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@Resumen:

Microvesiculas endoteliales con efecto microbicida.

La presente invenciéon se refiere al uso de las
microvesiculas derivadas de células endoteliales
(MVe) como medicamento, mas especificamente
como antibiodtico. Las MVe de la invencion son Utiles
frente a bacterias Gram+ y Gram-, ademas de frente
a bacterias multirresistentes a antibidticos comunes.
Por lo tanto, la presente invencion también se refiere
a una composicién farmacéutica que comprende las
MVe de la invencion para su uso en el tratamiento de
infecciones bacterianas que se seleccionan
preferentemente de entre cualquiera de las siguientes
sepsis, gangrena, salmonelosis, botulismo, célera,
impétigo, meningitis, neumonia, tétanos, tuberculosis,

gonorrea, sifilis, nefritis y cistitis.
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DESCRIPCION
Microvesiculas endoteliales con efecto microbicida.
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a microvesiculas derivadas de células endoteliales (MVe) con
efecto microbicida y se encuadra dentro del sector farmacéutico, en concreto en el disefio de
nuevos antibioticos.

Antecedentes de lainvencion

La sepsis es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo [1]. The American
College of Chest Physicians y The Society of Critical Care Medicine la definen como sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) ante una infeccion [2]. Este sindrome se caracteriza
por una respuesta sistémica compleja que cursa con un exceso de activacion celular y una
inflamacién incontrolada que lesiona los tejidos y 6érganos propios en respuesta a una infeccion
principalmente de tipo bacteriano. Su forma mas severa puede conducir a choque séptico y
disfuncion multiorganica que causa la muerte del enfermo [3].

A nivel mundial, se registran anualmente de 20 a 30 millones de casos de sepsis, y es la causa
del fallecimiento de 50 personas cada hora. La sepsis afecta anualmente a unas 50.000
personas en Espafa, de las cuales 17.000 mueren. En los ultimos diez afios los casos de
sepsis se han duplicado y los estudios consideran que la tendencia seguira al alza [4].

Algunos de los factores objetivos que explican esta tendencia son el creciente uso de catéteres
y otros equipamientos invasivos, la quimioterapia, la inmunosupresion en pacientes con
trasplantes de 6rganos o enfermedades inflamatorias, y también el incremento de la poblacion
mayor de 65 afios, muchos de los cuales sufren enfermedades cronicas, y, en general, son un
grupo con mayor riesgo de infeccion [5].

A pesar de varias décadas de estudio de esta patologia, el tratamiento estandar de la sepsis
bacteriana sigue siendo la administracion de liquidos y vasopresores para restaurar la presion
arterial y el flujo sanguineo de érganos, la oxigenacion y la administracion de antibiéticos. Esto
tiene un gran coste sanitario, ya que el paciente con sepsis permanece hospitalizado en la UCI.
En Espafia el coste econdmico medio aproximado del tratamiento y hospitalizacion en la UCI
de un paciente con sepsis es de unos 17.000 €, aunque la cifra es muy inferior al coste de otros
paises préximos como Alemania donde asciende a 25.000 - 50.000 € [4].

El uso cada vez mas frecuente de antibioticos de amplio espectro ha dado como resultado un
aumento de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos lo que supone una gran
problematica a nivel mundial [6] y en especial para estos enfermos, ya que no solo se prolonga
la duraciéon de su estancia en la UCI, sino que el efecto sobre la mortalidad es incierto siendo el
tipo de organismo que causa la sepsis determinante del resultado.

El aumento de bacterias resistentes también ha contribuido a que haya aumentado la
frecuencia de casos de sepsis por bacterias Gram positivas (Gram+), ahora casi tan comunes
como las infecciones por Gram negativas (Gram-). Los organismos predominantes causantes
de sepsis son Staphylococcus aureus (20,5%), Pseudomonas (19,9%), Enterobacteriaceae
(principalmente E. coli, 16,0%), y hongos (19%) [7]. Ademas estos organismos son los que
encabezan la lista de la OMS de patdgenos para los que se necesitan nuevos antibiéticos con
prioridad elevada y critica [8].
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Recientes estudios sobre sepsis e infeccion in vivo han observado un gran aumento de MV en
sangre [9-12], Mostefai et al. (2008) [10] observaron que el nimero de MV circulantes aumento
en pacientes sépticos en comparacién con pacientes no sépticos, y concretamente observaron
un gran incremento de MVe en estos pacientes. También se ha observado que los pacientes
con bacteriemia tenian niveles méas elevados de MV circulantes que los sujetos sanos.
Herrmann et al. (2015) [13] investigaron el potencial diagnéstico de las MV derivadas de células
polimorfonucleares (PMN) para diferenciar la sepsis del sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica. Los resultados obtenidos demostraban que las MV sufren cambios fenotipicos en
funcién de estimulos especificos, como la infeccion, que las conduce a un aumento de su
capacidad de agregacién bacteriana. Hasta ahora, es por tanto conocido el incremento de MVs
en sangre cuando existe una infeccion bacteriana, asi como la utilidad de dichas MVs para la
diferenciacion entre distintas patologias de origen bacteriano.

Teniendo en cuenta lo anterior, existe en el estado de la técnica la necesidad de desarrollar
farmacos, preferiblemente antibiéticos, alternativos a los conocidos en el estado de la técnica,
para el tratamiento de infecciones bacterianas en general, donde dichos farmacos sean de
amplio espectro, siendo eficaces también frente a bacterias multirresistentes.

Descripcién de lainvencion

La presente invencién se refiere a MVe que poseen una potente capacidad antimicrobiana
tanto sobre los principales patdégenos implicados en sepsis como en bacterias multirresistentes
a los antibiéticos convencionales. Estas MV causan la destruccion de bacterias pero no afectan
a las células eucariotas. Por lo que la invencion proporciona una aplicacion de estas
microvesiculas para la obtencion de un nuevo médicamente, especificamente un antibidtico.

Las MVe juegan un importante papel en la defensa contra patégenos siendo, por tanto,
beneficiosas al formar parte de la respuesta natural a la infeccion. Esta nueva funcion de las
MV es de gran utilidad diagnostica y también ofrece una amplia variedad de dianas
terapéuticas, asi como una alternativa a los antibiéticos para el tratamiento de patologias
infecciosas como la sepsis. Dicha accion bactericida de las MVe de la invencion se lleva a cabo
incluso a concentraciones fisiolégicas de las mismas, y con una elevada concentracion de
microorganismos, especificamente bacterias, siendo esta accidbn mas patente cuanto mayor
concentracion de MVe se utilice.

Ademads, la actividad antimicrobiana asociada a las MVe de la invencion no es dependiente de
la via del complemento y se muestra muy estable, pues es resistente a la congelacion y a
tratamientos térmicos de hasta 85°C. El tratamiento con las MVe de la invencién no induce
cambios fisiopatoldgicos en las células eucariotas.

Las MVe tienen actividad bactericida tanto frente a bacterias Gram- como frente a bacterias
Gram+. Estos resultados sugieren un papel relevante de las MVe en las patologias infecciosas
como la sepsis, siendo prometedoras dianas terapéuticas para su tratamiento.

Las MV son estructuras derivadas de la membrana celular, de 0.2 a 1.5 pm de didmetro. Las
MV plasmaticas se generan a partir de una gran variedad de tipos celulares: células
endoteliales, leucocitos y plaguetas. Debido a su composicion de proteinas, lipidos y otros
componentes citoplasmicos, las MV pueden transmitir un gran nimero de mensajes entre
células y contribuir a una gran variedad de procesos fisioldgicos y patolégicos [14], incluso se
ha demostrado su funcion como eliminadores de especies reactivas de oxigeno [15].

Este contenido funcional varia segun la célula de origen de la MV y depende también de las
condiciones fisioldgicas y patologicas existentes en el momento de su formacién y secrecion
[16], lo que hace que la definicion de su funcién sea un desafio, ya que las diferentes
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poblaciones de MV pueden tener efectos sinérgicos o incluso efectos opuestos sobre las
células receptoras.

Asi, un primer aspecto de la presente invencion se refiere al uso de MV derivadas de células
endoteliales para la elaboracion de un medicamento. Alternativamente, la presente invencion
se refiere también a MV derivadas de células endoteliales para su uso como medicamento.

El término medicamento, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier
sustancia usada para prevencion, diagndstico, alivio, tratamiento o curacion de enfermedades
en el hombre y los animales. En el contexto de la presente invencion, la enfermedad es una
enfermedad que cursa con infeccion bacteriana.

En una realizacién preferida del uso de las MV de la presenten invencion, éstas se caracterizan
porgue el medicamento es preferiblemente un antibiotico.

En otra realizacion preferida del uso de las MV de la invencién, dicho antibi6tico es efectivo
frente a bacterias Gram+ y Gram-. En otra realizacion mas preferida aun, las bacterias Gram+
se seleccionan de la lista que consiste en: Staphilococcus aureus, Staphilococcus aureus
resistente a meticilina, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes, Clostridium tetani, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus anthracis, Actinomyces israelii; 0 combinaciones de
las mismas, y las bacterias Gram- se seleccionan de la lista que consiste en: Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhi, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussia,
Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Acinetobacter baumannii, Neisseria meningitidis o
combinaciones de las mismas.

En otra realizacion preferida del uso de las MV de la invencion, éstas se caracterizan por que el
medicamento, preferiblemente el antibiético, comprende la fraccion citosélica de las mismas.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere al uso de las MV derivadas de células
endoteliales de la invencién para la elaboracion de un medicamento, preferiblemente un
antibiotico, para el tratamiento de patologias que cursan con infeccion bacteriana.
Alternativamente, la presente invencion se refiere a las MV derivadas de células endoteliales
de la invencion para su uso en el tratamiento de patologias que cursan con infeccion
bacteriana.

En una realizacion preferida, el uso de las MV de la invencién para el tratamiento de patologias
gue cursan con infeccion bacteriana se caracteriza por que dicho medicamento,
preferiblemente un antibidtico, comprende la fraccion citosdlica de las mismas.

El término "tratamiento” tal como se entiende en la presente invencion se refiere a combatir los
efectos causados como consecuencia de una enfermedad o condicion patoldgica de interés en
un sujeto (preferiblemente mamifero, y mas preferiblemente un humano) que incluye:

(i) inhibir la enfermedad o condicién patoldgica, es decir, detener su desarrollo;

(i) aliviar la enfermedad o la condicién patolégica, es decir, causar la regresion de la
enfermedad o la condicién patoldgica o su sintomatologia;

(i) estabilizar la enfermedad o la condicion patoldgica.

A los efectos de la presente invencion el término patologias que cursan con infeccién
bacteriana se refieren a aquellas enfermedades infecciosas causadas por bacterias. En otra
realizacion preferida, las patologias que cursan con infeccion bacteriana se seleccionan de la
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lista que consiste en: sepsis, gangrena, salmonelosis, botulismo, cllera, impétigo, meningitis,
neumonia, tétanos, tuberculosis, gonorrea, sifilis, nefritis y cistitis.

En otra realizacion preferida, la infeccion bacteriana es producida por una bacteria que se
selecciona de la lista que consiste en bacterias Gram+ y Gram-. En otras realizaciones mas
preferidas, las bacterias Gram+ y Gram- se seleccionan de la lista que consiste en cualquiera
de las mencionadas anteriormente a lo largo de la presente invencion, o combinaciones de las
mismas.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion, preferiblemente una
composicion farmacéutica que comprende las MV derivadas de células endoteliales de la
invencion, y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo que debe estar
aprobado por una agencia reguladora del gobierno federal o un gobierno estatal o enumerado
en la Farmacopea Estadounidense o la Farmacopea Europea, u otra farmacopea reconocida
generalmente para su uso en animales, y mas concretamente en humanos.

El término "vehiculo" se refiere a un diluyente, coadyuvante, excipiente o portador con el que se
deben administrar las MVe de la invencion o la composicién que las comprende; obviamente,
dicho vehiculo debe ser compatible con las mismas.

La composicion farmacéutica de la invencién, si se desea, puede contener también, cuando
sea necesario, aditivos para aumentar, controlar o dirigir de otro modo el efecto terapéutico
deseado de las MVe de la invencién, las cuales comprenden dicha composicion farmacéutica,
y/o sustancias auxiliares o0 sustancias farmacéuticamente aceptables, tales como agentes
tamponantes, tensioactivos, codisolventes, conservantes, etc. Dichas sustancias
farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en la composicion farmacéutica de la
invencidn son conocidas, en general, los técnicos en la materia y se usan normalmente en la
elaboracion de composiciones farmacéuticas. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados
se describen, por ejemplo, en "Remington's Pharmaceutical Sciences", de E.W. Martin. Puede
encontrarse informacién adicional sobre dichos vehiculos en cualquier manual de tecnologia
farmacéutica (Farmacia Galénica).

En otra realizacién preferida, la composicion de la invencion puede comprender ademas al
menos un principio activo.

Tal y como se emplea aqui, el término "principio activo", "sustancia activa”, "sustancia
farmacéuticamente activa", "ingrediente activo" o "ingrediente farmacéuticamente activo"
significa cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad farmacoldgica u
otro efecto diferente en el diagnéstico, cura, mitigacion, tratamiento, o prevencion de una
enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del hombre u otros animales. El
término incluye aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la elaboracién del
farmaco y estan presentes en el mismo de una forma modificada prevista que proporciona la
actividad especifica o el efecto.

A efectos de la presente invencion, el principio activo se selecciona de la lista que consiste en:
antibidticos, antiinflamatorios, antipiréticos y analgésicos, mas especificamente los principios
activos se seleccionan de la lista que consiste en &cido acetilsalicilico, diclofenaco,
indometacina, piroxicam, ibuprofeno, naproxeno, dihidrocodeina, dextropropoxifeno, fentanilo,
tramadol, metamizol, paracetamol y/o cualquier combinacion de los anteriores.

La composicion farmacéutica de la invencidn contendra una cantidad terapéuticamente efectiva
o eficaz de las MV de la invencion, mas preferiblemente de la fraccion citosolica de dichas
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MVe, para proporcionar el efecto terapéutico deseado. Tal como se usa en la presente
descripcion, el término "cantidad terapéuticamente efectiva® o "cantidad terapéuticamente
eficaz" se refiere a la cantidad de MVe o de la fraccion citosolica de las mismas contenida en la
composicion farmacéutica que es capaz de producir el efecto terapéutico deseado y, en
general, se determinara, entre otros factores, por el efecto terapéutico deseado que se
persigue. En general, la cantidad terapéuticamente efectiva de MVe o de la fraccién citosdlica
de las mismas que debe administrarse dependera, entre otros factores, de las propias
caracteristicas del sujeto, la gravedad de la enfermedad, la forma de administracion, etc. Por
este motivo, las dosis mencionadas en esta invencion deben tenerse en cuenta sélo como guia
para la persona conocedora de la técnica, que debe ajustar esta dosis dependiendo de los
factores anteriormente descritos. La composicion farmacéutica de la invencién se formulara de
acuerdo con la forma de administracion elegida. La composicion farmacéutica de la invencion
puede preparase en un modo de dosificacién liquido o gel, por ejemplo, en forma de
suspension, para ser inyectada o perfundida al individuo.

La administracién de la composicién farmacéutica de la invencion al individuo se llevara a cabo
por los medios convencionales. Por ejemplo, dicha composicion farmacéutica se puede
administrar a dicho individuo por via intravenosa utilizando los dispositivos adecuados, tales
como jeringas, catéteres (un catéter intravenoso periférico estandar, un catéter venoso central
0 un catéter arterial pulmonar, etc.), trocares, canulas, etc. En todos los casos, la composicion
farmacéutica de la invencion se administrard utilizando los equipos, aparatos y dispositivos
adecuados a la administracion de este tipo de composiciones y conocidos por el experto en la
técnica.

Como entiende el experto en la materia, en ocasiones la administracion directa de la
composicion farmacéutica de la invencién al sitio que se pretende beneficiar puede ser
ventajosa. De este modo, la administracion directa de la composicion farmacéutica de la
invencién al 6rgano o tejido deseado se puede lograr por administracion directa (por inyeccion,
etc.) en la superficie externa del 6rgano o tejido afectado por medio de insercion de un
dispositivo adecuado, e.g., una canula apropiada, por perfusion arterial o venosa (incluyendo
mecanismos de flujo retrégrado) o por otros medios mencionados en esta descripcién o
conocidos en la técnica.

La composicion farmacéutica de la invencion, si se desea, se puede almacenar hasta el
momento de su aplicacion mediante los procedimientos convencionales conocidos por los
técnicos en la materia. Esta composicién farmacéutica también se puede almacenar junto a
medicamentos adicionales, utiles en el tratamiento en enfermedades, en una forma activa que
comprende una terapia combinada.

Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un método de tratamiento de patologias que
cursan con infeccion bacteriana que comprende la administracion a un sujeto aquejado de
dicha patologia, o en necesidad de tratamiento, de una cantidad terapéuticamente eficaz de las
MVe de la invencion o de la composicién de la invencion.

A efectos de la presente invencion el término un "sujeto en necesidad de tratamiento” incluye
aquellos casos que ya tienen el trastorno asi como aquellos en los que el trastorno se va a
prevenir. La administracion puede llevarse a cabo "en combinacion con" uno o mas agentes
terapéuticos incluye la administracion simultanea (concurrente) y consecutiva en cualquier
orden.

En una realizacion preferida del método de tratamiento de la invencion, este se caracteriza por
gue las patologias que cursan con infeccion bacteriana se seleccionan de la lista que consiste
en: sepsis, gangrena, salmonelosis, botulismo, colera, impétigo, meningitis, neumonia, tétanos,
tuberculosis, gonorrea, sifilis, nefritis y cistitis.
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A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se
desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean
limitativos de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1. Valoracion antimicrobiana de las MVe a una concentracion de 100.000 MV/mL sobre S.
aureus a concentraciones de inoculo de 2 x 10* UFC/mL (p<0,001) (A), y 2 x 10" UFC/mL
(p=0,008) (D). Media + SD, n=3. **p<0.01, ***p<0.001. Solo se ha incluido el dato de la
significacion estadistica correspondiente a la Ultima hora del ensayo.

Fig. 2. Valoracion antimicrobiana de las MVe a una concentracion de 100.000 MV/mL sobre P.
aeruginosa a concentraciones de inoculo de 2 x 10?y 2 x 103 UFC/mL (p=0,0075) (A) y 2 x 10?
UFC/mL (p=0,0064) (B). Media + SD, n=3. **p<0.01. Solo se ha incluido el dato de la
significacion estadistica correspondiente a la ultima hora del ensayo.

Fig. 3. Valoracion antimicrobiana de las MVe a concentracion de 500.000 MV/mL (p=0,0048)
(A) y 1.000.000 MV/mL (p<0,001) (B) sobre P. aeruginosa a concentracion de inoculo de 2 x
10?2 UFC/mL. Media + SD, n=3. **p<0.01, ***p<0.001. Solo se ha incluido el dato de la
significacion estadistica correspondiente a la Ultima hora del ensayo.

Fig. 4. Valoracion antimicrobiana de las MVe a una concentracién de 100.000 MV/mL sobre
SARM a concentraciones de inoculo de 2 x 10° UFC/mL (p<0,001) (A) y 2 x 10% UFC/MI
(p=0,0018) (B). Media + SD, n=3. *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001. Solo se ha incluido el dato de
la significacion estadistica correspondiente a la Gltima hora del ensayo.

Fig. 5. Valoracion antimicrobiana de las MVe a concentracion de 500.000 MV/mL sobre SARM
a concentraciones de inoculo de 2 x 10® UFC/mL (p<0,0001) (A) y 2 x 10’ UFC/mL (p=0,0001)
(B). Media + SD, n=3. ***p<0.0001. Solo se ha incluido el dato de la significacion estadistica
correspondiente a la ultima hora del ensayo.

Fig. 6. Valoracion antimicrobiana de las fracciones citosélica y de membrana de las MVe
obtenidas a partir de 500.000 MV/mL sobre S. aureus (2 x 106 UFC/mL) (p<0,0001). Media +
SD, n=3. ****p<(0.0001. Solo se ha incluido el dato de la significacibn estadistica
correspondiente a la Ultima hora del ensayo.

Fig. 7. Valoracion de la capacidad antimicrobiana de las MVe (A) y su fraccién citosdlica (B)
tras su descomplementacion (indicado como C) (p<0,0001). 500.000 MVe/mL. Media + SD,
n=3. ***p<0.0001. Solo se ha incluido el dato de la significacion estadistica correspondiente a
la dltima hora del ensayo.

Fig. 8. Interaccion de las MVe con P. aeruginosa a los 30 min (A). Interaccién de las MVe con
P. aeruginosa a las 4 h (B). Interaccion de las MVe con S. aureus a las 4 h (C). Interaccion de
las MVe con S. aureus a las 20 h (D). Imagenes obtenidas con contraste por interferencia
diferencial (DIC) (1). Imagenes obtenidas al solapar las imagenes de fluorescencia (gris claro
en la figura) y la obtenida con DIC (2).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencidén. Estos
ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser interpretados como
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limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mas
adelante ilustran la invencion sin limitar el campo de aplicacién de la misma.

Materiales y métodos
Cultivo, aislamiento y cuantificacion de MVe

Las células endoteliales de cordon umbilical (HUVEC; nimero de catalogo ATCC. PCS-100-
010) se cultivaron en medio de crecimiento endotelial (EGM) (Lonza, Basilea, Suiza)
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) (Sigma, St. Louis,
EUA) descomplementado. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera con un 5% de
COz y un 95% de humedad.

Las MVe se obtuvieron a partir de los sobrenadantes de dichos cultivos celulares. Se utilizaron
los sobrenadantes del pase 4 al 7 para obtener un pool de MVe jévenes. El aislamiento se
realizé centrifugando los sobrenadantes a 3100 rpm durante 15 min a temperatura ambiente,
seguido de otra centrifugacion a 14000 rpm durante 15 min a 4°C. Después las MV se
resuspendieron en PBS (Sigma, St. Louis, EUA) vy, tras descartar la contaminacion de los
diferentes pases mediante la realizacion de una prueba de contaminacion, incubando una
muestra de cada pase en caldo Luria Bertani (LB) (Conda, Torrején de Ardoz, Espafia) a 37°C
durante 72 h, se unificaron los pases libres de contaminacién y se procedi6 a la cuantificacion
de las MV.

Las MVe se cuantificaron mediante citometria de flujo con el citometro BD FACSCalibur™.
Primero se seleccion6 la poblaciéon de MV en funcion del tamafio (FSC/forward scatter) y
complejidad (SSC/side scatter) utilizando un kit destinado a tal efecto (Flow Cytometry Sub-
Micron Size Reference Kit, Green Fluorescent. Life Technologies, Paisley, RU) que contiene
esferas de diferentes tamafos. Utilizando como referencia las esferas de 0,5 um, 1 pmy 2 pm
se determind en el dot-plot la zona en la que estaban las MV, las cuales tienen un tamafio de
0.2 a 2 ym de didmetro. Los eventos menores de 0,5 um fueron excluidos para distinguir
correctamente los verdaderos eventos del ruido del citdmetro, asi como los eventos mayores
de 2 um para evitar la posible confusion con cuerpos apoptoticos.

Una vez localizadas por su tamafio, se seleccionaron aquellos eventos positivos para Anexina
V (Alexa Fluor 647, Biolegend. San Diego, EUA) y para CD31 (CD31 L133.1 PE, Becton
Dickinson. Franklin Lakes, EUA), ya que al ser MV de origen endotelial son positivas para dicho
marcador.

El nimero absoluto de MV (eventos)/ uL fue determinado usando una concentracién conocida
de Flow Count Calibrator beads de 10 um (Beckman Coulter. Brea, EUA) y siguiendo las
recomendaciones del fabricante de utilizar el software CXP (eventos totales x esferas
estandar/L)/(esferas estandar contadas).

Fraccionamiento de las MVe

Se fraccion6 una muestra de MVe mediante sonicacion y luego se centrifug6é a 50000 rpm
durante 1 h y a 4°C. Asi se consiguié separar el contenido citosdélico y la membrana de las MVe
para valorar, de forma independiente, su capacidad antimicrobiana en los bioensayos.

Cultivos bacterianos y bioensayos

La eleccion del medio de cultivo adecuado para los bioensayos fue un proceso complejo, ya
que las bacterias necesitaban un medio apropiado para su crecimiento 6ptimo y las MVe
también necesitaban un medio apropiado dada su procedencia de células eucariotas. Por ello,
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se probaron las diferentes combinaciones de los medios para establecer la proporcidbn mas
idonea de los mismos para llevar a cabo los bioensayos. Ademas la combinacién elegida se
suplemento con suero fetal bovino (FBS, Fetal Bovine Serum) ya que se observé que de lo
contrario, se reducia la actividad de las MVe.

Los medios de cultivo utilizados para el bioensayo fueron caldo Mueller-Hinton (MFI) 1X
(Scharlau Microbiology, Barcelona, Espafa) y Dulbecco's Modified Eagle Médium (DMEM)
(Sigma, St. Louis, EUA). Se utilizaron solos y también mezclados en distintas proporciones
(50:50, 25:75 y 75:25 VA/). Ademas, en todos los casos el medio de cultivo fue suplementado
con un 10% de FBS. Finalmente, el medio de eleccion para los bioensayos consistio en un 75%
de caldo MFI y un 25% de DMEM, suplementado con un 10% de FBS. Una vez formulado el
medio se realizaron experimentos para conocer la concentracion minima de inoculo a utilizar de
cada microorganismo (Tabla 1).

S. aureus P. aeruginosa SARM

2 x10* UFC/mL 2 x10? UFC/mL 2 x 10° UFC/mL

Tabla 1.- Concentracion minima de inoculo para el crecimiento 6ptimo de los diferentes
microorganismos en el medio de eleccion para los bioensayos (MH:DMEM 75:25 V/V, + 10%
FBS).

Se han utilizado tres microorganismos diferentes: Staphylococcus aureus (CECT 108, Gram
positivo), Pseudomonas aeruginosa (CECT 240, Gram negativo), ambos procedentes de la
Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), y Staphylococcus aureus resistente a meticilina y
otros antibidticos (SARM 10225758) cedido por el Hospital Principe de Asturias (Alcala de
Henares, Espafa). La generacién utilizada de los diferentes microorganismos fue siempre
inferior a la G-5. Para la realizacion de los bioensayos de valoracién antimicrobiana de las
MVe, el cultivo y la preparacion del inoculo de los microorganismos citados anteriormente se
preparo6 de acuerdo a los métodos estandares internacionales 1ISO 20776-1 [18].

Los microorganismos se cultivaron en placas con un medio nutritivo no selectivo, agar de
recuento en placa (PCA, Plate Count Agar) (Scharlau Microbiology. Barcelona, Espafia), a
37°C durante 24 h. Después se resuspendieron varias colonias en caldo Mueller-Hinton 1X
(Scharlau Microbiology. Barcelona, Espafa) y se incub6 a 37°C en agitacion a 110 rpm durante
24 h. Partiendo del caldo anterior, se prepar6 una dilucién del mismo y se midié la absorbancia
con el espectofotometro a 625 nm hasta conseguir una dilucién en el rango de 0.08-0.11 (0.05
McFarland), lo que corresponde a una concentracion de 1 x 108 UFC/mL. A partir de esta
dilucion, se pudo ajustar la concentracion de microorganismo requerida segun el tipo de
microorganismo y el método utilizado para la administracion del inoculo. En este estudio, se
realizaron varias diluciones para obtener los diferentes indculos con concentraciones desde 2 x
102 UFC/mL hasta 2 x 107 UFC/mL.

Los bioensayos se realizaron en placas de 96 pocilios y se utilizdé la placa lectora Ultra
Microplate Reader ELx808 (BioTek. Winooski, EUA) siguiendo un protocolo de lectura de la
absorbancia a 630 nm cada hora durante un total de 20 h, incubacion a 37 °C y agitacion.

MVe: efecto bactericida o bacteriostatico
Después de los bioensayos, también se analiz el efecto que habian tenido las MVe sobre las

bacterias para ver si tenian un efecto bactericida o bacteriostatico. Para ello, se tomaron
muestras de algunos pocilios tras los bioensayos, se pusieron en placas de PCA y se
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incubaron durante 48 h a 37°C. Los resultados mostraron que las MVe, y mas concretamente la
fraccion citosdlica ejercen un efecto bactericida ya que no hay crecimiento en placa.

Microscopia confocal

Las MVe se tifieron con CellTracker CM-Dil (Life Technologies, Paisley, RU) para visualizar su
interaccion con S. aureus y P. aeruginosa. Se observo su interaccion pasados 30 min, alas 4 h
y a las 20 h. La fluorescencia se detecté usando un microscopio confocal Leica TSC SP5
(Leica Microsystems. Wetzlar, Alemania).

Andlisis estadistico

La concentracibn de MVe se obtuvo a partir del analisis de los datos de tres medidas
independientes de la muestra con el programa Cyflogic (version 1.2.1) y el software CXP citado
anteriormente. Los datos de los bioensayos se analizaron con el software de analisis Gen5
(versiéon 2.00) y utilizando la hoja de célculo Microsoft Excel. Cada condicién se realiz6 por
triplicado (n=3) y en los graficos se representa cada punto como media £ SD. El analisis
estadistico se realizd con el programa GraphPad Prism (version 5.00); las diferencias entre
grupos se analizaron utilizando Student's t test y One- way ANOVA. Se ha considerado
significacion estadistica un p<0,05.

Ejemplo 1. Analisis del efecto bactericida de las MVe de la invencion sobre S. aureus.

El estudio de la valoraciéon antimicrobiana de las MVe se realiz6 inicialmente sobre S. aureus.
El primer bioensayo se realizé utilizando un inoculo bacteriano a una concentracién de 2 x 10*
UFC/mL y una concentracion de MVe de 10000 MV/mL, que corresponde a una concentracion
fisioldgica. Los controles crecieron normalmente; sin embargo, no hubo crecimiento bacteriano
en ninguno de los casos en los que se afiadieron MVe. Para corroborar dichos resultados, se
realizé otro bioensayo utilizando la misma concentracibn de MVe e inéculos bacterianos de
diferentes concentraciones, desde 2 x 10* UFC/mL hasta 2 x 10’ UFC/mL. Como se observa en
la Figura 1, no hubo crecimiento bacteriano cuando se afiadieron MVe independientemente de
la concentracion del inoculo (p<0,001), excepto en los que se utilizé6 un inoculo de 2 x 107
UFC/mL. En este caso, se detecté un aumento del numero de microorganismos, por
multiplicacién de los mismos, 12 h més tarde de la entrada del control en fase exponencial de
crecimiento, y, al final del bioensayo (t=20 h) se observé que las MVe inhibieron un 64%
(p=0,008) el crecimiento bacteriano a dicha concentracién de inoculo.

Ejemplo 2. Analisis del efecto bactericida de las MVe de la invencién sobre P. aeruginosa.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos sobre bacterias Gram+, se estudié si las MVe
tenfan el mismo efecto sobre las bacterias Gram-. Para ello, se utilizaron in6culos de P.
aeruginosa a una concentracion de 2 x 102 UFC/mL y de 2 x 10® UFC/mL, y una concentracion
fisiolégica de MVe (10000 MV/mL). Cuando se utilizé un inoculo de 2 x 10° UFC/mL y MVe, el
microorganismo entr6 en fase exponencial a las 10 h, al igual que el control, pero a t=20h las
MVe inhibieron el crecimiento bacteriano un 14% (p=0,0075) (Figura 2A). Cuando se utiliz6 el
inoculo de 1x102 UFC/mL y MVe, el microorganismo entrd en fase exponencial de crecimiento
alas 11 h, al igual que el control, pero a t=20 h las MVe inhibieron el crecimiento bacteriano un
13% (p=0,0064) (Figura 2B). Se realiz6 otro bioensayo utilizando la concentracion mas baja de
inoculo y aumentando la concentracion de MVe 5 (5X) y 10 (10X) veces, para simular los
niveles de MV gue se encuentran en estados patolégicos como la sepsis. Cuando se aumenté
la concentracion de MVe 5 veces, se detectd un aumento del nUmero de microorganismos, por
multiplicacién de los mismos 2 h més tarde de la entrada del control en fase exponencial de
crecimiento, y, a t=20 h las MVe inhibieron un 71% (p=0,0048) el crecimiento bacteriano
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(Figura 3A). Sin embargo, cuando se aumento la concentracion de MVe 10 veces, se produjo
una inhibicion total del crecimiento bacteriano (p<0,001) (Figura 3B).

Ejemplo 3. Andlisis del efecto bactericida de las MVe de la invencién sobre Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM).

Posteriormente, se realizé un bioensayo utilizando SARM, que es un microorganismo de gran
importancia en hospitales por su resistencia a varios antibiéticos y frente al cual se necesitan
nuevas terapias. Se utilizaron in6culos de SARM de 2 x 10° UFC/mL y de 2 x 10° UFC/mL y
una concentracion de MVe de 10000 MV/mL. El crecimiento bacteriano resulto totalmente
inhibido (p<0,001) cuando se utilizé el inoculo de 2 x 10° UFC/mL (Figura 4A). Con el inoculo
de 2 x 108 UFC/mL no hubo inhibicién total, pero el microorganismo entré en fase exponencial
de crecimiento 1 h més tarde que el control, y a t=20 h las MVe inhibieron un 13% (p=0,018) el
crecimiento bacteriano (Figura 4B). Se realiz6 otro bioensayo aumentando la concentracion de
MVe 5 veces y utilizando inéculos de SARM de 2 x 10® UFC/mL y de 2 x 10" UFC/mL. Con
dicha concentracion de MVe hubo una inhibicion total del crecimiento bacteriano en ambos
casos (p<0,001 y p=0,0001) (Figura 5).

Ejemplo 4. Andlisis del efecto bactericida de la fraccion citosélica y la fraccion de membrana
aisladas de las MVe de la invencion sobre S. aureus.

Con el fin de dilucidar en qué fraccion de la MVe reside el mecanismo antimicrobiano, se
realizé un bioensayo afiadiendo, de forma independiente, cada una de las fracciones (citosdlica
y de membrana), separadas previamente por ultracentrifugacion. Se utilizé un inoculo de 2 x
106 UFC/mL de S. aureus y una concentracion de membrana y citosol equivalente a 50000
MV/mL. También se realiz6 un control con 50000 MV/mL para ver si el efecto de las fracciones
individuales era igual que el de las MV enteras. La fraccion citosélica produjo una inhibicion
total del crecimiento bacteriano, al igual que el control con 50000 MV/mL (p<0,0001), mientras
gue la fracciébn de membrana no inhibi6 el crecimiento (Figura 6), aunque lo retraso.

Ejemplo 5. Andlisis de actividad bactericida de las MVe de la invencion via inhibicion del
complemento.

Las MVe contienen y/o llevan asociadas proteinas del sistema del complemento (C1QBP, C3,
C4-A, C5, C6 C9) mecanismo de defensa cuya mision principal es eliminar patégenos de la
circulacion. De hecho, presentan gran cantidad de C3 que es clave en la activacion de las
distintas vias del sistema del complemento [17], lo que sugiere la importancia de éstas MVe en
la defensa contra patdgenos.

Con el fin de elucidar si los efectos microbicidas observados en los ejemplos anteriores eran
debidos a la carga de proteinas del sistema del complemento que contienen éstas MVe se
realiz6 un bioensayo descomplementando a 56 °C durante 30 min el FBS que se le
suplementaba al medio y las propias MVe. Se utiliz6 una concentracién de 10000 MV/mL y un
inoculo de 2 x 10® UFC/mL de S. aureus. Se probaron las diferentes combinaciones posibles:
medio + MVe descomplementadas, medio con FBS descomplementado + MVe, y medio con
FBS descomplementado + MVe descomplementadas, con sus respectivos controles. En todos
los casos en los que habia MVe, tanto normales como descomplementadas, hubo una
inhibicion total del crecimiento bacteriano, mientras que en los controles sin MVe hubo un
crecimiento adecuado (p<0,0001) (Figura 7 A).

Dado que la capacidad antimicrobiana de las MVe reside en el citosol, se realizd otro
bioensayo descomplementando a 56 °C durante 30 min, el FBS y la fraccion citosdlica. Se
utilizé un inoculo de 2 x 10° UFC/mL de S. aureus y una concentracion de citosol equivalente a
10000 MV/mL, y se probaron las mismas combinaciones que en el bioensayo anterior. En
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todos los casos en los que habia citosol, hubo una inhibicién total del crecimiento bacteriano
(p<0,0001), igual al que se observo en los bioensayos con las MVe sin fraccionar (Figura 7B).

Ademas de calentar las MVe a 56 °C para descomplementar, se realizé un tratamiento a 85 °C,
tanto a las MVe como a la fraccion citosdlica, con el fin de testar la su resistencia al calor. Este
tratamiento no afecto a la actividad antimicrobiana de los componentes testados.

Ejemplo 6. Andlisis de la interaccion de las MVe de la invencién con P. aeruginosa y S. aureus.

Finalmente, se visualizé por microscopia confocal la interaccion de las MVe con P. aeruginosa
y S. aureus a diferentes tiempos (30 min, 4 h y 20 h). Se utiliz6 una elevada concentracién
tanto de bacterias como de MV para poder visualizarlas facilmente. Las MVe interaccionan
rapidamente con P. aeruginosa (Figura 8A), y a las 4h se pueden ver grandes acumulos de MV
y bacterias, estando estas uUltimas muertas ya que han perdido su forma caracteristica y se ven
rotas (Figura 8B). A las 20 h P. aeruginosa habia formado un biofilm que estaba
completamente lleno de MVe. En cuanto a S. aureus, las MVe tardan un poco mas tiempo en
interaccionar con el microorganismo, pero a las 4 h ya se observan acimulos de MV y S.
aureus (Figura 8C). A las 20 h se observa que esos acumulos son de mayor tamafio que los
observados a las 4h (Figura 8D). En cada una de las figuras marcadas con 1 se muestra la
imagen obtenida con DIC, en las marcadas con 2 se muestra la imagen de fluorescencia
(CellTracker) y la obtenida con DIC solapadas.
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REIVINDICACIONES

Uso de microvesiculas derivadas de células endoteliales (MVe) para la elaboracién de un
antibiético.

Uso segun la reivindicacion 2 donde el antibidtico es efectivo frente a bacterias Gram+ y
Gram-.

Uso segun la reivindicacion 2 donde las bacterias Gram+ se seleccionan de la lista que
consiste en: Staphilococcus aureus, Staphilococcus aureus resistente a meticilina,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Listeria monocytogenes, Clostridium tetani, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Bacillus anthracis, Actinomyces israelii 0 combinaciones de las mismas;

Uso segun la reivindicacion 2 donde las bacterias Gram- se seleccionan de la lista que
consiste en: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhi, Haemophilus
influenzae, Bordetella pertussia, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, Acinetobacter
baumannii, Neisseria meningitidis o combinaciones de las mismas.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 caracterizado por que el antibiético
comprende la fraccién citosoélica de las MVe.

Uso de MVe para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento de patologias que
cursan con infeccion bacteriana.

Uso segun la reivindicacion 6 caracterizado por que el medicamento comprende la fraccion
citosolica de la MVe.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7 donde el medicamento es un antibiético.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8 donde la infeccién bacteriana es
producida por una bacteria que se selecciona de la lista que consiste en bacterias Gram+ y
Gram-.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 donde las bacterias Gram+ se
seleccionan de la lista que consiste en: Staphilococcus aureus, Staphilococcus aureus
resistente a meticilina, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes, Clostridium tetani, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus anthracis, Actinomyces israelii 0 combinaciones
de las mismas.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 donde las bacterias Gram- se
seleccionan de la lista que consiste en: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Salmonella typhi, Haemophilus influenzae, Bordetella pertussia, Helicobacter pylori,
Legionella pneumophila, Acinetobacter baumannii, Neisseria meningitidis o combinaciones
de las mismas.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11 donde la patologia que cursa con
infeccibn bacteriana se selecciona de la lista que consiste en: sepsis, gangrena,
salmonelosis, botulismo, cdlera, impétigo, meningitis, neumonia, tétanos, tuberculosis,
gonorrea, sifilis, nefritis y cistitis.

Composicion farmacéutica que comprende MVe y al menos un excipiente y/o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

15



10

14.

15.

16.

17.

ES 2724215 Al

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 13 caracterizada por que comprende la
fraccion citosélica de las MVe.

Composicion farmacéutica segun cualquiera de las reivindicaciones 13 a 14 que ademas
comprende al menos un principio activo.

Composicion farmacéutica segun la reivindicacion 15 donde el principio activo se
selecciona de la lista que consiste en: antibidticos, antiinflamatorios, antipiréticos,
analgésicos y/o cualquier combinacion de los mismos.

Composicion farmacéutica segln cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16 donde el
principio activo se selecciona de la lista que consiste en: acido acetilsalicilico, diclofenaco,
indometacina, piroxicam, ibuprofeno, naproxeno, dihidrocodeina, dextropropoxifeno,
fentanilo, tramadol, metamizol, paracetamol, y/o cualquier combinacion de los anteriores.
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OFICINA ESPANOLA
DE PATENTES Y MARCAS

ESPANA

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@) N. solicitud: 201800049
@ Fecha de presentacion de la solicitud: 01.03.2018

@ Fecha de prioridad:

B) mnt.cl..  Ver Hoja Adicional

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas

A ES 2409180 T3 (FRESENIUS MEDICAL CARE DEUTSCHLAND GMBH) 25/06/2013, 1-17
Péagina 3, lineas 18-50; reivindicaciones 1-3.

A ES 2423483 T3 (FRESENIUS MEDICAL CARE DEUTSCHLAND GMBH) 20/09/2013, 1-17
Pagina 3, linea 47 - pagina 4, linea 36; reivindicaciones 1-4.

A ES 2604946 T3 (CRYO-SAVE AG) 10/03/2017, 1-17
Pagina 4, linea 30 - pagina 5, linea 8; reivindicaciones 1-3, 7-9.

A ES 2446301 T3 (THE GENERAL HOSPITAL CORPORATION) 07/03/2014, 1-17

Péagina 3, lineas 13-39.

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la
misma categoria

A: refleja el estado de la técnica

O: referido a divulgacién no escrita

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
de la solicitud

E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones

] para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe
06.07.2018

Examinador Pagina
M. D. Garcia Gravalos 1/2




INFORME DEL ESTADO DE LA TECNICA N de solicitud: 201800049

CLASIFICACION OBJETO DE LA SOLICITUD

A61K35/51 (2015.01)
C12N5/074 (2010.01)
A61P31/00 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

A61K, C12N, A61P

Bases de datos electrénicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, NPL, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, PUBMED, USPTO PATENT DATABASE, GOOGLE PATENTS.
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