogiendo imagenes digitalizadas
inmediatamente después del raspado y 3 dias después del tratamiento. Las imagenes digitalizadas se capturaron con un
microscopio Olympus TX81 invertido (Olympus America, Center Valley, PA, http://www.olympusameri- ca.com) y una
camara digital Hamamatsu ORCA-AG (Hamamatsu Photonics K.K., Hamamatsu City, Pref. de Shizuoka, Japdn,
http://www.hamamatsu.com). Tres dias después del tratamiento, las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos
de la presente invencién mostraron la mayor migracion (esencialmente cerrando la herida), seguidas de las microvesiculas
derivadas de ultracentrifuga. Los controles (PBS) y el medio condicionado MSC desprovisto en microvesiculas
(desprovisto) mostraron poca migracion. Véase la Figura 13.

La Figura 14 muestra los efectos de las microvesiculas sobre la migracion celular fibroblastos derivados de una ulcera de
pie diabético. De forma similar a los resultados de la Figura 13, las microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos
de la presente invencion evocaron la mayor migracion, seguidas de las microvesiculas aisladas mediante el método de
ultracentrifugacion descrito en el Ejemplo 1. Los controles (PBS) y el medio condicionado MSC empobrecido en
microvesiculas (empobrecido) mostraron poca migracion.

Ejemplo 10: Captacion de las microvesiculas de la presente invencion en células

Las microvesiculas de MSC humanas aisladas del medio condicionado de acuerdo con los métodos de la presente
invencion se etiquetaron con el colorante de enlace celular fosfolipido PKH-26 (rojo) segun las instrucciones del fabricante
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los fibroblastos de piel normal se marcaron con Vybrant-Dio (Life Technology) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Los fibroblastos de piel normal se colocaron en placas de 4 pocillos recubiertas de
fibronectina (Sigma-Aldrich) Nunc* Lab-Tek* Il Chamber Slides (Thermo Fisher Scientific Inc, Weston, FL) (5 x 10 células
por pocillo). Las células se tifieron con el colorante nuclear Hoechst 33342 (Life Technology) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Los fibroblastos marcados con Dio se trataron con microvesiculas etiquetadas con PKH-26 durante 24
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horas. Las imagenes se capturaron con un microscopio Olympus 1X81 invertido y una camara digital Hamamatsu ORCA-
AG. Los fibroblastos dérmicos normales (tefiidos con el colorante verde de membrana lipidica Dio) demostraron la
captacion de MV MSC humanas etiquetadas con PKH-26 aisladas por precipitacion con PEG en una localizacién
perinuclear. Véanse la Figura 15 y Figura 16. En la Figura 16, las microvesiculas se observan en una localizacion
perinuclear.

Ejemplo 11: Uso de las microvesiculas de la presente invencion como diagnéstico de la artritis reumatoide

Se colocaron fibroblastos dérmicos normales a una densidad de 1x105 células/pocillo en una placa de cultivo tisular de 6
pocillos (BD Biosciences). Los fibroblastos se privaron de suero durante la noche y se trataron con PBS (control), 10
microgramos de microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion a partir de plasma obtenido
de un paciente que padece artritis reumatoide (Precipitacion MV PEG de plasma humano); microvesiculas aisladas de
acuerdo con los métodos de la presente invencion a partir de medio acondicionado con células madre mesenquimales
derivadas de médula o6sea (Precipitacion MV PEG de hMSC humanas); microvesiculas aisladas mediante
ultracentrifugacion a partir de medio acondicionado con células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea
(ultracentrifugacion MV de hMSC humanas); control de PBS; y un control de medio desprovisto (medio acondicionado de
hMSC desprovisto de MV). La cantidad de fosforilacion de STAT3 observada en los fibroblastos fue mayor en las
microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencién. Véase la Figura 17.

Ejemplo 12: Uso de las microvesiculas de la presente invencién como diagndstico del melanoma metastasico

BRAF es un gen humano que produce una proteina llamada B-Raf. Se han identificado mas de 30 mutaciones del gen
BRAF asociadas con canceres humanos. Hemos disefiado por cebadores para amplificar la forma mutada de BRAF que
esta relacionada con el melanoma metastasico. La mutacion es una mutacion T1799A en el exén 15 de BRAF. Esto
provoca la sustitucién de valina (V) por glutamato (E) en el codén 600 (ahora denominado V600E). La presencia de esta
mutacioén es necesaria para el tratamiento con el inhibidor de BRAF Vemurafenib.

Se sabe que la linea celular SK-Mel28, obtenida de ATCC (Washington DC, Maryland) tiene la mutacion T1799A en el
exén 15 de BRAF. Las microvesiculas, aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion, se obtuvieron a
partir de medio condicionado por una incubacién de 3 dias en EMEM (ATCC) + 10 % de suero (Atlanta biologies, Atlanta,
Georgia).

Las microvesiculas aisladas se procesaron para aislar ADN y ARN utilizando el equipo AUPrep ADN/ARN de Qiagen
(Hilden, Alemania). Aproximadamente 50 ng de ARN de células SK-MEL28 y microvesiculas se transcribieron
inversamente usando la supermezcla de transcripcion inversa de iScript™ (Biorad, Hercules, CA). Se utilizé una alicuota
de 2 m para la PCR utilizando Platinum® PCR SuperMix (Life technology) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ademas, se utilizaron 80 ng de ADN de células SK-MEL28 y microvesiculas para la PCR utilizando Platinum® PCR
SuperMix segun las instrucciones del fabricante. Los productos de la PCR se analizaron en un gel de agarosa al 3% y se
visualizaron con el sistema gel-doc de Biorad. Los resultados se muestra en la FIGURA 18.

Los cebadores utilizados fueron:
Secuencia 1:

Directo: AGACCTCACAGTAAAAATAGGTGA
Inverso: CTGATGGGACCCACTCCATC
Longitud del amplicon: 70

Secuencia 2:

Directo: GAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTG
Inverso: CTGATGGGACCCACTCCATC
Longitud del amplicon: 82

Ademas, se lisaron muestras de las microvesiculas en amortiguador RIPA y se estimd la concentraciéon de proteinas
mediante el equipo de ensayo microBSA. Se cargaron aproximadamente 50 microgramos en cada carril y las membranas
se sondaron durante la noche (1:1000) con anticuerpo anti-BRAF V600E de ratén (NewEast Biosciences, Malvern, PA).
El segundo anticuerpo, cabra anti-ratén (Pierce) se aplicd a una dilucién de 1:10000 durante 1 hora. EI Western blot
muestra la deteccion de BRAF V600E en lisado de células SKMEL28 y MV.

Ejemplo 13: Aislamiento de microvesiculas a partir de medio condicionado usando un cultivo de células madre
mesenquimales derivadas de médula 6sea etiquetadas con GFP mediante los métodos de la presente invencion

Los ratones transgénicos homocigotos que expresan la Proteina Fluorescente Verde (GFP) mejorada bajo la direccion

del promotor de ubiquitina C humana (C57BL/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/J) se obtuvieron de Jackson Laboratories (Bar
Harbor, Maine). Se sabe que estos ratones expresan GFP en todos los tejidos.
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Los ratones GFP (de aproximadamente 3-4 semanas de edad) fueron eutanasiados por asfixia con CO2. Las
extremidades se cortaron por encima de la cadera y por debajo de la articulacién del tobillo. Se cosecharon las
extremidades traseras y se retiré la piel, el musculo y todo el tejido conectivo. A continuacion, se colocaron los huesos en
un plato con IX PBS estéril helado y se lavaron varias veces en PBS. Los extremos de cada hueso se cortaron con tijeras.
Se forzé una jeringa de 10 cc con medio calentado (a-MEM suplementado con un 20 % de suero bovino fetal y un 1 % de
penicilina/estreptomicina/glutamina) a través del vastago éseo para extraer toda la médula ésea en una placa de 150 mm.
Esto se repitié varias veces para asegurarse de que se extraia toda la médula. La mezcla celular se pipeted varias veces
para disociar las células y la suspension celular se paso por un colador celular (tamafio 70mh) (BD Biosciences, San Jose,
CA) para eliminar los grumos celulares grandes o las particulas éseas. Los cultivos iniciales se sembraron entre 2-3 x 105
células/cm2 en placas tratadas con cultivo tisular (BD Biosciences, San Jose, CA) y se colocaron en una incubadora
celular a 37 °C en aire humidificado al 95 % y CO2 al 5 %. Transcurridas 72-96 horas, se retiraron las células no
adherentes, se enjuagaron los frascos de cultivo una vez con PBS y se afiadié medio fresco al frasco. Las células se
cultivaron hasta alcanzar el 80 % de confluencia y, después, se pasaron por tripsina-ED-TA (Life technologies, Carlsbad,
CA). Las células se dividieron en una proporcion de 1:4.

Alternativamente, las MSC de ratén GFP criopreservadas se descongelaron a 37 °C y se cultivaron inmediatamente en a-
MEM suplementado con suero bovino fetal al 20 % y penicilina/estreptomicina/glutamina al 1 % a 37 °C en aire
humidificado al 95 % y CO2 al 5 %. Se expandieron de forma similar a la anterior.

Las células se cultivaron en los matraces hasta alcanzar el 100 % de confluencia (aproximadamente 1 semana). El
sobrenadante se transfiri6 a tubos de centrifuga conicos de 50mL (Thermo Fisher Scientific Inc, Weston, FL) e
inmediatamente se centrifugd a 400 x g durante 10 minutos a 4 °C para pelar cualquier célula no adherente. El
sobrenadante se transfirid a nuevos tubos de centrifuga cénicos de 50 ml y se centrifugé a 2000 x g durante 30 minutos
a 4 °C para eliminar mas células y restos celulares.

Se recogieron los sobrenadantes y se colocaron en recipientes estériles desechables de polipropileno de 250 ml (Corning,
Corning, NY). Al sobrenadante se le afiadié polietilenglicol libre de masa y proteasa de peso molecular promedio 6000
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) al 8,5 % p/v y cloruro de sodio (concentracion final 0,4 M). La solucién se colocé en una
camara frigorifica a 4 °C durante toda la noche con rotacién. La solucion se transfirio a tubos de centrifuga cénicos de 50
mL y se centrifugd a 10000x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se decantd y el sedimento enriquecido en
microvesiculas se resuspendié en solucion solucién amortiguada con fosfato (PBS). La solucidn enriquecida en
microvesiculas se transfirié a unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de peso molecular nominal 100 kDa)
(Millipore, Billerica, MA) y se centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades de filtrado se lavaron con solucion
soluciéon amortiguada con fosfato y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30 minutos. Se recuperd la muestra
concentrada (aproximadamente 200-400 pi) del fondo del dispositivo de filtrado. La concentracién de proteinas se
determiné mediante el equipo de ensayo de proteinas micro BSA (Pierce, Rockford, IL) y la solucién de microvesiculas
enriquecida se almacend a -70 grados o se proceso para su uso posterior (por ejemplo, extraccion de proteinas, ARN y
ADN).

Para determinar la captacion celular de las microvesiculas, se marcaron fibroblastos de piel humana normal con Vybrant-
Dio (Life technology) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fibroblastos de piel normal se colocaron en placas de
4 pocillos recubiertas de fibronectina (Sigma-Aldrich) Nunc* Lab-Tek* 1| Chamber Slides (Thermo Fisher Scientific Inc) (5
x 10 células por pocillo). Las células se tifieron con el colorante nuclear Hoechst 33342 (Life Technology) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los fibroblastos etiquetados con Dil se trataron con microvesiculas aisladas de MSC de raton
que expresaban GFP durante 24 horas. Las imagenes se capturaron con un microscopio Olympus TX81 invertido y una
camara digital Hamamatsu ORCA-AG. Véanse la FIGURA 20 y FIGURA 21. Es importante destacar que estas imagenes
muestran que las microvesiculas que contienen GFP fueron absorbidas por las células.

Ejemplo 14: Uso de las microvesiculas de la presente invencion como terapia para promover o mejorar la
cicatrizacion de heridas

Se crearon heridas de espesor total en la espalda de cerdos utilizando un instrumento de biopsia en sacabocados de 10
mm. Se aislaron microvesiculas a partir de un medio de cultivo acondicionado con células madre mesenquimales
autdlogas derivadas de la médula dsea, bien de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo 1 (el método de
ultracentrifugacion "convencional"), bien con los métodos descritos en el Ejemplo 3. Se administraron 30 microgramos de
microvesiculas a las heridas mediante inyeccion local en el momento de la herida y en los Dias 1 y 2. Los controles se
trataron con solucién salina o se dejaron cicatrizar al aire. Después de 5 dias, se practico la eutanasia a los animales y se
examinaron las heridas.

La Figura 22 muestra la histologia de las heridas 5 dias después de la herida. A los 5 dias, las heridas tratadas con
microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos de la presente invencion (es decir, de acuerdo con los métodos
descritos en el Ejemplo 3) parecian mas pequefias que los controles salinos, los controles expuestos al aire y las heridas
tratadas con microvesiculas preparadas por ultracentrifugacion. Las heridas tratadas con microvesiculas preparadas por
ultracentrifugacion mostraron una mayor respuesta inflamatoria, en comparacion con las tratadas con microvesiculas
preparadas de acuerdo con los métodos de la presente invencidon y ambos controles.
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En otro estudio, se crearon heridas por quemadura de segundo grado en la espalda de cerdos utilizando una varilla de
laton calentada a 100 °C. Se aislaron microvesiculas a partir de un medio de cultivo acondicionado con células madre
mesenquimales autdlogas derivadas de médula 6sea, bien de acuerdo con los métodos descritos en el Ejemplo 1 (el
método de ultracentrifugacion "convencional"), o bien mediante los métodos descritos en el Ejemplo 3. Se administraron
30 microgramos de microvesiculas a las heridas mediante inyeccion local en el momento de la herida y en los dias 1y 2.
Los controles se trataron con solucién salina o se dejaron cicatrizar al aire.

En el transcurso del experimento (hasta 28 dias después de la lesién por quemadura) las heridas tratadas con
microvesiculas preparadas por ultracentrifugacion estaban significativamente mas inflamadas que las tratadas con
microvesiculas preparadas de acuerdo con los métodos de la presente invencion (es decir, de acuerdo con los métodos
descritos en el Ejemplo 3). Véase la Figura 23. Del mismo modo, las heridas tratadas con microvesiculas preparadas por
ultracentrifugacion estaban significativamente mas inflamadas que los controles salinos y los controles expuestos al aire.
Las heridas por quemaduras tratadas con microvesiculas preparadas de acuerdo con los métodos de la presente
invencion no parecian significativamente mas inflamadas que los controles.

La Figura 23 ilustra la diferencia en inflamacion en el dia 7 después de la herida entre heridas tratadas con microvesiculas
preparadas por ultracentrifugacién, microvesiculas preparadas de acuerdo con los métodos de la presente invencién y un
control expuesto al aire. Microscopicamente, se observé la formacion de abscesos tanto en heridas de espesor total como
en quemaduras tratadas con microvesiculas preparadas por ultracentrifugacion. Se cree que la inflamacion observada
con las microvesiculas preparadas por ultracentrifugacién se debe a las microvesiculas dafiadas, que pueden estimular
facilmente una cascada inflamatoria. Las microvesiculas de la presente invencion también pueden conferir beneficios
adicionales mediante la inclusion de particulas adicionales.

La Figura 24 muestra una herida por quemadura porcina de segundo grado tratada con microvesiculas aisladas por los
métodos de la presente invencién 28 dias después de la lesidén por quemadura. Hay una remodelacion significativa del
colageno, con la aparicion de sustancia fundamental. Estos hallazgos son indicativos de remodelacién dérmica con
formacion de colageno de tipo Ill. También se produce una induccion epidérmica que da lugar a una epidermis engrosada
que parece estar bien anclada a la dermis. Estos hallazgos no se observan en la formacién de cicatrices y son mas
coherentes con la regeneracion dérmica. Una epidermis que se forma sobre una cicatriz esta facilmente sujeta a una
nueva lesién debido a la incapacidad de anclarse bien a una dermis cicatrizada.

La Figura 25 muestra una herida por quemadura porcina de segundo grado tratada con solucién salina 28 dias después
de la lesion por quemadura. Hay una regeneracion dérmica minima con una epidermis aplanada. La falta de formacion
de una cresta de rete significativa es altamente sugestiva de una epidermis inadecuadamente anclada. Estos hallazgos
son mucho mas indicativos de la formacién de una cicatriz con el riesgo de una lesion continuada.

La Figura 26 muestra una herida porcina de espesor total tratada con microvesiculas aisladas de acuerdo con los métodos
de la presente invencién 28 dias después de la lesion. Hay crecimiento interno de un nervio (ilustrado por las flechas) en
la dermis en remodelacion, probablemente estimulado por la aplicacion de las microvesiculas. El crecimiento del nervio
va acompafiado de una respuesta angiogénica (zonas rodeadas por un circulo). El nervio parece ser una estructura
desarrollada y no se debe a un simple brote de axones. Se trata de un hallazgo Unico del que nunca se habia informado
y que tampoco se observé en las heridas de control ni en las tratadas con microvesiculas preparadas por
ultracentrifugacion. Estas observaciones son muy indicativas de una regeneracion tisular compleja con capacidad para
generar elementos maduros a partir de todas las capas germinales, incluida la epidermis, el estroma, la vasculatura y el
tejido nervioso. Estos métodos parecen entonces ser ampliamente aplicables al tratamiento de numerosas afecciones
incluyendo trastornos traumaticos, inflamatorios, neoplasicos y degenerativos de tejidos derivados ectodérmicos,
endodérmicos y mesodérmicos.

La Figura 27 muestra una herida porcina de espesor total tratada con microvesiculas aisladas por los métodos de la
presente invencién 28 dias después de la lesion. Esta Figura ilustra las observaciones descritas en la Figura 26 a mayor
aumento. En A) el crecimiento del nervio parece seguir una trayectoria relacionada con la respuesta angiogénica. Este
hallazgo es interesante ya que se sabe que el crecimiento del nervio sigue a la angiogénesis en el desarrollo embriolégico.
De nuevo, estos hallazgos son indicativos de regeneracion tisular. B) muestra el nervio a mayor potencia. C) ilustra mejor
la angiogénesis adyacente al crecimiento del nervio.

Se observo formacion ésea en todos los grupos de tratamiento (control y tratado con microvesiculas) en el modelo porcino
de herida de espesor total. Véase la Figura 28. Los animales recibieron un total de 1,44 mg de microvesiculas (la mitad
preparadas de acuerdo con los métodos de la presente invencién y la otra mitad por ultracentrifugacion). Se observé un
efecto sistémico que estimulaba la formacién de hueso en todas las heridas. La formacién de hueso tendia a producirse
mas en las heridas mas inflamatorias, lo que sugiere un efecto sinérgico de los mediadores inflamatorios locales y el
efecto sistémico de las microvesiculas.
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Ejemplo 15: Uso de las microvesiculas de la presente invencion como terapia para promover o mejorar la
cicatrizacion de heridas

Se irradiaron letalmente ratones C57/CJ6 (GFP) con dos ciclos de irradiacion gamma de 400 cGy para ablacionar sus
progenitores de médula 6sea huésped. Tras la irradiacion, los ratones fueron tratados en un area de aproximadamente 2
cm con un laser ablativo fraccionado Erbium: YAG. Tras el tratamiento con laser, se adhirié una camara de plastico a la
piel y se afiadieron a la camara células derivadas de la médula 6sea obtenidas de un ratén transgénico GFP+ singénico.
Las células de médula 6sea GFP+ incluian células totales de médula ésea recién extraidas, células de médula 6sea
seleccionadas de linaje negativo, células madre mesenquimales y células cultivadas completas de médula 6sea (como se
describe en esta solicitud). Sélo en unos pocos animales se consiguié quimerismo, detectado por células GFP+ circulantes
entre 4 y 6 semanas después de la administracion de las células. Véase la Figura 29. Sorprendentemente, muchos
animales sobrevivieron sin evidencia de injerto de médula 6sea del donante. En general (en todos los grupos de células
administradas) sobrevivieron el 30 % de los animales que recibieron células. Entre los distintos grupos, las tasas de
supervivencia fueron mas elevadas para los animales que recibieron células seleccionadas de linaje negativo (45 %) y
células de médula 6sea fresca (30 %). Los animales irradiados de control que no recibieron células tuvieron una tasa de
mortalidad del 100 %. Las citocinas no lograron rescatar de forma similar a los animales irradiados letalmente y no se
pudo demostrar el injerto funcional de médula dsea del donante en estos animales supervivientes. Es probable que las
microvesiculas secretadas por las células administradas sean las responsables de la recuperacion de la médula 6sea del
huésped, lo que ha permitido la supervivencia de estos animales. Hemos demostrado que la médula 6sea fresca (que
incluye células de linaje negativo) y las células madre mesenquimales producen grandes cantidades de microvesiculas
que podrian lograr este efecto.

En otro estudio, ratones C57/CJ6 (GFP") fueron irradiados letalmente con dos ciclos de irradiacion gamma de 400 cGy
para inhibir el crecimiento de su pelo y ablacionar parcialmente su médula ésea. Tras la irradiacién, se afeitaron los lomos
de los ratones y se les aplicé en un area de aproximadamente 2 cm un laser ablativo fraccionado de Erbium: YAG. Tras
el tratamiento con laser se adhirié una camara de plastico a la piel y se afiadieron a la camara células derivadas de la
médula ésea obtenidas de un ratdn transgénico GFP+ singénico. Las células de médula 6sea GFP+ incluian células de
médula ésea recién extraidas, células de médula 6sea seleccionadas de linaje negativo, células madre mesenquimales y
células cultivadas completas de médula 6sea (como se describe en esta solicitud). En ningin animal se consiguio
quimerismo, detectado por células GFP+ circulantes entre 4 y 6 semanas después de la administracion de las células.
Véase la Figura 30. En los animales tratados Unicamente con laser no se observo crecimiento de vello corto o muy escaso.
Figura 30 (A). En los animales a los que se administraron células de médula ésea se produjo un crecimiento del vello
significativo y duradero. Figura 30 (A & B). Estos hallazgos fueron mas dramaticos en ratones tratados con células
seleccionadas de linaje negativo GFP+ y células de médula ésea GFP+ frescas totales. El crecimiento del pelo pudo
detectarse en 2 semanas y continué creciendo durante varios meses. Se tomaron biopsias de piel en la zona de
crecimiento del nuevo pelo, pero no se detectaron células GFP+. El injerto funcional de células de médula 6sea tampoco
pudo detectarse en ningin animal mediante analisis FACS. Figura 30 (C). Al igual que en el ejemplo de la Figura 29, no
se ha demostrado que las citocinas tengan este efecto en la restauracion del crecimiento del pelo. Las microvesiculas
secretadas por las células administradas son probablemente las responsables de la estimulacion del crecimiento del pelo.

Ejemplo 16: Uso de las microvesiculas de la presente invenciéon para promover o estimular la angiogénesis y para
promover o estimular la proliferacion de fibroblastos.

Aislamiento de microvesiculas de aspirado de médula 6sea: Se obtuvieron aproximadamente 25 ml de médula ésea entera
fresca de Allcells, Inc. (Alameda, CA). La médula ésea se colocé cuidadosamente en nuevos tubos de centrifuga conicos
de 50 mly se centrifugd a 400 x g durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante
(aproximadamente 15 ml) y se coloc6 en nuevos tubos de centrifuga conicos de 50 ml (Thermo Fisher Scientific Inc,
Weston, FL) y se centrifugdé a 2000 x g durante 30 minutos a 4 °C. Se volvio a extraer cuidadosamente el sobrenadante y
se coloco en nuevos tubos de centrifuga conicos de 50 ml a los que se afadié medio esencial alfa minimo (a-MEM) estéril
(Mediatech Inc., Manassas, VA) en una proporcion de 1:10 (sobrenadante de médula 6sea/medio). A la solucién se le
afiadio polietilenglicol libre de masa y proteasa de peso molecular promedio 6000 (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO) al 8,5
% p/v y cloruro de sodio (concentracion final 0,4 M). La solucion se coloco en una camara frigorifica a 4 °C durante toda
la noche con rotacién. La solucion se centrifugdé a 10000 x g a 4 °C durante 30 minutos. El sobrenadante se decantd y el
sedimento enriquecido en microvesiculas se resuspendioé en solucion solucién amortiguada con fosfato (PBS). La solucion
enriquecida en microvesiculas se transfirié a unidades de filtro centrifugo amicon ultra 15 (limite de peso molecular nominal
100 kDa) (Millipore, Billerica, MA) y se centrifugd a 5000 x g durante 30 minutos. Las unidades de filtrado se lavaron con
solucion salina amortiguada por fosfatos y se centrifugaron de nuevo a 5000 x g durante 30 minutos. Se recupero la
muestra concentrada (aproximadamente 200-400 pi) del fondo del dispositivo de filtrado.

Ensayo de angiogénesis: La angiogénesis se midié mediante un ensayo de formacién de tubos endoteliales (Invitrogen
Life Technologies, Grand Island, NY). Se cultivaron células endoteliales primarias de vena umbilical humana (HUVEC)
criopreservadas (Invitrogen Life Technologies) en un matraz de cultivo tisular de 75 cm durante 6 dias en medio 200PRF
suplementado con un 2 % de suplemento de crecimiento bajo en suero (Invitrogen Life Technologies). A continuacion, las
células se sembraron a una densidad de 3 x 104 en una placa de cultivo tisular de 24 pocillos que contenia medio sin
suplemento. Las células HUVEC se trataron posteriormente con microvesiculas de médula ésea (aproximadamente 100
mg). Se utilizé PBS como vehiculo de control. Las células tratadas se incubaron durante 6 horas a 37 °Cy 5 % de CO.
Se utilizé el colorante fluorescente calceina AM a una concentracion de 2 pg/ml para la visualizacién de la formacion de
tubos. Las imagenes fluorescentes se capturaron con un microscopio Olympus 1X81 invertido (Olympus America, Center
Valley, PA). La MV de médula 6sea mostré una capacidad significativa de formaciéon de tubos en comparacién con el
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control del vehiculo (PBS) (véase la Figura 31).

Ensayo de crecimiento: Se sembraron fibroblastos adultos normales en placas de 24 pocillos (10000 células/pocillo) en
medio de crecimiento (5 % FBS, 1 % glutamina, 1 % Penicilina/Estreptomicina) para los ensayos. Tras una incubacion de
una noche, se seleccionaron tres pocillos al azar y se tifieron las células con el reactivo NucBlue Live ReadyProbes
(Invitrogen Life technologies) (Dia 0). Se capturaron imégenes fluorescentes con el sistema EVOS FL Auto Cell Imaging
System (Invitrogen Life technologies). Los fibroblastos se volvieron a alimentar con medio fresco que contenia
microvesiculas derivadas de la médula 6sea (aproximadamente 100 mg) o PBS (control del vehiculo) y después de tres
dias (dia 3), las células se tifieron y se obtuvieron imagenes. Los fibroblastos tratados con microvesiculas derivadas de
médula ésea aumentaron aproximadamente tres veces en numero (en comparacion con el dia 0) y a un ritmo
significativamente mayor que el control de vehiculo (Figura 32, panel A y Figura 32, panel B).

Aunque los diversos aspectos de la invencion se han ilustrado anteriormente haciendo referencia a ejemplos y

realizaciones preferidas, se apreciara que el alcance de la invencion no se define por la descripcion anterior, sino por las
siguientes reivindicaciones interpretadas correctamente segun los principios del derecho de patentes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso en la terapia de la piel, en donde las microvesiculas
aisladas se preparan con un método que comprende los pasos de:

(a) obtener un fluido bioldgico que contiene microvesiculas;

(b) clarificar el fluido bioldégico para eliminar restos celulares;

(c) precipitar las microvesiculas afiadiendo un agente precipitante, que es polietilenglicol, al fluido biolégico clarificado;
(d) recoger las microvesiculas precipitadas;

(e) lavar las microvesiculas precipitadas para eliminar el agente precipitante; y

(f) opcionalmente suspender las microvesiculas en una solucién para almacenamiento o uso posterior para producir una
preparacion aislada de microvesiculas, en donde las microvesiculas se aislan sin dafar la integridad estructural o funcional
de las microvesiculas, y

en donde la terapia de la piel comprende regenerar al menos un tejido en un paciente con piel enferma, dafiada o ausente
seleccionado de un grupo que consiste en tejido epitelial, tejido estromal, tejido nervioso, tejido vascular y estructuras
anexiales.

2. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de la reivindicacién 1, en donde el agente de
precipitacion causa agregacion de las microvesiculas.

3. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de la reivindicacién 1 o 2, en donde las
microvesiculas precipitadas se recolectan por centrifugacion.

4. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de la reivindicacion 1, en donde el fluido biolégico
se selecciona del grupo que consiste en médula 6sea, fluido derivado de células o muestras de tejido, fluido de cultivo
celular y fluido derivado de células cultivadas.

5. La composicién farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de la reivindicacion 1, en donde las microvesiculas
aisladas varian en tamafio de aproximadamente 2 nm a aproximadamente 5.000 nm.

6. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde
las microvesiculas aisladas se purifican adicionalmente usando uno o mas métodos seleccionados del grupo que consiste
en inmunoafinidad, HPLC, filtracion de flujo tangencial, separacion de fases, particion de fases y microfluidos.

7. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde
el fluido biolégico que contiene microvesiculas se obtiene de células madre mesenquimales y, en particular, de células
madre mesenquimales derivadas de médula dsea.

8. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde
el fluido biolégico que contiene microvesiculas se obtiene a partir de células alogénicas.

9. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde
el fluido biolégico que contiene microvesiculas se obtiene a partir de células de mamifero.

10. La composiciéon farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en
donde el tejido se selecciona del grupo que consiste en tejido epitelial, tejido estromal, tejido nervioso, tejido vascular y
estructuras anexiales.

11. La composiciéon farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en
donde la composicién de microvesiculas aisladas promueve la regeneracion funcional y la organizaciéon de estructuras
tisulares complejas.

12. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en
donde las microvesiculas contienen al menos una molécula seleccionada del grupo que consiste en ARN, ADN y proteina
de una célula hospedera.

13. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de la reivindicacion 12, en donde la célula
hospedera esta disefiada para expresar la al menos una molécula de ARN, ADN o proteina.

14. La composicion farmacéutica de microvesiculas aisladas para uso de la reivindicacion 6, en donde las microvesiculas
aisladas se purifican adicionalmente usando filtracion de flujo tangencial.
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Recolectar el fluido biolégico y centrifugar a 300g durante 10
minutos a 4 °C para eliminar las células

Centrifugar a 2000g durante 30 minutos a 4 °C para eliminar los restos celulares

'
!
|

Y

Ultracentrifugar a 100000 g a 4 °C durante 70 minutos

|

Y

Eliminar el sobrenadante y resuspender el sedimento en solucion
amortiguada con fosfato (PBS)

|

J

Ultracentrifugar a 100000 g a 4 °C durante 70 minutos

'

Resuspender en PBS o en un amortiguador apropiado.

FIG. 1
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Recolectar el fluido bioldgico y centrifugar a 300g durante 10
minutos a 4 °C para eliminar las células

/

Centrifugar a 2000g durante 30 minutos a 4 °C para eliminar los restos celulares

1

Precipitar durante toda la noche a 4 °C con 8,5 % de PEG 6000
(0 8000)v 0.4 M de NaCL

Centrifugar a 1000g a 4°C durante una hora para recolectar el
material precipitado

y

Resuspender en solucion salina amortiguada con fosfato (PBS)

A

Filtracién centrifuga con corte de 100 kDA a 5000g durante 30
minutos

Y

Resuspender con PBS y repetir la filtracion centrifuga x 2 (para
desalar y eliminar el PEG)

FIG. 2
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Recoleccion de fluidos (suero, plasma, orina, LCR, saliva)

‘

Resuspension en solucion amortiguada con fosfato (1:10) para
reducir la viscosidad (excepto para la orina)

|

Y

Precipitar durante toda la noche a 4 °C con 8,5 % de PEG 6000
(0 8000) y 0,4 M de NaCL con agitacion

Centrifugar a 10000g a 4°C durante una hora para recolectar el
material precipitado

1

Lisis del sedimento en amortiguador RIPA

4

Resuspension posterior en RNASE

!

Analisis de proteinas (por
ejemplo, proteinas mutadas)
mediante Western Blot, ELISA

¥

Extraccion de ARN total y ADN

PCR, PCR en tiempo real y
secuenciacion de dianas génicas

FIG. 3
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Camara interior ——}

| <. Captura de particulas >
Camara exterior ———=|| 1 M (por ejemplo,
i
Membrana de 1 — Captura de particulas >
MM P — - 0,01 uM (por ejemplo,
= microvesiculas
Membrana de 0,01 uM —t ) )

------ Filtrado restante

FIG. 4
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PBS

Medio condicionado de hMSC desprovisto de MV

Ultracentrifugacion MV de hMSC

Precipitacion MV PEG de hMSC

Precipitacion de MV PEG en plasma humano

FIG. 17
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Lisado de células SK-MEL28

Lisado de MV SK-MEL28
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FIG. 23B

FIG. 23A
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