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DESCRIPCION

Vesiculas naturales que mimetizan la apoptosis y
uso de las mismas en tratamiento médico.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere al uso de vesiculas bio-
16gicas naturales que presentan fosfatidilserina en su
superficie de membrana externa.

Antecedentes de la invencion

Se reconocen dos mecanismos de muerte celular
en el organismo, necrosis y apoptosis. La apoptosis es
el procedimiento de muerte celular programada, des-
crito por Kerr y col. en 1992 [Kerr, J. F. R., Wyllie A.
H., Curie, A. R. (1992)], “Apoptosis: a basic biolo-
gical phenomenon with wide-ranging implications in
tissue kinetics”. “British Journal of Cancer 26: 239-
2577, por el cual se mantienen en equilibrio dindmico
los niveles de los distintos sistemas organicos y teji-
dos en el organismo ya que division celular continua
se equilibra mediante la muerte celular. Las células
que sufren apoptosis frecuentemente muestran cam-
bios morfoldgicos distintivos tales como disminucién
del volumen celular pronunciada, modificacién de los
citoesqueletos dando como resultado burbujas en la
membrana pronunciadas, una condensacién de la cro-
matina y degradacién del ADN en fragmentos de ta-
maiio oligonucleosomal. Tras estos cambios morfol6-
gicos, una célula apoptética puede dividirse en un ni-
mero de fragmentos pequefios conocidos como cuer-
pos apoptdticos, que consisten esencialmente en cuer-
pos unidos a la membrana que contienen organulos in-
tactos, cromatina, etc. Normalmente las células apop-
téticas y los cuerpos apoptdticos se eliminan rapida-
mente del organismo mediante fagocitosis principal-
mente mediante macrofagos y células dendriticas, an-
tes de que puedan llegar a ser lisadas y liberar sus con-
tenidos intracelulares potencialmente pro-inflamato-
rios.

Los macréfagos que han ingerido células apoptéti-
cas y/o cuerpos apoptéticos parecen inhibir la produc-
cién de citocina pro-inflamatoria (Fadok y col., 1998)
y ademads pueden regular a la baja una respuesta Th-1
en el sistema inmune de un paciente tras la inyeccién
de células o cuerpos apoptdticos, o tras la inyeccién
de células susceptibles a apoptdsis acelerada, en la fa-
gocitosis de las mismas.

Durante la apopt6sis, la fosfatidilserina llega a es-
tar expuesta externamente en la membrana de la cé-
lula [Fadok, V. A., Voelker, D. R., Campbell, P. A.,
Cohen, J. J., Bratton, D. L., Henson, P. M.(1992),
“Exposure of phosphatidylserine on the surface of
apoptotic lymphocytes triggers specific recognition
and removal by macrophages”, Journal of Inmuno-
logy 148:2207-2216] y esta fosfatidilserina expuesta
se une a receptores especificos para mediar la absor-
cién y eliminacién de células apoptéticas en mamife-
ros [Fadok, V. A., Bratton, D. L., Rose, D. M., Pear-
son, A., Exekewitz, R. A. B., Henson, P. M.(2000), “A
receptor for phophatidylserine-specific clearance of
apoptotic cells”, Nature 405:85-90]. La expresion en
superficie de fosfatidilserina en células es un procedi-
miento reconocido de identificacién de células apop-
téticas.

La solicitud de patente internacional PCT/EP99/
03.136, publicacion n® W099/58.645, inventores Gre-
goire, M. Y Barthaleyns, J., describe cuerpos apopt6-
ticos derivados de células tumorales humanas recupe-
rados de la biopsia del tumor de un paciente e indu-
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cidos a apoptdsis, que proporcionan antigenos efica-
ces reconocidos por el sistema inmune. Se recuperan
para ofrecer oportunidades en inmunoterapia antican-
cerosa para mejorar las respuestas celular y humoral
especificas frente a tumores.

Resumen de la invencion

Segin la presente invencién, se usan vesiculas
bioldgicas naturales con membranas que presentan
fosfatidilserina en su superficie de membrana externa
en la fabricacién de un medicamento para aliviar los
sintomas de (i) enfermedades inflamatorias, asi como
de (i) enfermedades mediadas por células T, enfer-
medades de disfuncién endotelial o enfermedades por
expresion de citocina inapropiada en los que estdn im-
plicados citocinas pro-inflamatorias o antiinflamato-
rias. Tales vesiculas, al administrarse a un paciente
mamifero, mimetizardn el proceso de apoptosis con
la consiguiente regulacién a la baja de citocinas pro-
inflamatorias y/o regulacién al alza de citocinas an-
tiinflamatorias. Las células inmunes pueden envolver
las entidades en un procedimiento in vivo parecido a
la apoptosis, con la consiguiente regulacién de bajada
de citocinas pro-inflamatorias y/o regulacién al alza
de citocinas antiinflamatorias. Por consiguiente, estas
vesiculas bioldgicas naturales pueden usarse con pro-
positos terapéuticos, para tratamiento o profilaxis de
un amplio intervalo de enfermedades de mamiferos en
las que estén implicadas citocinas pro-inflamatorias o
antiinflamatorias.

Breve referencia al dibujo

La figura adjunta es una representacion gréfica de
los resultados del ejemplo experimental especifico si-
guiente, concretamente un grafico de la hinchazén to-
tal de la oreja en un modelo de ratén debido a la infla-
macién (hipersensibilidad por contacto) en animales
tratados segun la invencién y animales de control.
Descripcion de las formas de realizacion preferi-
das

Las vesiculas naturales con membranas usadas en
la presente invencion son vesiculas que presentan fos-
fatidilserina (FS) en sus superficies de membrana ex-
terna. Con la introduccién adecuada al organismo del
mamifero, por ejemplo mediante inyeccién intramus-
cular, las células presentadoras de antigeno tales co-
mo macréfagos y células dendriticas parecen buscar
las vesiculas inyectadas y los grupos de FS de las
membranas de las mismas interaccionan con los re-
ceptores de FS en las células presentadoras de antige-
no, dando como resultado un procedimiento similar
a la apoptosis de envolver las vesiculas con la consi-
guiente regulacion de bajada de citocinas inflamato-
rias y/o regulacién al alza de citocinas antiinflamato-
rias.

Vesiculas bioldgicas naturales preferidas especifi-
cas que presentan FS en una superficie de membrana
externa, de interés particular en la presente invencion,
incluyen las siguientes:

Exosomas, que son microvesiculas obtenidas de
células cultivadas y que pueden también producirse in
vivo, por ejemplo, durante la maduracién de reticulo-
citos (véase Trams y col., Biochimica et Physica Ac-
ta, (1981) 645:63-70; y también Johnstone, Biochem.
Cell. Biol., (1982) 70:179-190);

Prostasomas, que son organulos extracelulares ve-
siculares encontrados en plasma seminal (véase Roo-
ney y col., J. Exp. Med., (Mayo 1993) 177:1409-
1420);

Vesiculas de membrana desprendida de forma in-
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ducida o espontdnea, es decir, vesiculas de membrana
desprendida a partir de células como resultado de in-
duccién usando detergentes tales como lisofosfatidil-
colina o espontdneamente (véase Feber y col., Biochi-
mica et Biophysica Acta, (1980) 595:244-256; tam-
bién Emerson y col., The Journal of Immunology,
(agosto 1981) 127(2):482-486);

Procoagulante unido a vesiculas de membrana
plasmatica, es decir actividad similar a la tromboplas-
tina asociada a vesiculas de membrana, que se en-
cuentra por ejemplo en fluido de lavado broncoalveo-
lar y derivado de macréfagos alveolares (véase Ly-
berg y col., Eur. Respir. J., (1990) 3:61-67);

Eritrocitos con pérdida de asimetria de fosfolipi-
dos, es decir eritrocitos con distribucion transbicapa
de fosfolipidos aleatoria, simétrica; estos pueden pro-
ducirse, por ejemplo, mediante el aumento de los ni-
veles de Ca** intracelular (véase Pradham y col., Mo-
lecular Membrane Biology (1994) 11:181-188);

Plaquetas activadas, plaquetas con actividad pro-
coagulante, que se asocian con la reorientacion de FS
desde la zona interna a al externa de la bicapa de
membrana de la plaqueta (véase Bevers y col., Bio-
chimica et Biophysica Acta (1983) 736:57-66); y

Microparticulas derivadas de plaquetas, que son
vesiculas membranosas o microparticulas liberadas
de membranas de plaquetas tras la activacién de las
plaquetas (véase Gilbert y col., The Journal of Bio-
logical Chemistry, (16 de septiembre de 1991) 266
(26):17.261-17.268).

Las mds preferidas entre las vesiculas citadas para
su uso en la presente invencidn son fantasmas eritro-
citarios vueltos del revés, que expresan FS en la su-
perficie externa y glébulos rojos drepanociticos, que
expresan FS en la superficie como parte de la pato-
logia (véase Schroit y col., Biol. Cell (1984) 51:227-
238).

Se proporcionan y se administran a pacientes vesi-
culas biolégicas naturales que presentan FS en una su-
perficie de membrana externa que tienen la propiedad
de mimetizar células apoptdticas y/o cuerpos apoptd-
ticos ya que son fagocitadas por leucocitos del siste-
ma inmune del paciente con los efectos beneficiosos
acompafiantes tales como inhibicién de la liberacion
de citocinas pro-inflamatorias y/o promocion de la li-
beracion de citocinas antiinflamatorias. Estas vesicu-
las naturales son cuerpos tridimensionales que tienen
formas y dimensiones que comprenden desde aque-
llas parecidas a células de mamiferos a formas y di-
mensiones que se aproximan a las de cuerpos apopto-
ticos producidos por apoptésis de células de mamife-
ros y tienen grupos FS en las superficies de membrana
externa de las mismas.

Como se cita anteriormente, se sabe que la FS ex-
puesta en la membrana externa de una célula juega un
papel clave en la eliminacién de linfocitos apopt6ti-
cos por macréfagos. En macréfagos estd presente un
receptor para FS. Un “receptor de fosfatidilserina” o
“receptor FS” es un receptor en una célula presenta-
dora de antigeno (CPA), tal como un macréfago, cu-
ya actividad se bloquea mediante fosfatidilserina so-
luble, monomérica u oligomérico. Se contempla que
el receptor FS pueda estar presente también en otras
CPA, tales como células dendriticas y células B.

En una forma de realizacién preferida en particu-
lar, las vesiculas bioldgicas naturales que presentan
FS en una superficie de membrana externa son fan-
tasmas eritrocitarios. Los eritrocitos (glébulos rojos)
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en su estado natural tienen FS en las superficies in-
ternas de la membrana celular. Si estdn vacias de he-
moglobina y otros contenidos celulares, se conocen
como “fantasmas eritrocitarios” y comprenden efecti-
vamente una vesicula vacia de una membrana eritroci-
taria. Estos fantasmas pueden darse la vuelta median-
te medios fisicos/quimicos tales como sometimiento
a tension oxidativa, sometimiento a energia sonora y
similares, mediante procedimientos conocidos en la
técnica, de modo que presenten FS en la superficie
externa de la membrana mientras que mantienen for-
ma vesicular e integridad de membrana. En Steck, T.
L., 1974 “Preparation of impermeable inside-out and
right-side out vesicles from erythrocyte membranes”,
en: Method in Membrane Biology, Kom, E. D. Ed.,
Plenum Press, Nueva York 2, 245-281, se describen
procedimientos para preparar fantasmas eritrocitarios
vueltos del revés.

Hay dos tipos generales de fantasmas eritrocita-
rios, concretamente fantasmas blancos, en los que la
hemoglobina se elimina de los glébulos rojos sin rup-
tura significativa de la membrana y fantasmas rese-
llados, en los que la membrana se abre, se extraen
los contenidos de la célula y después la membrana se
vuelve a ensamblar y sellar. En el procedimiento de la
presente invencion, puede usarse uno de los dos tipos,
o una mezcla de los dos. La preparacién de fantasmas
blancos se describe en Schow, G., y Passow, H. Mo-
lecular and Cellular Biochemistry, vol. 2, n° 2, 15 de
diciembre de 1973, pags. 197-217. La preparacion de
fantasmas resellados se describe en Bodemann, H. y
Passow, H., J. Membrane Biol., 8, 1-26 (1972) y Roh-
ling, O. y Neidhart, B., Anal. Chem. 1999, 71, 1077-
1082. El origen de los fantasmas eritrocitarios para
la presente invencién deberia ser el mismo o la mis-
ma paciente, o un donante compatible. Pueden usarse
también glébulos rojos compatibles de lineas celula-
res cultivadas.

El uso de plaquetas activadas constituye también
una forma de realizacién preferida de la presente in-
vencion. Se sabe que fosfolipidos tales como FS de
la membrana plasmatica de plaquetas humanas no se
distribuyen de manera homogénea entre las dos mita-
des de la bicapa de membrana. En plaquetas no activa-
das, FS esta presente casi exclusivamente en la zona
interna de la bicapa. La activacién de las plaquetas,
por ejemplo mediante accién simultdnea de trombina
y coldgeno, provoca que la FS se exponga en la super-
ficie externa de la membrana. Dichas plaquetas acti-
vadas son ttiles en los procedimientos de la presente
invencion.

Las vesiculas bioldgicas naturales que presentan
FS en una superficie de membrana externa pueden
administrarse al paciente mediante cualquier medio
adecuado que las ponga en contacto operativo con
componentes activos del sistema inmune del pacien-
te. Preferentemente, las vesiculas estan constituidas
en una suspensioén liquida en un liquido biocompa-
tible tal como solucién salina fisiolgica y adminis-
tradas al paciente via intra-arterial, intravenosa o mas
preferentemente via intramuscular o subcutanea.

Las dosis a administrar de vesiculas bioldgicas na-
turales que presentan FS en una superficie de mem-
brana externa variardn dependiendo de la naturaleza
de la enfermedad del mamifero que se pretenda tra-
tar y de la identidad y caracteristicas del paciente. Es
importante que la cantidad eficaz de vesiculas no sea
perjudicial para el paciente. Las dosis y regimenes ne-
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cesarios son bien conocidos para el médico encarga-
do apropiado. Si se usa la administracién via intra-
arterial, intravenosa, subcutdnea o intramuscular de
una suspension liquida de vesiculas, se prefiere ad-
ministrar, para cada dosis, aproximadamente 0,1-50
ml de liquido, que contenga una cantidad de vesiculas
de membrana que lleven FS naturales segtin la inven-
cién generalmente equivalente a 1%-1000% del nu-
mero de células que se encuentran normalmente en un
volumen equivalente de la misma sangre o el nimero
de cuerpos apoptdticos que puedan generarse de ellas.
Generalmente, el nimero de tales cuerpos por inyec-
cién estd en el intervalo de aproximadamente 500 a
aproximadamente 20.000.000. El nimero puede, sin
embargo, ser cualquiera de 500 a aproximadamente 2
x 10° y preferentemente de 10.000 a aproximadamen-
te 2 x 10°.

Aunque no se pretende que el ambito de la pre-
sente invencion tenga que limitarse a algunas teorias
en particular de su forma de funcionamiento, la si-
guiente se ofrece como una explicacién provisional,
para un mejor entendimiento de los modos y medios
por los que puede ponerse en practica la invencién. Se
postula que las células presentadoras de antigeno del
sistema inmune del paciente, en particular células pre-
sentadoras de antigeno expertas (CPA), que incluyen
macréfagos y células dendriticas, absorben las vesi-
culas bioldgicas naturales que presentan FS en una
superficie de membrana externa, de manera similar al
modo en el que las absorberian células apoptéticas
y cuerpos apoptéticos. Al haber absorbido las vesi-
culas, las CPA inducen una respuesta antiinflamato-
ria que promueve un cambio en la poblacién de cé-
lulas Th con un incremento en la proporcién de cé-
lulas Th2 y/u otras poblaciones de células regulado-
ras/antiinflamatorias (por ejemplo células Trl) y una
disminucién en las células Thl. Las células Th2 y
otras células reguladoras segregan citocinas antiinfla-
matorias tales como interleucina-10, importante para
reducir la inflamacién.

La presente invencién estd indicada para su uso
en profilaxis y tratamiento de una amplia variedad de
enfermedades de mamiferos en las que estd implicada
la funcidn de células T, inflamacién, disfuncién endo-
telial y expresion de citocina inapropiada. Puede se-
leccionarse para el tratamiento un paciente que tenga,
se sospeche que tenga, o sea propenso en particular
a contraer dicha enfermedad. “Tratamiento” significa
una reduccién en los sintomas tal como, pero sin li-
mitarse a, una disminucién en la gravedad o nimero
de sintomas de la enfermedad en particular o limitar
ademads el progreso de los sintomas de la enfermedad.

Respecto a las enfermedades por la funcién de las
células T (mediadas por células T), estas son enferme-
dades autoinmunes que incluyen diabetes, escleroder-
mia, psoriasis y artritis reumatoide. La invencién estd
indicada para el uso con reacciones alérgicas inflama-
torias, enfermedades de reaccién a transplante de 6r-
ganos o células e infecciones microbianas que causen
aumento de las reacciones inflamatorias. Est4 también
indicada para usar como preacondicionamiento frente
a ingestion de venenos, exposicion a productos quimi-
cos téxicos, dafio por radiacion y exposicion a sustan-
cias irritantes transportadas por aire o transportadas
por agua, etc, que causan dafio por inflamacién. Es-
t4 indicada también para enfermedades inflamatorias,
alérgicas y mediadas por células T de 6rganos inter-
nos tales como rifién, higado, corazén, etc.
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Respecto a enfermedades que suponen expresion
de citocina inapropiada para las que estd indicada la
presente invencion, estas incluyen enfermedades neu-
rodegenerativas. Las enfermedades neurodegenerati-
vas, que incluyen sindrome de Down, enfermedad de
Alzheimer y enfermedad de Parkinson, se asocian con
niveles aumentados de ciertas citocinas, que incluyen
interleucina-183 (IL-18)[véase Griffin WST, Stanley,
L. C., Ling, C., White, L., Macleod, V., Perrot, L. HJ.,
White, C. L., Araoz, C., 1989). La interleucina 1 de
cerebro y la inmunorreactividad S-100, estdn eleva-
das en sindrome de Down y enfermedad de Alzhei-
mer (datos de la Academia Nacional de las Ciencias
de EE. UU., 86:7611-7615; Mogi, M., Harada, M.,
Narabayashi, H., Inagaki, H., Minami, M. Nagatsu, T.
(1996)). Los niveles de interleucina (IL)-1 beta, IL-1,
IL-4, IL-6 y factor de crecimiento transformador al-
fa, estan elevados en liquido cefalorraquideo ventri-
cular en parkinsonismo juvenil y enfermedad de Par-
kinson (Neuroscience Letters 211: 13-16). Se ha mos-
trado también que IL-14 inhibe la potenciacién a largo
plazo en el hipocampo [Murray, C. A., Lynch, M. A.
(1998). Evidence that increased hippocampal expres-
sion of the cytokine interleukin-18 is a common trig-
ger for age and stress-induced impairments in long-
term potentiation. Journal of Neuroscience 18: 2974-
2981]. La potenciacién en el hipocampo a largo plazo
es una forma de plasticidad sindptica y se considera
generalmente como un modelo apropiado para la me-
moria y el aprendizaje [Bliss, T. V. P., Collinridge, G.
L., (1993). A synaptic modelo f memory: long-term
potentiation in the hippocampus, Nature 361: 31-39].
Ademads, la expresién de citocina inapropiada en el
cerebro se cree actualmente que estd implicada en el
desarrollo y progresion de enfermedades neurodege-
nerativas.

Ademds, la invencién estd indicada para el trata-
miento y profilaxis de una amplia variedad de enfer-
medades neurodegenerativas y neuroldgicas de ma-
miferos, que incluyen sindrome de Down, enferme-
dad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, demen-
cia senil, depresién, esclerosis multiple, enfermedad
de Huntington, neuropatias periféricas, enfermedades
de la médula espinal, enfermedades de las uniones
neuropdticas, enfermedad desmielinizante inflamato-
ria crénica, neuropatias que incluyen mononeuropa-
tias, polineuropatias, neuropatia sensorial distal simé-
trica, enfermedades de las uniones neuromusculares,
miastenias y esclerosis lateral amiotréfica.

En lo que respecta a enfermedades que suponen
disfuncion endotelial, la presente invencion estd in-
dicada para el tratamiento y profilaxis de una amplia
variedad de tales enfermedades de mamiferos que in-
cluyen, pero no estdn limitadas a, enfermedades car-
diovasculares, tales como aterosclerosis, enfermedad
vascular periférica, fallo cardiaco congestivo, derra-
me cerebral, infarto de miocardio, angina de pecho,
hipertension, etc, enfermedades vasoespdsticas tales
como enfermedad de Raynaud, sindrome X cardia-
co, migrafia, etc y el perjuicio que resulta de la is-
quemia (dafio isquémico o dafio por isquemia-reper-
fusién). En resumen, puede ser sustancialmente cual-
quier enfermedad que resulte de un funcionamiento
inapropiado del endotelio.

La invencién se describe ademds con propdsitos
ilustrativos en los siguientes ejemplos especificos.
Ejemplo

Este ejemplo muestra el efecto de la inyeccion
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de fantasmas eritrocitarios en la oreja hinchada en
el modelo murino con hipersensibilidad por contacto
(CHS). Este es un modelo preclinico bien conocido
y bien aceptado de inflamacién como resultado tras
la regulacién a la baja de células Th-1 o cambio de
fenotipo Th-2.

Se prepararon los fantasmas a partir de sangre con
citrato sédico obtenida de ratones sinérgicos. Se dilu-
y6 la sangre con un volumen igual de tamp6n fosfa-
to isoténico salino helado (PBS) (300 mOsm). Des-
pués de centrifugacion a 2000 rpm durante 5 minutos
a temperatura ambiente, se eliminan el plasma y la
capa leuco-plaquetaria y se lava de nuevo 3 veces con
PBS isoténico frio. Un 50% de la suspensién celular
(v/v) se prepar6 en el tampdn fosfato. Se llevé a cabo
hemolisis afiadiendo 1:15 tamp6n fosfato (20 mOsm).
Esta solucién se dejo en hielo durante 10 minutos. Se
pusieron en libertad los fantasmas incubando las célu-
las a 37 grados C durante 40 minutos. Se centrifuga-
ron después las células durante 5 minutos a 2000 rpm
a temperatura ambiente y se volvieron a suspender en
PBS isoténico.

Se consiguieron de Laboratorios Jackson ratones
hembra BALB/c, 6-8 semanas de edad, que pesaban
22-25 g. Se prepararon fantasmas eritrocitarios segin
lo anterior.

Se asignaron algunos ratones al grupo A, control y
no recibieron inyecciones. Otros ratones se asignaron
al grupo B y recibieron inyecciones de suspensiones
de fantasmas eritrocitarios.

Se llevaron a cabo los experimentos en 7 dfas. El
dia 1 tuvo lugar la sensibilizacién. Para los propdsi-
tos de sensibilizacidn, ratones del grupo B recibieron
sus inyecciones de fantasmas eritrocitarios durante el
dia 1 y fueron anestesiados usando inyeccién intra-
peritoneal (IP) de 0,2 ml de 5 mg/ml de pentobarbital
sddico. Se pulverizé la piel del abdomen del ratén con
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ETOH 70%. Se us6 una cuchilla para eliminar aproxi-
madamente 2,54 centimetros de didmetro de piel del
abdomen. El drea descubierta se pinté con 25 ul de
2,4-dinitrofluorobenceno (DNFB) al 0,5% en aceto-
na:aceite de oliva 4:1 usando una punta de pipeta. Los
ratones control del grupo A se sensibilizaron de forma
similar, en el mismo dia.

En cada uno de los dias 1, 2, 3,4, 5,6,y 7, se
inyectaron los ratones experimentales con fantasmas
eritrocitarios suspendidos en solucidn salina fisiol6gi-
ca, el volumen de 50 ul que contiene aproximadamen-
te 600.000 cuerpos, inyeccién via intramuscular (IM).
El dia 6, tras la inyeccién de cada dia, se estimularon a
los ratones con DNFB de la siguiente manera: se pin-
t6 la superficie dorsal de la oreja derecha con 10 ul
de DNFB 0,2% con una punta de pipeta y se pint6 la
oreja izquierda con 10 ul del vehiculo con una punta
de pipeta.

El dia 7, 24 horas después de la estimulacidn, se
midi6 el espesor de la oreja usando un micrémetro de
resorte Peacock, estando los animales anestesiados lo-
calmente con halotano. Se usé el aumento en la infla-
macién de la oreja como una medida de la respuesta
CHS. El dato se expresa como la diferencia entre el
espesor de la oreja derecha tratada menos el espesor
de la oreja izquierda tratada con el vehiculo, en mi-
crémetros. Los resultados se muestran en la figura ad-
junta, mostrando un grafico de barras la inflamacién
de la oreja total (media de los animales en cada gru-
po). La barra A es el resultado del grupo de control, 1a
barra B de esos animales tratados con las composicio-
nes de fantasmas. La diferencia significativa entre los
dos grupos experimentales se determiné mediante la
prueba t de Student de dos colas. Se consider6 signi-
ficativo un valor de p<0,05. El grupo experimental B
muestra mejora estadisticamente significativa (18%)
sobre el grupo de control, que no recibi6 inyecciones.
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REIVINDICACIONES

1. Uso en la fabricacién de un medicamento para
aliviar los sintomas de (i) enfermedades inflamatorias,
asi como de (ii) enfermedades mediadas por células T,
enfermedades de disfuncién endotelial o enfermeda-
des por expresion de citocina inapropiada, en el que
estan implicadas citocinas pro-inflamatorias o antiin-
flamatorias, de vesiculas bioldgicas naturales que pre-
sentan fosfatidilserina en su superficie de membrana
externa.

2. Uso segtn la reivindicacién 1 en el que las vesi-
culas bioldgicas naturales se seleccionan entre exoso-
mas, prostasomas, vesiculas con membrana despren-
dida de forma inducida o espontdnea, procoagulante
unido a membrana plasmadtica de vesiculas, fantasmas
eritrocitarios vueltos del revés, globulos rojos drepa-
nociticos, eritrocitos con pérdida de asimetria de fos-
folipidos, plaquetas activadas, plaquetas con actividad
procoagulante y microparticulas derivadas de plaque-
tas.

3. Uso segtn la reivindicacion 1 o la reivindica-
cion 2, en el que las vesiculas son fantasmas eritroci-
tarios vueltos del revés.

4. Uso segtn cualquiera de las reivindicacio-
nes precedentes, en el que las vesiculas se usan en
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cantidades de 500-10° por unidad de dosis.

5. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, en el tratamiento o profilaxis de una en-
fermedad autoinmune en el paciente.

6. Uso segtin cualquiera de las reivindicaciones 1-
4, en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad
neurodegenerativa en el paciente.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
4, en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad
por disfuncién endotelial defectiva en el paciente.

8. Uso segun la reivindicacién 3, en el que los fan-
tasmas eritrocitarios se usan en cantidades de 500-10°
por unidad de dosis.

9. Uso segtn cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, para administraciéon mediante inyeccién
intramuscular.

10. Uso segun una cualquiera de las reivindicacio-
nes 1,2,4a7609, en el que las vesiculas biolégicas
naturales son plaquetas activadas.

11. Uso segtin una cualquiera de las reivindicacio-
nes 1,2,4a70609, en el que las vesiculas biol6gicas
naturales son glébulos rojos drepanociticos.

12. Uso segun una cualquiera de las reivindicacio-
nes 1,2,4a7 069, en el que las vesiculas bioldgicas
naturales son exosomas.
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