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Tl'tuIO: USO DE EXOSOMAS DE LECHE MATERNA COMO VEHICULO DE RADIOISOTOPOS PARA
EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS

@Resumen:

Uso de exosomas de leche materna como vehiculo
de radiois6topos para el diagndstico y tratamiento de
neoplasias.

La invencion se refiere al uso de vesiculas
extracelulares (EVs), preferiblemente exosomas, de
leche preferiblemente materna, tanto humana como
de otras especies, junto con is6topos radiactivos para
visualizar noédulos tumorales y servir asi para el
diagnéstico y/o seguimiento de tumores,
preferiblemente de masas tumorales solidas.
Adicionalmente, la invencién propone el uso de
dichas EVs, preferiblemente exosomas, para terapia
antitumoral, ya que mediante la acumulacién del
radioyodo transportado por las EVs a los tumores se
eliminan los nédulos tumorales de una manera
especifica.
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DESCRIPCION

USO DE EXOSOMAS DE LECHE MATERNA COMO VEHICULO DE
RADIOISOTOPOS PARA EL DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE NEOPLASIAS

La presente invencion se encuadra dentro del campo de la medicina, especificamente
dentro de los métodos teragnosticos (de diagndstico y terapia) de tumores que emplean
vehiculos capaces de transportar especificamente a las zonas neoplasicas farmacos y

agentes de contraste o de visualizacion, preferiblemente isétopos radiactivos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El principal problema para la aplicacion de las terapias antitumorales radica en la
dificultad de transportar eficazmente los agentes terapéuticos a las dianas patoldgicas.
Entre los vehiculos propuestos para superar esta limitacion, los mas populares son las
células de mamiferos y entre ellas, las células madre o células troncales. A diferencia
de otros vehiculos celulares, las células madre mesenquimales 6 MSCS (del inglés
“mesenchymal stem cells”) tienen ciertas caracteristicas que las hacen superiores, como
su capacidad de autorrenovacion, el potencial de diferenciarse a diferentes tipos de
células y su capacidad de migrar e integrarse en areas inflamadas o dafadas, tales
como los tumores. Aunque el mecanismo completo que media este fendmeno aun no
esta claro, se sabe que la liberacién de citoquinas en el estroma tumoral y su interaccion
con receptores de superficie especificos, presentes en las MSCs desempeia un papel
importante en el proceso de migracion de estas células. El uso de MSCs como vehiculos
de diversas terapias se esta desarrollando actualmente, y hay ensayos clinicos en los
que se propone el uso de MSCs derivadas de pacientes como vectores de virus en el

tratamiento de multiples tipos de cancer.

Resultados recientes muestran que la accion terapéutica de las células madre se debe
a la senalizacion paracrina y se cree que estos efectos paracrinos estan mediados
principalmente por vesiculas extracelulares (EVs), incluyendo los exosomas, que

pueden transferir proteinas bioactivas y material genético a las células diana.

Las EVs, incluyendo los exosomas, son vesiculas de tamafio micro o nanométrico
derivadas de células y que transportan acidos nucleicos, proteinas, lipidos y otras

moléculas. Los EVs transfieren material a las células con las que se fusionan y juegan
2
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un papel importante en la comunicacion de célula a célula. Estas vesiculas son
secretadas por una variedad de tipos celulares y recientemente han surgido como
biomarcadores prometedores de una serie de enfermedades humanas que incluyen

cancer y neurodegeneracion, y también como sistemas de suministro de medicamentos.

Por otro lado, el gen del transportador o simportador de yodo y sodio (Na*/I") (NIS) se
expresa en tiroides, donde media la entrada y acumulacién del yodo procedente de la
dieta para la produccién de las hormonas tiroideas T3 y T4. También media el flujo de
yodo en otros tejidos como intestino, estdmago y glandulas salivares para llevar el yodo
a la sangre y posteriormente al tiroides. NIS también se expresa en placenta durante el
embarazo y en la glandula mamaria lactante, en ambos casos para aportar yodo al feto
0 bebé desde la madre. Asi, se ha propuesto que NIS, como proteina transportadora,
puede ser usada para concentrar radioisotopos en el interior celular. Por ello, la
combinacion de NIS y el uso de radiois6topos puede emplearse como reactivo en
técnicas de visualizacion, tales como SPECT o PET con radiois6topos como 231, 124],
125] o 9mTcOs4., y/o como agente terapéutico en radioterapia para eliminar células
tumorales con is6topos como 31, 188ReQ4. 0 2''At (De la Vieja Antonio, Santisteban Pilar,
2018, Endocrine-Related Cancer, Vol. 25, N° 4, R225-R245).

Durante décadas, la terapia con radio-yodo por '3'l ha sido la terapia adyuvante esencial
para el tratamiento del cancer de tiroides, con un éxito considerable y efectos
secundarios relativamente menores en comparacion con otras terapias. La capacidad
de NIS para acumular 3"l es la base de esta terapia y una de las opciones moleculares
preferidas en teragnosis (diagnostico + terapia). En las ultimas décadas, los
radioisétopos translocados por NIS representan uno de los principales avances en
oncologia nuclear terapéutica (Chung, J. K., G. J. Cheon, 2014, Endocrinol Metab, 29(3):
233-239). NIS tiene un papel unico en este proceso, ya que actua como reportero o
como modalidad terapéutica. Es decir, NIS se puede usar como reportero para
imagenes no invasivas por técnicas como PET y SPECT, con el afiadido de que tiene
algunas ventajas sobre otros genes reporteros utilizados mediante estas técnicas, y
ademas tiene mas resolucion y penetracion que los que emplean otras técnicas no

nucleares como serian la bioluminiscencia y fluorescencia.

Sin embargo, uno de los problemas que quedan por resolver es como dirigir este gen

especificamente al area tumoral.
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Se sabe que las células madre mesenquimales humanas (hMSCs) de placenta y sus
exosomas expresan de manera enddégena NIS. Ademas, se ha demostrado que los
exosomas de las MSCs de placenta tienen tropismo por los tumores, al igual que las
células MSCs. Como consecuencia, pueden servir como vehiculos radioacumuladores,
caracteristica que les permite ser utilizados en técnicas de visualizacion o para
radioterapia, si se trata el cancer con '3'l o con cualquier otro radioisétopo teragnéstico
acumulable por NIS (Crespo-Barreda A., et al., 2019, Journal of Extracellular Vesicles,
Vol. 8, N° Supplement 1, 105 — 106; Crespo-Barreda A., et al., 2016, Human Gene
Therapy, Vol. 27, N° 11, pagina A91).

Se estan empleando exosomas e EVs de diversas fuentes para llegar a la zona tumoral.
Agrawal Ashish K. y colaboradores (Agrawal Ashish K., et al., 2017, Nanomedicine, Vol.
13, N° 5, 1627-1636) describieron las ventajas de la administracion oral de exosomas
de leche bovina como vehiculo para transportar paclitaxel a los tumores con una alta
tasa de inhibicion tumoral (60%) y menor toxicidad sistémica e inmunoldgica en
comparacion con la administracion convencional (intravenosa) de paclitaxel, con lo que
aunqgue no se visualiza su llegada, se asume que los exosomas han llegado al tumor,

ejerciendo su efecto antitumoral..

La versatilidad de exosomas de leche como vehiculos de sustancias antitumorales y su
capacidad para llegar a las células tumorales ha sido también descrita en Munagala
Radha, et al., 2016, Cancer Letters, Vol. 371, N° 1, 48-61.

Por ultimo, en el trabajo Tazebay Uygar H., et al., 2000, Nature Medicine, Vol. 6, N° 8,
871-878 los autores muestran que el co-transportador de yodo y sodio hNIS media el
transporte de yodo en lactantes sanos, pero no en no lactantes, al estar presente en la
glandula mamaria, asi como en tumores mamarios. También demuestran que in vivo los
adenocarcinomas mamarios de ratones transgénicos acumulan yodo debido a NIS y
que mas del 80% de las muestras humanas de cancer de mama expresan hNIS. Como
resultado de su trabajo indican que hNIS se expresa en la glandula mamaria lactante y
en ciertas circunstancias en cancer de mama, y que el radioyodo podria acumularse en

dichos tumores.

En resumen, ademas de los efectos secundarios, el principal problema para la aplicacion

de las terapias antitumorales radica en la dificultad de transportar eficazmente los
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agentes terapéuticos a las dianas patoldgicas. Esto pone de manifiesto una clara
necesidad de desarrollar nuevos vehiculos de transporte eficaces y de facil seguimiento,
que permitan visualizar las regiones neoplasicas y asegurar que las terapias alcanzan
los tumores de forma especifica. Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar
nuevas estrategias de vehiculizacién, mas eficaces y seguras, capaces de alcanzar de
manera especifica y homogénea toda la masa tumoral, incluyendo las regiones

hipéxicas centrales, para de esta manera mejorar la teragnosis en tumores.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores de la presente invencion han demostrado que los exosomas y otras
vesiculas extracelulares (EVs) derivadas de leche materna presentan tropismo hacia los
tumores y a su vez expresan altos niveles de NIS endégenamente, incluso mas elevados
que los mostrados por exosomas y otras EVs de células madre mesenquimales (MSCs)
de placenta. Esto permite el acumulo de radiois6topos, preferiblemente isétopos de
radioyoduro (pero también cualquier otro radioisétopo teragndstico acumulable por NIS)
en su interior, posibilitando asi su uso como vehiculo o captador/acumulador de dichos
isotopos radiactivos, especificamente hacia las zonas neoplasicas para su visualizacion

y/o tratamiento.

Asi, la presente invencion propone el uso de exosomas y otras EVs de leche (tanto
humana como de otras especies) junto con isétopos radiactivos (i) para visualizar
nodulos tumorales y servir asi para el diagnéstico y seguimiento de tumores,
preferiblemente de masas tumorales soélidas y del destino de estas EVs, y (ii) para
terapia antitumoral, ya que mediante la acumulacion de radiois6topos acumulables por
NIS (por ejemplo, '*'l) en los tumores se eliminan los nédulos tumorales de una manera
especifica, con la ventaja adicional de que apenas aparecen efectos secundarios debido

a su elevada selectividad tumoral.

Ademas, los inventores también demuestran que los exosomas y otras EVs de leche
también migran hacia las metastasis, por lo que su combinacién con radioisotopos

también serviria para diagnosticar, seguir y tratar metastasis tumorales.

Por tanto, en la presente invencion se demuestra que los exosomas y otras EVs de leche

son un vehiculo o6ptimo que permite transportar y acumular radioisétopos
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especificamente en los tumores, debido a su altisimo tropismo hacia las zonas
tumorales, mientras que no son detectados en otras regiones. Gracias a su expresion
endogena del gen NIS acumulan radioisétopos (principalmente yodados), de manera
que es posible (i) visualizar estos exosomas en las masas tumorales por técnicas de
imagen tales como PET o SPECT, sirviendo esto para el diagndstico de neoplasias y/o
para el seguimiento de las terapias, y (ii) ademas eliminar los tumores por el acumulo
de terapia con radioisétopos acumulables por NIS (tales como '3'l). De hecho, los
ejemplos mostrados mas adelante evidencian, entre otras cosas, que esa acumulacion
de radiois6topos transportables y acumulables por NIS da lugar a reduccion muy

significativa del crecimiento tumoral.

La posibilidad de llevar a cabo el diagnéstico y seguimiento o bien la terapia de tumores
mediante el abordaje aqui propuesto dependera del tipo de radioisétopo que se emplee
junto con el exosoma o vesicula. Asi, por ejemplo, '23[,124], 125] o 9mTcQ,4 pueden
emplearse para visualizacién mediante PET y/o SPECT, mientras que '3'l, 88ReQ4. 0
211At pueden emplearse para terapia, aunque cualquier otro radioisétopo acumulable por

NIS podria ser también empleado en el contexto de la presente invencion.

Las ventajas que supone el objeto de la invencién, frente al empleo de MSCs o sus
exosomas como vehiculo, son que aqui no se emplean células y que las EVs aqui
utilizadas no proceden de células madre, con lo que se evitan conflictos éticos y posibles
efectos perjudiciales (teratogénesis etc.). Ademas, la expresion de NIS enddgena en los
exosomas y otras EVs de leche es mas elevada, y por tanto el efecto teragnéstico mejor,
que en exosomas de MSCs. También debe tenerse en cuenta que en la presente
invencién la sensibilidad alcanza incluso a las metastasis. Se obtiene mayor cantidad
de exosomas y otras vesiculas de la leche que de MSCs de placenta y su método de
obtencion es menos invasivo. Por ultimo, la presente invencion supone un método
barato, reproducible y sencillo que es comun a varias especies y que es de facil

implementacién en clinica.

Por todo ello, un aspecto de la invencién se refiere a una composicion, de ahora en

adelante “composicion de la invencion”, que comprende:
(i) Vesiculas extracelulares (EVs), preferiblemente exosomas,
secretados, y posteriormente aislados, por células que expresan la

proteina NIS, donde dichas EVs, preferiblemente exosomas,
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expresan la proteina NIS, y
(i) al menos un isétopo radiactivo o radioisétopo, preferiblemente pero

no exclusivamente, un isétopo de radioyoduro.

En una realizacion preferida de la composicién de la invencion, ésta comprende los dos
elementos (i) y (ii) por separado. En otra realizacién preferida de la composicion de la
invencion, las EVs, preferiblemente los exosomas, indicados en (i) han sido inyectados

con el isétopo radiactivo indicado en (ii), de manera que lo comprenden internamente.

El “isétopo radiactivo” al que se refiere la presente invencion puede ser cualquier
radioisétopo transportable y acumulable por NIS. Preferiblemente, el isétopo radiactivo
se selecciona de entre los radiois6topos mas habituales transportables y acumulables
por NIS. En una realizacién mas preferida de la composicién de la invencién, el isétopo
radiactivo se selecciona de la lista que consiste en: '3, 123, 124 125] 211At 99mTcQ,.,
188Re0s., ¥ '®F-BF4.. En una realizacién mas preferida, el isétopo radiactivo es (para
terapia) '3'l o (para imagen) *°*"TcO.., aun mas preferiblemente '*'l. El isétopo radiactivo

131] también se denomina RAIl o I-131, o radioyodo.

La “proteina NIS” (del inglés “Sodium/iodide symporter”) o “co-transportador/simportador
de yodo y sodio” media la absorcién de yoduro en células foliculares de la tiroides para
la biosintesis de las hormonas tiroideas (T3 y T4). Dicha proteina también se expresa
en otros tejidos como la mucosa gastrica, las glandulas salivares o el tracto digestivo
para captar el yodo circulante procedente de la dieta. Esta codificada por el gen
denominado SLC5A5 (por Solute Carrier family 5 member 5). Existen 254 ortélogos
de NIS humana en vertebrados, 130 de los cuales se encuentran en mamiferos. Todos
estos ortdlogos tienen potencialmente la capacidad de transportar yoduro dependiente
de sodio asi como cualquiera de los radioisétopos que transporta la proteina NIS
humana. En el caso de las especies humana, varios tipos de primates, rata, raton, cerdo,
ballena, rana, y pez cebra esto esta comprobado experimentalmente. Las regiones de
la proteina implicadas en el transporte de yoduro estan totalmente conservadas en todas
las proteinas ortélogas de NIS humana. Por ello, la proteina NIS a la que se refiere la
presente invencion incluye la proteina NIS humana y cualquiera de sus ortdlogos en
otras especies, preferiblemente en primates (tales como por ejemplo, pero sin limitarnos,
chimpancé o macaco), rata, raton, cerdo, perro, vaca, hamster, ballena, rana y pez

cebra.
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Preferiblemente, la proteina NIS referida en la presente invencion comprende, mas
preferiblemente consiste en, una secuencia aminoacidica que presenta al menos un
55%, 80%, 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99% o 100%
de identidad con la SEQ ID NO: 1 (proteina NIS humana o hNIS) y conserva los

aminoacidos responsables del transporte de yoduro.

En otra realizacion preferida de la composicion de la invencién, la proteina NIS es
humana, mas preferiblemente la proteina NIS humana (hNIS) comprende,

preferiblemente consiste en, la SEQ ID NO: 1.

NIS es una proteina de la membrana plasmatica, por lo que las EVs, preferiblemente los
exosomas, de las células que expresan NIS también comprenderan (expresaran) NIS.
Los métodos para detectar si dichas EVs, preferiblemente exosomas, expresan la
proteina NIS son los comunmente conocidos en la técnica, como por ejemplo western-

blot, técnicas de inmunofluorescencia o ensayos enzimaticos tipo ELISA, entre otros.

Ejemplos de “células que expresan la proteina NIS” son, pero sin limitarnos, células
productoras de la leche materna, células de la placenta (células MSCs de placenta entre
otras), células presentes en los 6rganos donde se expresa endégenamente NIS (tales
como, por ejemplo, pero sin limitarnos, tiroides, estdbmago, intestino, glandulas salivares,
rindn, glandula mamaria lactante, placenta, ovario, trompas de Falopio, etc.), asi como
las lineas celulares generadas artificialmente mediante técnicas de ingenieria genética
para comprender una secuencia de acido nucleico codificante para la proteina NIS,
preferiblemente NIS humana, y donde dichas lineas celulares, por tanto, expresan dicha
proteina. En una realizacién preferida, las células que expresan la proteina NIS a las
que se refiere la presente invencion son células en las que se ha insertado, de manera
artificial mediante técnicas de ingenieria genética, una secuencia de acido nucleico
codificante para la proteina NIS, preferiblemente hNIS. Las células que expresan la

proteina NIS pueden ser procariotas o eucariotas, preferiblemente eucariotas.

Las “vesiculas extracelulares” o “EVs” a las que se refiere la presente invencion son
microvesiculas o nanovesiculas, preferiblemente nanovesiculas, mas preferiblemente
exosomas, secretados por las células. Las EVs son heterogéneas y su contenido es
muy variado, desde ARN, hasta lipidos, glucidos y proteinas, incluso ADN tanto nuclear

como mitocondrial. En general estas vesiculas contienen un gran surtido de proteinas,
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tales como enzimas, elementos del citoesqueleto, factores de transcripcion, proteinas
asociadas integrales de membrana, complejos de histocompatibilidad, etc. Contienen
también distintos tipos de ARN, tales como mensajeros, ARN de interferencia y
pequenos ARN no codificantes, incluso se ha demostrado que algunos de estos ARNm
se pueden traducir a proteinas en las células diana. Los lipidos forman parte de sus
membranas, que pueden contener fosfatidil serina, lisofosfatidilcolina, esfingomielina y
acilcarnitinas. Estas vesiculas estan enriquecidas en colesterol y esfingolipidos. La

liberacion de estas vesiculas por parte de las células puede ser espontanea o inducida.

Los “exosomas” son nanovesiculas extracelulares sdlidas que son liberadas
activamente por las células hacia la matriz extracelular y que contienen mezclas de
proteinas, acidos nucleicos y otras biomoléculas tales como lipidos y/o miRNAs. Los
exosomas se liberan al espacio extracelular tras la fusion de los cuerpos
multivesiculares con la membrana plasmatica. Este mecanismo fue descrito, y el término
“exosoma” acufado, en los afnos 80 del siglo XX. Preferiblemente, los exosomas a los
que se refiere la presente invencién tienen un tamafo de entre 60 y 250 nm, mas

preferiblemente de entre 100 y 185 nm, y presentan una forma redondeada.

En otra realizacion preferida de la composicion de la invencién, las EVs, preferiblemente
los exosomas, secretados por células que expresan la proteina NIS indicados en (i) han

sido aislados de leche, mas preferiblemente leche materna.

Los exosomas de la presente invencién, preferiblemente los exosomas de leche,
expresan la proteina NIS, preferiblemente la proteina NIS humana (hNIS), y mas
preferiblemente ademas expresan, al menos, los marcadores de exosomas ALIX, CD9
y CD63.

Los exosomas de leche se pueden aislar por cualquiera de los métodos conocidos en
el arte para tal fin, por ejemplo, pero sin limitarnos, los descritos en: Drug Dev Ind
Pharm. 2019 Mar;45(3):359-364. doi: 10.1080/03639045.2018.1539743; Reprod
Biol. 2017 Dec;17(4):341-348. doi: 10.1016/j.repbio.2017.09.007.; o J. Vet. Med. Sci.
74(11): 1523-1525, 2012 doi: 10.1292/jvms.12-0032. Por ejemplo, pero sin limitarnos,
dichos exosomas se aislan mediante un primer paso de desengrasado de la leche
materna, previo paso opcional de congelacién/descongelacién de la leche, un segundo

paso en el que se incuba el producto resultante del primer paso con cuajo, durante
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preferiblemente 15 a 20 min, un tercer paso de centrifugacion en el que se retiran los
productos de la protedlisis como la caseina, y un cuarto paso que comprende varias,
preferiblemente dos, ultracentrifugaciones. Finalmente, se puede lavar una o varias

veces, preferiblemente dos veces, el producto resultante.

Las EVs, preferiblemente exosomas, aislados de leche han sido separados, mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica, de otros componentes de la leche, tales

como lipidos, células o debris.

Dentro de las ventajas del uso clinico de las EVs, preferiblemente los exosomas, se
puede destacar que su uso evita la transferencia de células al paciente, las cuales
pueden tener ADN mutado o dafiado. En segundo lugar, y para aplicaciones sistémicas
como podria ser el caso en tratamientos terapéuticos, las EVs son pequenas y circulan
facilmente por el organismo, mientras que en la terapia con células éstas pueden quedar
retenidas ya que son demasiado grandes para circular a través de los capilares y su
paso por algunos 6rganos, como los pulmones, podria causar dafos graves, como seria
una embolia. En tercer lugar, la dosis de EVs administrada puede circular por el

organismo en mayor medida y con mayor facilidad en comparacion con las células.

La “leche” a la que se refiere la presente invencion puede ser leche materna, es decir
leche procedente de una hembra de mamifero que se encuentra en periodo de lactancia,
o bien leche procedente de una hembra de mamifero que no se encuentra en periodo
de lactancia pero en la que se esta estimulando la mama para la produccién de leche y,
por tanto para la expresion de NIS. Preferiblemente, la leche a la que se refiere la
presente invencion es leche materna. La procedencia de dicha leche puede ser de
cualquier hembra de mamifero, por ejemplo, pero sin limitarnos, de las siguientes
especies: humana, vaca, cabra, oveja, dromedario, camello, perro, gato, cerdo, rata, etc.
En una realizacion mas preferida, la leche es leche materna procedente de una hembra
de mamifero que se encuentra en periodo de lactancia. En una realizacion aun mas
preferida, la leche es leche materna procedente de una hembra de humano que se

encuentra en periodo de lactancia.

Los elementos comprendidos en la composicion de la invencion se pueden administrar
de manera simultanea o secuencial, o bien, como se ha explicado anteriormente, las

EVs, preferiblemente los exosomas, comprendidos en dicha composicién pueden ir
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cargados con el radioisétopo, es decir, el radioisétopo se puede haber incorporado en

la EV, preferiblemente en el exosoma.

En otra realizacion preferida, la composicion de la invencidon es una composiciéon
farmacéutica preferiblemente formulada para su administracion intravenosa o

intraperitoneal.

Otro aspecto se refiere al uso de las EVs, preferiblemente exosomas, descritos en la
presente invencion como vehiculo para el transporte y/o acumulacion in vivo de isétopos

radiactivos hacia zonas neoplasicas en un sujeto.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la composicidon de la invencién para su uso
como medicamento, donde dicho medicamento puede ser de uso humano o animal.
Dicho medicamento puede estar destinado al tratamiento, prevencion, diagndstico y/o
seguimiento de neoplasias en un sujeto o bien al seguimiento y visualizacién del

vehiculo (radioisotopo) dentro del organismo del sujeto.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la composicion de la invencion para su uso en
el tratamiento y/o prevencion de neoplasias. En una realizacion preferida de este
aspecto de la invencion, la composicion comprende el isétopo radiactivo '3, 188ReQ4.

y/o?"1At, mas preferiblemente 131].

Dentro del término “neoplasias” empleado en la presente invencién se incluyen tanto los
tumores benignos como los malignos (cancer), asi como las metastasis. Asimismo,
dentro de los tumores malignos, y dentro del ambito de la presente invencion, se

incluyen, pero sin limitarnos, tanto los tumores sélidos como los tumores hematolégicos.

En otra realizacion preferida, la neoplasia a la que se refiere la presente invencién es un
tumor sélido o hematolégico. Mas preferiblemente, el tumor sélido es un cancer. Aun
mas preferiblemente, dicho cancer se selecciona de la lista que consiste en: melanoma,
mieloma multiple, leucemia, linfoma, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer
pulmonar, cancer hepatico, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer gastrico,
cancer colorectal, cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales y cancer de tiroides.
En una realizacién particular, el cancer se selecciona de la lista que consiste en:

melanoma, adenocarcinoma de ovario, cancer de cuello uterino y cancer de tiroides.
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Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicién de la invencion en el

diagnéstico y/o seguimiento in vivo de neoplasias.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicidon de la invencidon como

reactivo o agente de imagen o contraste para la visualizacion de neoplasias en un sujeto.

El término “visualizacion”, tal y como se emplea en la presente invencion, incluye el
diagnéstico y/o el seguimiento de la evolucién de neoplasias en el sujeto, asi como el
seguimiento de la terapia para determinar la seguridad y/o eficacia de la misma. Dicha

visualizacién se realiza preferiblemente in vivo.

El término “diagndstico” se refiere al proceso para identificar la presencia o ausencia de
neoplasias en un sujeto. El término “seguimiento” se refiere al proceso para identificar
los eventos que ocurren durante el curso de las neoplasias, e incluye, pero sin limitarnos,
la determinacion de la presencia o ausencia de metastasis, la determinacién de la
respuesta a un tratamiento terapéutico, asi como la determinacion de la progresion

(empeoramiento) o retroceso (mejora) de la neoplasia.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la visualizacién de

neoplasias se realiza mediante la técnica PET o SPECT.

“‘PET” es la técnica conocida en el estado del arte como tomografia de emision de
positrones. “SPECT” es la técnica conocida en el estado del arte como tomografia
computerizada por emision de fotones unicos. Puesto que son técnicas bien conocidas,
el experto en la materia sabra como aplicarlas segun lo expuesto en la presente

invencion.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la composicion de la
invencion comprende un isétopo radiactivo que se selecciona de la lista que consiste

en; 123, 124] 125] 211AL 9mTcQy,., '8ReOy., y '8F-BF4., preferiblemente 124l y ©°mTcO,..
Si la técnica de visualizacién elegida es PET, la composicion de la invencion

preferiblemente comprende un isétopo radiactivo que se selecciona de la lista que

consiste en: 24|, 211At, 18F-BF,..
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Si la técnica de visualizacién elegida es SPECT, la composicion de la invencion
preferiblemente comprende un isétopo radiactivo que se selecciona de la lista que

consiste en: 13|, 125, 131] 99mTcQ,.y 188ReOy..

En otra realizaciéon preferida, la neoplasia es un tumor sdlido o hematolégico, mas
preferiblemente un cancer, aun mas preferiblemente un cancer seleccionado de la lista
que consiste en: melanoma, mieloma multiple, leucemia, linfoma, cancer de ovario,
cancer de cuello uterino, cancer pulmonar, cancer hepatico, cancer de mama, cancer
de pancreas, cancer gastrico, cancer colorectal, cancer de cabeza y cuello, tumores
cerebrales y cancer de tiroides. En una realizacién particular, el cancer se selecciona de
la lista que consiste en: melanoma, adenocarcinoma de ovario, cancer de cuello uterino

y cancer de tiroides.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de visualizacion de neoplasias in
vivo en un sujeto donde dicho método comprende el uso de la composicién de la
invenciéon. Preferiblemente, dicho método comprende las siguientes etapas: (a)
administrar al sujeto, preferiblemente mediante inyectable, las EVs, preferiblemente los
exosomas, descritos en la presente invencion, (b) administrar al sujeto, simultanea o
secuencialmente a la administracion de la etapa (a), al menos un isétopo radiactivo, a
no ser que éste se haya incorporado previamente dentro de las EVs, en cuyo caso se
hard una unica administracion, en la etapa (a), de las EVs cargadas con el isétopo
radiactivo, y (c) visualizar el destino de las EVs a la neoplasia, examinandose asi la
presencia de neoplasias en el sujeto mediante la identificacion de la localizacion del
is6topo radiactivo administrado en la etapa (a o b). El paso (c) de este método se puede
realizar mediante las técnicas de visualizacion descritas anteriormente en la presente

descripcion.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método para el tratamiento y/o prevencion
de neoplasias en un sujeto, donde dicho método comprende las siguientes etapas: (a)
administrar al sujeto, preferiblemente mediante inyeccion, las EVs, preferiblemente los
exosomas, descritos en la presente invencion, y (b) administrar al sujeto, simultanea o
secuencialmente a la administracion de la etapa (a), al menos un isétopo radiactivo. O
bien dicho método comprende la etapa de administrar al sujeto, preferiblemente
mediante inyeccion intravenosa o intraperitoneal, las EVs preferiblemente los

exosomas, descritos en la presente invencion, donde a dichas EVs se les ha incorporado
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previamente un isétopo radiactivo. En una realizacion preferida de este método, el
is6topo radiactivo se selecciona de la lista que consiste en: ¥, '8ReQ,. y/o 2'"At, mas

preferiblemente 131I.

En otra realizacion preferida de estos métodos, la neoplasia es un tumor sélido o
hematolégico. Mas preferiblemente, el tumor sdlido es un cancer. Aun mas
preferiblemente, un cancer seleccionado de la lista que consiste en: melanoma, mieloma
multiple, leucemia, linfoma, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer pulmonar,
cancer hepatico, cancer de mama, cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer
colorectal, cancer de cabeza y cuello, tumores cerebrales y cancer de tiroides. En una
realizacion particular, el cancer se selecciona de la lista que consiste en: melanoma,

adenocarcinoma de ovario, cancer de cuello uterino y cancer de tiroides.

El término “sujeto”, tal y como se emplea en la presente invencién, se refiere a un
individuo humano o no humano, por ejemplo mamiferos tales como perros, gatos,
caballos, conejos, ratones, vacas, cerdos, ovejas, cobayas, etc. Preferiblemente, el

sujeto al que se refiere la presente invencién es humano.

Alo 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 invencién se
desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invenciéon. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustraciéon, y no se pretende

que sean limitativos de la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Caracterizacion de exosomas derivados de la leche materna humana (LMH).
Exosomas aislados de leche materna humana obtenidos durante las 3?2, 92 y 152
semanas de lactancia. A) Representacion grafica de la distribuciéon del tamafio por
analisis de seguimiento de nanoparticulas (NTA). B) Tabla de distribuciéon de tamafio y
concentracion obtenida por NTA y mediciones de potencial zeta por dispersion dinamica
de luz (DLS). C) Evaluacién de la morfologia de los exosomas mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM), imagenes representativas, barra de escala de 50 nm.

D) Western blot representativo de marcadores de exosomas Alix, CD9 y CD63. E)
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Imagenes de fluorescencia representativas de la captacién de exosomas de LMH en
diferentes tipos de células cancerosas (de izquierda a derecha Hela, B16F10 y 8505C).
Los exosomas se marcaron con una sonda PKH67 y su internalizacion se visualizo

usando un microscopio de fluorescencia (Leica DM4B).

Fig. 2. Caracterizacion de la expresion de hNIS en exosomas de leche materna
humana. Determinacién de la expresiéon de la proteina hNIS mediante western-blot
(panel superior) en exosomas aislados de leche materna recogida a distintas semanas
durante el periodo de lactancia. Se cargaron 50 ug de exosomas en cada pocillo. La
expresion de la proteina hNIS de los exosomas se compard con células control positivas
que expresan NIS (MDCK-hNIS) y negativas que no expresan NIS (MDCK y Hela). Se
cargaron 20 ug de las células control. Se muestran los niveles de expresién de la

proteina actina (panel inferior) como control de carga de las muestras.

Fig. 3. Caracterizacion de la expresion funcional de hNIS en exosomas de leche
materna. Ensayo de la captacion de yodo de células Hela (1x10°) incubadas durante 45
minutos con 20 ug de exosomas aislados de leche materna humana. Tras 48 horas de
incubacién se analizo la captacién/transporte de yoduro al interior celular. El ensayo de
transporte de yoduro se realiz6é en presencia de 20 yM de yoduro (barras negras) o 20
MM de yoduro mas 80 uM de perclorato (barras blancas). El perclorato es un inhibidor
competitivo del transporte de yoduro por NIS. Las células Hela se usaron como control
negativo y las células Hela infectadas con 5 y 50 pfu del adenovirus Ad-CMV-hNIS como
control positivo. La captacidn/transporte se expresa como picomoles y se normaliza para
la cantidad de ADN celular en cada pocillo. Los datos representan la media + SE de al

menos tres experimentos realizados por triplicado.

Fig. 4. Andlisis de la biodistribucion mediante Imagenes de Fluorescencia (FRI) de
exosomas de leche materna marcados con sondas en modelos animales con
tumor. Se utilizaron ratones inmunodeprimidos con tumores subcutaneos producidos
por la inyeccion de 3x108 células tumorales Hela. Cuando los tumores alcanzaron el
tamario aproximado de 0,5 cm? fueron inyectados de forma intravenosa con 20 ug de
exosomas aislados de leche materna humana (LMH) previamente marcados con la
sonda PKH67. Mediante el sistema IVIS lllumina Il se observé sefal fluorescente en los
tumores in vivo. Los ratones fueron sacrificados, distintos tejidos y el tumor separados

y se midi6 la sefial que emitia la sonda en cada tejido con un VIS llumina Il. Se muestran
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imagenes representativas de los tumores de los animales inyectados con la sonda
PKH67 (A superior), o con los exosomas de LMH marcados con la sonda (A inferior).
Finalmente, se cuantifico la sefal con el Software Xenogen-IVIS (B). Los datos

representan la mediazSD de al menos tres muestras de tumores o tejidos.

Fig. 5. Andlisis de la biodistribucion y expresién funcional de NIS in vivo mediante
SPECT-CT. Ratones inmunodeprimidos con tumores subcutaneos producidos por la
inyeccion de 3x108 células tumorales Hela fueron inyectados intravenosamente con PBS
(A), o 20 nug de exosomas de LMH (B). Tras 10 dias los animales fueron inyectados
intraperitonealmente con una dosis de 18,5 MBq de °™TcOs. (pertecnetato) y se
registraron imagenes mediante un nano-SPECT-CT. El circulo blanco indica la posicion

del tumor (T). También se indican la posicidn del estébmago (E), y vejiga (V).

Fig. 6. Potencial terapéutico de los exosomas de leche materna humana. Como
modelo in vivo se utilizaron ratones inmunodeprimidos a los que se implantaron
subcutaneamente 3x10° células tumorales Hela. Cuando el tumor alcanzé el tamafio
aproximado de 100 mm?, a los 7 dias, se separaron aleatoriamente en 2 grupos, en uno
se inyecto intravenosamente PBS (animales control representado con circulos), y en el
segundo grupo 20 pug de exosomas aislados de leche materna humana (Exo LMH)
(representado con cuadrados). Al dia 11 tras la implantacién de células tumorales cada
grupo a su vez se dividi6 en 2 subgrupos aleatoriamente, inyectando de forma
intraperitoneal 200 ul de PBS a los subgrupos no tratados (simbolos con fondo blanco)
o 2 mCi de 'l a los subgrupos tratados (simbolos con fondo negro). Posteriormente, se
realizo el seguimiento del crecimiento de los tumores hasta el dia 30 post-implantacion
de las células tumorales. Se utilizaron 6 animales por subgrupo. Los valores representan
la media + error estandar. El analisis estadistico se realiz6 con un “two-sided Student’s
t-test” y se indica como un *p < 0.05; **p < 0.01; *** p < 0.001. Se indican los resultados
de los ratones inyectados con exosomas y tratados, frente a los inyectados con

exosomas pero no tratados.

Fig. 7. Potencial terapéutico de exosomas de leche materna humana para
diagnéstico y tratamiento de las metastasis. Como modelo in vivo se utilizaron
ratones inmunodeprimidos a los que se implantaron intraperitonealmente (IP) 1x108
células tumorales SKOV3-LUC. Cuando mediante el equipo IVIS-lllumina se observaron

mas de 2 noédulos tumorales, se inyectaron 20 pg de exosomas de LMH
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intraperitonealmente (IP). A) Imagenes de bioluminiscencia de animales con tumores e
inyectados IP con exosomas de LMH (izquierda) o controles (derecha). B) Imagenes de
fluorescencia de animales con tumores e inyectados IP con exosomas de LMH
marcados con sonda fluorescente (izquierda) o controles (derecha). C) Imagenes de
SPECT-CT de ratones a los que se implantaron intraperitonealmente 1x108 células
tumorales SKOV3-LUC y posteriormente 20 ug de exosomas de LMH. Tras 10 dias los
animales fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis de 18,5 MBq de *°™TcOa.
(pertecnetato) y se registraron imagenes mediante un nano-SPECT/CT. D) Imagenes
de SPECT-CT de ratones controles.

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad de los exosomas que expresan la
proteina NIS, preferiblemente de exosomas aislados de leche materna, para transportar
radiois6topos especificamente a zonas neoplasicas en el organismo para su posterior

visualizacién en diagndstico o para su tratamiento terapéutico.

Ejemplo 1. Caracterizacion de los exosomas de leche materna humana (LMH).

Se obtuvieron y aislaron exosomas de leche materna humana (ver Ejemplo 9, Materiales
y métodos) y se procedié a su caracterizacion. Para determinar las condiciones mas
adecuadas de obtencion de exosomas, asi como la validez funcional posterior de dichos
exosomas, se procedio a caracterizar exosomas de leche materna humana (LMH) a las
3, 9 y 15 semanas de lactancia. Mediante el sistema NTA se vio que los exosomas
tienen un rango de distribucion de tamafio algo superior a lo observado en exosomas
de células hPMSCs (MSCs de plancenta humana), y que va principalmente entre 100 y
250 nm, con un tamano promedio de entre 165 a 185 nm, y con un pico maximo de
concentracion principal de exosomas entre 160 a 185 nm (Fig. 1A). La concentracion de
exosomas fue mayor en leche cuando el periodo de lactancia fue mas largo, asi como
un tamafno promedio inferior obtenidos con el analisis de dispersion dinamica de luz
(DLS) (Fig. 1B). Mediante TEM se observé que los exosomas tienen una forma redonda

con un diametro de 140 nm (Fig. 1C).
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La expresion de los marcadores de exosomas como ALIX, CD9 y CD63 se analizé
mediante western-blot (Fig. 1D). Finalmente, se exploré la capacidad de captacion de
exosomas de LMH en varias lineas celulares tumorales de diferente origen: Hela
(cervix), B16F10 (melanoma murino) y 8505C (tiroides) (Fig. 1E). Los exosomas se
marcaron con una sonda de fluorescencia verde de carbocianina lipofilica (PKH67). Los
resultados mostraron que los exosomas de LMH son integrados eficientemente en

diferentes tipos de células tumorales independientemente del origen celular.

Ejemplo 2. Caracterizacion de la expresion de hNIS en exosomas de LMH.

El papel de la expresién de NIS en la glandula mamaria lactante es la acumulacién de
yodo en la leche materna para que pase al bebé lactante y éste tenga yodo para la
sintesis de sus propias hormonas tiroideas. También se ha definido que este yodo
pudiera ejercer un papel protector de infecciones. NIS se expresa en las células de la
glandula mamaria solo durante el periodo de la lactancia materna. Aqui, el objetivo era
determinar si se podian obtener exosomas de leche materna humana durante el periodo
de lactancia, y analizar si esos exosomas tenian expresion endogena de NIS. Mediante
western-blot (Fig. 2) se vio que los exosomas extraidos de LMH efectivamente expresan
NIS independientemente del tiempo de lactancia que llevaran las donantes y dicha

expresion no decaia con el tiempo.

Ejemplo 3. Caracterizacion funcional de NIS en exosomas de leche materna

humana.

El punto critico para usar NIS como herramienta teragnéstica es su capacidad para
acumular isétopos radioactivos. Para determinar la funcionalidad de la expresion
enddgena de NIS se realizaron experimentos in vitro de acumulacién de yoduro

radioactivo (Fig. 3).

Lo mas interesante de los resultados es que las células tumorales Hela con
incorporacion de exosomas aislados de leche materna humana acumulan yoduro a
niveles similares a los obtenidos en el control positivo (Fig. 3). El control son células
Hela, que no expresan endégenamente NIS, infectadas con 5y 50 pfu de un adenovirus
para que expresen NIS (Ad-CMV-hNIS). Estos resultados indican que el hNIS presente

en los exosomas ha sido transferido a la célula diana, quedando incorporado en la
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membrana plasmatica de esta célula, y que es funcional. Estos resultados confirman
que los exosomas de leche materna expresan NIS funcional y sugieren que éstos

podrian usarse como vehiculos terapéuticos.

Ejemplo 4. Biodistribucion de exosomas de LMH en modelos animales con tumor

mediante Imagenes de Fluorescencia.

El siguiente objetivo fue determinar la biodistribucién in vivo de los exosomas de leche
materna en tejidos no tumorales y el posible tropismo hacia tumores. Para esto se
utilizaron técnicas de imagen no invasivas. La primera técnica utilizada fue mediante
imagenes de fluorescencia (FLI, del inglés “Fluorescence imaging”). Para evaluar la
biodistribucion in vivo se utilizaron ratones atimicos en los que se inyectaron
subcutaneamente células tumorales Hela. Una vez el tumor subcutaneo alcanzé un
tamario aproximado de 0,5 cm?, se realizo la administracion intravenosa de 20 ug de
exosomas aislados de leche materna marcados con la sonda fluorescente PKHG67
(Sigma-Aldrich). La sefial emitida por la sonda en los ratones se detecté con un IVIS
llumina Il 24 y 48 horas después de la inyeccién (Fig. 4). Como control experimental se
utilizaron ratones a los que se les administré PBS y/o ratones a los que se les inyecté la

misma cantidad de sonda fluorescente.

Posteriormente, los animales fueron sacrificados, los distintos 6érganos separados y se
cuantifico ex vivo la sefial de cada uno de ellos con el software Xenogen-IVIS. Se vio
que la senal de los exosomas de leche materna se acumula mayoritariamente en los
tumores (Fig. 4). Se observaron sefiales fluorescentes en otros tejidos, aunque en parte
se debe a la retencion de la propia sonda en esos tejidos como se puede observar en
los controles (Fig. 4). El tratamiento con 40 yg de exosomas no dio lugar a una mejora
significativa de la acumulacion en los tumores, pero si a un aumento considerable de la
sefal en otros tejidos no especificos (datos no mostrados). Resultados similares se
obtuvieron al emplear EVs de LMH en lugar de exosomas (datos no mostrados), pero
se eligieron los exosomas para realizar los siguientes experimentos por la mayor pureza

y homogeneidad de las muestras.

Ejemplo 5. Analisis de la biodistribucién de exosomas de LMH in vivo mediante
SPECT-CT.

19



10

15

20

25

30

35

ES 2 861 586 Al

Utilizando el mismo modelo in vivo de tumores subcutaneos producidos por células Hela
de los apartados anteriores, y tras 7 dias de la inyeccion de los exosomas de leche
materna, se inyectdé de forma intraperitoneal a los animales 18,5 MBq de ®°™TcO... La
distribucion del radioisétopo vy, por tanto, de la presencia de NIS in vivo, se obtuvo
mediante un SPECT-CT (Fig. 5). Se puede observar la acumulacién del radiotrazador
en los tumores de los animales tratados con exosomas de LMH (Fig. 5B), y no en los

controles (Fig. 5A).

Se puede ver que esta acumulacién no es tan elevada como ocurre en tejidos como el
estdbmago o la vejiga. Sin embargo, en estos ultimos el trazador, a diferencia de lo que
ocurre en el tumor, esta de paso y no se acumula. La sefial se mantuvo al menos durante
14 dias en el tumor. Por tanto, los exosomas de LMH analizados tienen tropismo natural
por los tumores y el hNIS enddgeno es transferido al tumor demostrando que es

funcional.

Ejemplo 6. Potencial terapéutico de los exosomas de leche materna.

En el apartado anterior se ve que la cantidad de radioisétopo que acumulan los tumores
aparentemente no es muy elevada. Por lo que el siguiente paso fue explorar si esa
expresion es suficiente para una terapia adecuada. Para ello, se utilizé nuevamente el
modelo in vivo de los apartados anteriores. Se probé el efecto terapéutico de la terapia
con radioyodo (RAIl) cuando a los animales con tumor se les inyectaron exosomas
aislados de leche materna humana (Fig. 6). A los 7 dias de la implantacion de las células
tumorales se inyectaron intravenosamente a los animales 20 pg exosomas de leche
materna. En los controles se inyecté PBS. Tras 4 dias de esta inyeccion se realizé el
tratamiento terapéutico con RAI 6 con PBS como control. El tamafio tumoral aproximado
pre-RAI fue de 200 mm3. En los subgrupos donde se inyectaron exosomas y se trataron
con RAI el tumor creci6 algo mas del doble, pero en el resto de grupos, tanto controles
como no tratados con RAl, el tumor crecié mas de 5 - 7,5 veces. Estos resultados ponen
de manifiesto la gran efectividad de la RAI como terapia antitumoral in vivo cuando se

combina con los exosomas de leche materna.

Ejemplo 7. Potencial teragnéstico de los exosomas de leche materna humana en

metastasis.
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Para determinar si los exosomas de LMH se podrian utilizar como agentes teragndsticos
en clinica tanto para el diagnéstico temprano de las metastasis, como para un posible
tratamiento combinado con '3, se utilizd un modelo in vivo multinodular mediante la
implantacién de tumores intraperitonealmente con células SKOV3-LUC. Una vez
observados los tumores mediante bioluminiscencia, se administraron 20 pg de
exosomas de LMH marcados con una sonda fluorescente. Posteriormente, se
adquirieron imagenes de los tumores por bioluminiscencia (Fig. 7A) y del acimulo de
los exosomas por fluorescencia (Fig. 7B). Se ve claramente que estos ultimos se
localizan en los tumores. Finalmente, se analizo si la expresion de NIS procedente de
los exosomas de LMH acumulados en los tumores y en las metastasis era funcional
mediante SPECTCT. Se observo una clara acumulacion del radioisétopo °™TcOa4-en los
nodulos tumorales dispersos en el peritoneo (Fig. 7C y D). Esto confirma el poder

diagnostico (y posiblemente terapéutico) de los exosomas de LMH en metastasis.

Ejemplo 8. Resumen de los resultados.

Se ha identificado y caracterizado la expresién endogena de hNIS en exosomas de

leche materna (Figura 2). Ademas, se ha demostrado:

- Que los exosomas de leche materna migran hacia las células tumorales
mediante pruebas de imagen no radioactivas (Figura 4) y usando pruebas de

imagen con radioisétopos acumulables por NIS (Figura 5).

- Que la transferencia de hNIS desde los exosomas de leche al tumor permite la

acumulacion de radioisotopos acumulables por NIS en el tumor (Figura 5y 6).

- Que esa acumulacién de radioisétopos transportables por NIS con altos niveles
energéticos (en este caso "'l) da lugar a una reduccion muy significativa del

crecimiento tumoral (Figura 6).

- Que los exosomas de leche también migran hacia las metastasis del tumor
(Figura 7) y que son capaces de incorporar radioisotopos transportables por NIS
(Figura 7).

Ejemplo 9. Materiales y métodos.
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9.1. Cultivos celulares y tratamientos

Lineas celulares

Células Hela: las células HeLa (ATCC CCL-2) es una linea celular adherente
inmortalizada que deriva de un adenocarcinoma de cérvix humano. Esta linea celular
fue cultivada y mantenida en DMEM 4,5 g/l de glucosa, suplementado con suero fetal

bovino al 10%, con antibiéticos/antimicéticos al 5% y con 200mM de L-glutamina

Células 8505C: las células 8505C son de un carcinoma de tiroides humano no
diferenciado. Las 8505C fueron cultivadas y mantenidas en medio RPMI-1640 (Lonza)
suplementado con suero fetal bovino al 10%, con antibiéticos antimicéticos al 5% y con
200mM de L-glutamina.

Células B16F10: las células B16F10 son una linea celular de melanoma de raton,
caracterizadas por tener un crecimiento muy rapido y ser altamente invasivas o
metastaticas. Fueron crecidas y mantenidas en medio DMEM 4,5 g/l de glucosa,
suplementado con suero fetal bovino al 10%, con antibiéticos antimicéticos al 5% y con

200mM de L-glutamina, tal como se ha indicado anteriormente.

Mantenimiento de las células en cultivo

Las lineas celulares utilizadas fueron mantenidas en el interior de un incubador al 5%
CO,y a 37°C en diferentes placas de cultivo de 60, 100 y/o 150 cm? de superficie, en
frascos de cultivo de 25, 75 y/o 150 cm? de superficie o en placas multipocillo de 6, 12,
24 ylo 96 pocillos en funcion del objetivo del experimento. Las células fueron crecidas

en condiciones de semi-confluencia y fueron tripsinizadas cada 3-4 dias.

Pase celular

Cuando las células alcanzaron la confluencia, fue necesario pasarlas a otra placa para
permitir que siguieran creciendo. Para ello, se aspir6 el sobrenadante y se lavé la placa
con PBS-EDTA 1X (Lonza), eliminando cualquier resto del suero que pudiera inactivar
la tripsina, se anadié tripsina 0,05% 1X (Lonza) a las células y se dejo actuar durante 3-

5 minutos. Cuando las células estuvieron despegadas, se afiadié medio completo para
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inactivar la tripsina, se recogié todo el medio afadiéndolo en un falcon y se centrifugd a
1000 rpm durante 5 min para que las células precipitasen. Posteriormente, se aspir6 el
sobrenadante, se resuspendio el pellet en medio fresco y se sembré el nimero de
células deseadas en una placa nueva. Para conocer la densidad celular, se depositaron
10 ul de suspension celular en una camara de Neubauer (BRAND®), se hizo el recuento
de células presentes en ella utilizando un microscopio de contraste de fases Leica DMi1

(Leica Microsystmes) y se estimé la concentracién celular.

Congelacion y descongelacion

Después de tripsinizar y centrifugar las células a 1.000 rpm, el pellet se resuspendié en
medio de congelacién, constituido por un 90% de suero fetal bovino o FBS (Lonza) y un
10% dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) y se introdujo en crioviales. La
disminucion de la temperatura durante el proceso de congelacion se realizé de manera
paulatina utilizando contenedores de congelacion (Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1°C
Freezing Containers, ThermoScientific) y depositandolos en el congelador de -80°C.
Transcurridas 48 horas, los crioviales pueden ser transferidos al contenedor de

nitrogeno liquido donde se almacenaran hasta que se requiera su uso.

Para la descongelacion, los crioviales extraidos del nitrégeno liquido se introdujeron
rapidamente en un bafio a 37°C. Cuando el medio de congelacion estaba practicamente
descongelado, se diluyé en medio completo y se centrifugd a 1000 rpm. El pellet celular
se resuspendid en medio completo y se sembrd en una placa o flask de cultivo,

cambiando el medio 24 horas después de la descongelacion.

Vectores adenovirales e infecciones

El vector adenoviral utilizado fue Ad-hNIS (también conocido como Ad10), construido en
base al adenovirus de serotipo 5 y el gen de NIS humano precedido por el promotor de
citomegalovirus (CMV) mediante el sistema AdEasy. El Ad-hNIS fue disefiado y
proporcionado por el Dr. George Vassaux (INSERM, Niza, Francia). EI numero de
particulas virales infectivas por células (pfu/célula) presentes en el medio de cultivo fue

expresado como multiplicidad de infeccion (MOI).
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Para realizar la infeccidon adenoviral, se sembraron las células a la concentracion celular
deseada y se mantuvieron en cultivo 24 horas hasta que la confluencia fuese del 70%.
A continuacion, el Ad-CMV-hNIS fue diluido en medio sin suero a diferentes
multiplicidades de infeccion (5 y 50 pfu), se afiadi a las células y se movioé suavemente
la placa para asegurar que se distribuyera bien por toda la superficie de cultivo. El
volumen utilizado para infectar las células fue 4 del volumen final total en el que se
incuban las células en la placa o pocillo, con el que se consigue que cubra toda la
superficie del cultivo y maximice el numero de interacciones entre los virus y las células.
Las células se incubaron con el medio de infeccion a 37°C durante 45 minutos,
posteriormente se anadido medio fresco completo hasta completar el volumen final total

y se incubaron a 37°C hasta que fueron utilizadas.

El volumen de virus utilizado fue calculado utilizando la siguiente formula:

Volumen virus (ul)= (MOI x numero de células)/(Titulo viral)
Siendo MOI la multiplicidad de infeccion viral, es decir, el niumero de particulas
infeccionas por célula (pfu/célula) a la que se hizo la infeccion y siendo el titulo viral el

numero de particulas virales en 1 ml.

Tratamientos con exosomas

Para los experimentos de captacion e internalizacion de los exosomas in vitro se
emplearon diferentes lineas celulares tumorales HelLa, B16F10 y 8505C. Las células se
sembraron a la densidad deseada, en funcién de la superficie de cultivo utilizada, en
medio DMEM completo y se incubaron durante 16-24 horas a 37°C. Transcurrido ese
tiempo, fueron lavadas dos veces con PBS 1X y se incubaron con diferentes cantidades
de los exosomas de interés o de PBS, en el caso de los controles, diluidas en un
volumen minimo de medio DMEM completo sin exosomas durante 45 minutos a 37°C.
El volumen minimo utilizado permitié cubrir toda la superficie de cultivo y se corresponde
con Y4 del volumen final total en el que se incuban las células en los pocillos o placas de
cultivo empleados. Transcurrido ese tiempo, se realizaron 2 lavados. Se anadié medio
fresco completo sin exosomas y se incubaron 48 horas antes de realizar los
experimentos de interés. Se siguieron diferentes protocolos de administraciéon de
exosomas, afiadiendo una unica dosis 20 ug o de 40 ug de exosomas o afiadiendo dos

dosis seriadas de 20 ug separadas por un intervalo de tiempo de 24 horas.
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9.2. Aislamiento y cuantificacion de los exosomas

Aislamiento de exosomas de LMH

La leche de las diversas donantes fue congelada hasta la extraccion. Para la extraccion,
las muestras se descongelan a 4°C y se elimin6 la grasa mediante doble centrifugacion
a 3000g durante 10 min a temperatura ambiente. A 50 ml del sobrenadante se le
afadieron 500 ul de cuajo y se incubd durante 20 minutos a 37°C. Posteriormente, se
centrifugd a 4°C durante 30 minutos a 50009 para retirar la caseinay los otros productos

de la protedlisis.

El sobrenadante siguié un protocolo similar al del resto de extracciones de exosomas,
en el que se realizé una primera centrifugacion de 30 minutos a 13.000g a 4°C en la que
las EVs quedan en el pellet. Tras una ultracentrifugacion a 100.000 g y 4°C durante 60
minutos, seguida de otros dos lavados con PBS a 135.000g durante 90 minutos, se
obtuvieron los exosomas resuspendidos en HEPES (Centrifuga TL-100 Beckman
Coulter).

Cuantificacion de los exosomas

La cuantificacién de las vesiculas extracelulares aisladas, exosomas y microvesiculas,
se estimé determinando la concentracion de proteina total utilizando el método
colorimétrico basado en el acido bicincénico o BCA (Pierce, Thermo Scientific). Con este
objetivo, se establecié una curva de calibrado o recta patron utilizando concentraciones
conocidas de albumina de suero bovina (BSA) comprendidas en un rango entre 0-8
Mg/ul. La concentracidon de las muestras se determind por triplicado. Para ello, se utilizé
una placa de 96 pocillos, donde se depositaron las muestras correspondientes con los
valores de la recta patrén y/o con las muestras de exosomas y se afadio 200 ul del
reactivo, siguiendo las indicaciones del fabricante. Posteriormente, se incubd en
oscuridad a 37°C durante 30 minutos y se realizé la medida de absorbancia de la placa
a 562 nm utilizando un equipo TECAN ® (SPARK). La concentracion de exosomas se
calculé extrapolando los valores de las absorbancias en la recta patron previamente

establecida.

9.3. Caracterizacion de exosomas
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El andlisis morfoldgico de los exosomas se realizd6 mediante microscopia electrénica de
transmision utilizando un microscopio de transmision T20-FEI (Tecnai, Thermoionic

transmission electron microscope).

La determinacion del tamafo y la concentracion de las vesiculas extracelulares aisladas
se realizaron a través del analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA). Se trata de una
técnica que emplea la dispersién de la luz y el movimiento browniano para obtener la
distribucién de tamario y la concentracion de las particulas en suspension. Para ello, los
exosomas aislados se diluyeron en PBS y se analizaron usando un NanoSight NS500
(Malvern Instruments GmbH) equipado con cuatro laseres a una longitud de onda de
405 nm, 488 nm, 532 nm y 638 nm y una camara sCMOS de alta sensibilidad. Las
muestras se introdujeron manualmente y se grabaron tres videos de 30 segundos a una
velocidad de fotogramas de 25 fotogramas por segundo. El software NTA 3.0 se utilizd
para monitorear particulas individuales a un nivel de camara 10, con el algoritmo de
Ajuste de la Longitud del Tramo Finito o FTLA (Finite Track Lenght Adjustment)
establecido en una longitud minima automatica y un umbral de deteccion con

desenfoque conservador.

El potencial zeta o potencial electrocinético es una media de la magnitud de las
interacciones electrostaticas, repulsion o atraccién, de las particulas. Su medicion
aporta informacién sobre la estabilidad de las particulas y sobre su estado de
agregacion. Para determinar el potencial zeta, se midio la dispersién dinamica de la luz
(DLS). Los exosomas aislados se diluyeron en PBS 1X y se introdujeron en un tubo
fotomultiplicador situado a 90° del haz de luz incidente para su analisis. El equipo
empleado fue un Zetasizer NanoSERIES (Malvern Instruments GmbH) equipado con un

laser de helio/nedn de 20 mW a una longitud de onda de 633 nm.

9.4. Analisis de la expresion proteica

Inmunodeteccidn por western-blot

Esta técnica fue utilizada para analizar la expresion de las diferentes proteinas de

interés.

26



10

15

20

25

30

35

ES 2 861 586 Al

Tras su cuantificacion con el método del BCA como se describe mas arriba, los
exosomas fueron directamente resuspendidos en buffer de carga Laemmli que contenia
DTT (un agente reductor) y se calentaron a 37°C durante 30 minutos ocasionando la
desnaturalizacion de las proteinas antes de cargarse en el gel discontinuo de
poliacrilamida al 9%. El marcador de pesos moleculares empleado fue Prestained
Protein Ladder —Mid-range molecular weight (Abcam). El gel superior o gel concentrador
contuvo un porcentaje bajo de acrilamida constante para cada gel y un pH de 6,8.
Mientras que el gel inferior o separador se caracterizé por poseer un mayor porcentaje
de acrilamida, que oscilara en funcion del tamafio de la proteina que se quiera separar,
y un pH de 8,8. La electroforesis se corrié durante 20-30 minutos a 40V para facilitar la
entrada de las muestras en el gel y posteriormente a 100-120 V, permitiendo que las
muestras migraran hasta que el frente de azul bromofenol presente en el tampén de
carga se saliese del gel. Para realizar la electroforesis se utilizé un sistema vertical Mini-
PROTEAN (Bio Rad). Posteriormente, se realizé la transferencia a 100 V durante 1,5
horas en tampon de transferencia, se bloqueé la membrana durante 1 hora con solucion
de bloqueo, tampon Tween-TBS (T-TBS) con 5% (p/v) de leche desnatada en polvo y
se incubd con el anticuerpo deseado a su concentracién 6ptima en solucion de bloqueo
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavo la membrana con tampén T-TBS
durante 10 minutos y se incubd la membrana con el anticuerpo secundario asociado a
peroxidasa de rabano (HRP) durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se
lavd la membrana 2 veces con T-TBS durante 10 minutos y una vez mas con TBS
durante otros 10 minutos, y se reveld la membrana utilizando un sistema de deteccion
quimioluminiscente con ECL (Amersham Pharmacia Biotech). El sistema de captacion
de imagen utilizado fue el equipo Amersham Imager 680 (GE Healthcare Life Science).
Después de la detecciéon del anticuerpo de interés, las membranas de PVDF fueron
incubadas con una solucion de eliminacién 1X RestoreTM Western Blot Stripping Buffer
en agitacion durante 15 minutos, se bloqued la membrana con solucién de bloqueo
durante 30 minutos y se continud incubando las membranas con los anticuerpos

siguiendo el protocolo anteriormente descrito.
La inmunodeteccion de NIS humana se realizo utilizando el anticuerpo monoclonal anti-
NIS TE2A3 (1:500) generado en raton y como anticuerpo secundario se usé un

anticuerpo anti-IgG de conejo unido a HRP (1:2000; Chemicon International).

Inmunofluorescencia y microscopia confocal
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Para los experimentos de captacion e internalizacion de los exosomas in vitro se
emplearon diferentes lineas celulares tumorales HelLa, B16F10 y 8505C. Se sembraron
2 x 10* células sobre cubreobjetos de 12 mm de didmetro en placas de 24 pocillos
durante 16-24 horas en medio DMEM completo, antes de ser lavadas dos veces con
PBS y ser incubadas con diferentes cantidades (20 pg, 40 ug o 20+20 pg) de los
exosomas en un volumen minimo de medio DMEM completo sin exosomas durante 45
minutos a 37°C. El volumen minimo utilizado permite cubrir toda la superficie de cultivo
y se corresponde con 4 del volumen final total en el que se incuban las células en el
pocillo. A continuacion, se afiadid medio fresco completo sin exosomas y se incubaron
48 horas. Posteriormente, se fijaron las células de los cubreobjetos y se continué con el
protocolo de inmunofluorescencia, para lo cual se incubé con el anticuerpo primario anti-
NIS TE2A3 diluido en PBS-BSACMT a temperatura ambiente en una camara humeda
durante 1 hora, se lavé con PBS tres veces, y se incubd con el anticuerpo secundario
durante 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, se analizd6 la tincidon
inmunofluorescente utilizando un microscopio invertido Nikon ECLIPSE TS100 (Nikon

Instruments Europeam B.V; Amsterdam, Holanda) conectado a una lampara de luz UV.

Ensayo de captacion de yodo

Los ensayos de captacién de yodo permiten analizar la funcionalidad de NIS.

Para los experimentos sobre el estudio in vitro de la funcionalidad de NIS presente en
los exosomas se empled la linea celular HeLa. Tras haber sembrado las células en
placas de 12 pocillos, se incubaron 24 horas a 37°C. Después, se lavaron las células un
par de veces con PBS 1X y se incubaron en un volumen minimo de medio DMEM
completo sin exosomas al cual se afadié una cantidad determinada de los exosomas
durante 45 minutos a 37°C. Transcurrido ese tiempo, se afiadié medio fresco completo
sin exosomas y se incubaron 48 horas. Posteriormente, se continué con el protocolo del

ensayo de captacion.

Dicho ensayo de captacién consistio en la incubacion durante 1 hora a 37°C con PBS
suplementado con 20 uM de IK y 100 pCi 125 I/umol I. Como control adicional para
determinar que el transporte de yoduro se debe especificamente a NIS, se incubaron
las células con la solucion anterior y con 80 pM de NaClO4, compuesto que inhibe

competitivamente el flujo de iones de yodo dependiente de NIS. Cuando el transporte
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de yodo alcanzé el equilibrio, el medio radiactivo fue aspirado, los pocillos lavados dos
veces e incubados con etanol absoluto frio a 4°C durante 20 minutos, para permitir que
el yodo acumulado en las células salga al medio. La radiactividad fue cuantificada en un
contador de centelleo gamma (Wallac Wizard 3’ 1480 Autimatic Gamma Counter, Perkin
Elmer). Para normalizar los valores obtenidos por el niumero de células en cada pocillo,
se precipité el DNA con acido tricloroacético (Sigma-Aldrich) y se cuantificd con el
método de la difenilamina. La captacion de yodo se expresé como pmol de |-/ug de DNA
en el pocillo. Los resultados son la media de al menos 3 experimentos diferentes
realizando en cada experimento triplicados o cuadriplicados de cada una de las

condiciones analizadas.

9.5. Métodos in vivo

Induccion del modelo tumoral in vivo

Para la realizacién de la experimentacion in vivo se emplearon ratones hembras BALB/c
nu/nu de entre 6-8 semanas de edad procedentes de Harlan-Ibérica (Harlan-Ibérica,
Barcelona, Espana). Los animales fueron estabulados y mantenidos en jaulas
individualmente ventiladas (IVC) en condiciones de esterilidad y la comida y agua
proporcionada habia sido previamente esterilizada. Antes de realizar cualquier
procedimiento experimental, los ratones tuvieron cuatro dias para aclimatarse.
Transcurrido ese tiempo, se inyectd subcutaneamente (s.c.) 2 x 108 células HelLa
resuspendidas en 100 pl de PBS para generar tumores subcutaneos en el flanco de los

animales.

El seguimiento del crecimiento tumoral se realizo6 utilizando calibre para medir el ancho
y el largo del tumor cada 2 dias. Se utilizo la siguiente formula para calcular la superficie

del tumor:

V=4/3 * m* a?* b donde a y b son los radios ancho y largo, respectivamente.

Cuando los tumores alcanzaron el tamafo adecuado, en torno a 0,5 cm? de superficie,
los ratones se separaron aleatoriamente en los diferentes grupos experimentales y se
procedié con la experimentacion. Con la finalidad de establecer el tropismo natural in

vivo de los exosomas, se inyectaron diferentes dosis de exosomas (20 ug, 40 ug o
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20+20 ug) resuspendidos en 100 ul de PBS utilizando diferentes vias de administracion
como la intravenosa (i.v) o la intraperitoneal (i.p.) a cada ratéon. Mientras que como

control se administré exclusivamente PBS.

Estudio del tropismo mediante técnicas de imagen molecular

Se emplearon diferentes técnicas de imagen no invasivas, como la imagen por
fluorescencia (FLI) y el SPECT/CT que permitieron realizar el seguimiento y la
localizacion in vivo de los exosomas administrados gracias al marcaje realizado con

sondas fluorescentes y por la expresion enddégena de NIS.

Para realizar la imagen por fluorescencia o FLI (por sus siglas en inglés, Fluorescence
Imaging) fue necesario realizar el marcaje de los exosomas con una sonda fluorescente.
Por ello, se utilizé la sonda fluorescente PKH67 Fluorescent Cell Linker Kit que emite
fluorescencia en el espectro del verde o Claret que emite en el rango del Rojo Lejano
(Sigma-Aldrich). ElI marcaje con la sonda fluorescente se realizd siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los escaneres in vivo se realizaron a las 2, 24, 48, 72 horas

y 7 dias utilizando un IVIS Lumina Il (Xenogen Corporation, EEUU).

Para obtener las imagenes fluorescentes, los animales fueron anestesiados en cajas de
induccién de sellado hermético con una mezcla de oxigeno (1 I/minuto) e isofluorano al
3-4% (ISOVET). Cuando los ratones estuvieron completamente anestesiados, fueron
trasladados al interior del escaner IVIS Lumina Il previamente calentado a 37°C y
colocados sobre boquillas individuales para mantener la anestesia, manteniendo la

administracion de isofluorano en un 2%.

Las adquisiciones se realizaron utilizando filtros de excitacion y emision especificos para
cada zona, siendo necesario tomar una primera captura para eliminar la fluorescencia
del interior del escaner. Las imagenes se realizaron con un tiempo de exposicion de 2
minutos, binning pequefio y un F-Stop de 2. Para los animales o muestras con elevada
intensidad fue necesario disminuir el tiempo de exposicion a 1 minuto o incluso a 30
segundos. Se realizaron dos escaneres de cada animal, en posicion dorsal y en posicion
ventral. Concluidas las adquisiciones, los animales fueron devueltos a sus jaulas IVC
donde se recuperaron de la anestesia. Trascurridos los diversos tiempos, los animales

fueron sacrificados por dislocacion cervical, los érganos procesados y escaneados ex
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vivo. Adicionalmente, fueron analizados utilizando diferentes técnicas, como
bioluminiscencia, inmunofluorescencia o inmunodeteccién, con el objetivo de analizar la
biodistribucion de los exosomas. Los datos fueron adquiridos y analizados con el
software Living Image 4.0 (Xenogen Corporation). La cuantificacion de la sefial de
fluorescencia se realizd delimitando la region de interés o ROI (por sus siglas en inglés,

Region Of Interest) de cada animal u 6érgano durante cada uno de los escaneos.

ElI SPECT/CT es una tecnologia de imagen molecular no invasiva que combina dos
sistemas de imagen, la Tomografia Computerizada por Emisiéon de Fotén Unico
(SPECT) y la Tomografia Computerizada (CT), permitiendo obtener imagenes
tridimensionales (3D) de la biodistribucion del radioisotopo emisor de fotones (emisor
gamma) administrado que se combinaran con las imagenes anatémicas obtenidas al
aplicar rayos X. Para lograr estas imagenes, se utilizd hNIS como herramienta de
visualizacién y un radioisétopo emisor de fotones como el *°™TcQ,, posibilitando la
identificacion de aquellas zonas donde se localiza la expresion de NIS gracias a la
acumulacion de *°mTcO* en ellas. La adquisicion de imagenes se realizé utilizando una
gamma camara que rota alrededor del animal de estudio obteniendo proyecciones o
imagenes bidimensionales (2D) en el plano sagital, coronal y transaxial, esto se debe a
que la camara se utiliza con una rotacion completa de 360 grados para optimizar la
reconstruccion de las imagenes obtenidas. La rotacion se realiza en posiciones
definidas, que generalmente varian entre 3 y 6 grados. Posteriormente, las imagenes o
proyecciones 2D son procesadas y mediante la aplicacién de algoritmos matematicos
se reconstruyen las imagenes o proyecciones 3D, que son fusionadas con las imagenes
de CT aumentando la resolucién espacial del estudio e incrementando la sensibilidad

de la resolucion.

La realizacion de estos experimentos se basé en el uso de la expresion enddégena de
hNIS en los exosomas de leche como herramienta terapéutica. Para ello, fue necesario
inyectar los exosomas de leche en modelos tumorales xenograft en ratones siguiendo
el protocolo anteriormente descrito. Previamente a la administracion del radioisotopo,
los animales recibieron durante 7 dias un tratamiento de L-tirosina (T4) (Sigma-Aldrich)
en el agua a una dosis de 5 mg/l con la finalidad de bloquear la expresion de NIS en el
tiroides de los animales. Los escaneres in vivo se realizaron 7, 10 y 15 dias después de
la inyeccion de los exosomas utilizando un equipo Albira || SPECT/CT de Brucker

(Bruker Medical Gmbh). Para ello, los animales recibieron la administracion

31



10

15

20

25

30

ES 2 861 586 Al

intraperitoneal de 18,5 MBq de *°*™TcO,.resuspendido en 200 ul de PBS. Trascurridos 5
minutos, los animales fueron anestesiados y se introdujeron en el interior del Albira Il
SPECT/CT sobre una cama térmica previamente atemperada a 37°C y se utilizé una
sonda para monitorizar sus constantes vitales. Se realizé el SPECT y el CT del cuerpo
entero del animal, tomando adquisiciones cada 100 segundos. La reconstruccion de las
imagenes para obtener la imagen 3D se realizé utilizando el software MEDISO (MEDISO
Medical Imaging System) y la fusion de las imagenes del SPECT y del CT se realizé
utilizando el software PMDO (Biomedical Image Quantification, PMOD Technologies
LLC). El calculo de la acumulaciéon del radioisétopo °™TcOs. se efectud utilizando el

software in vivo de Scope (Medical Image System).

Estudio del potencial terapéutico de la administracion de '3'I

El estudio del potencial terapéutico de la expresion endégena de hNIS en exosomas de
LMH se realizé administrando '3'l, un isétopo de radioyodo utilizado de manera rutinaria
en los tratamientos de radioterapia de los hospitales. En los experimentos relacionados
con el potencial terapéutico de la expresion, los animales recibieron una inyeccion
intravenosa de exosomas y transcurridos 7 dias se administrd intraperitonealmente 2
mCi de ("*'l)Nal resuspendido en 200 ul de PBS. Previamente a la inyeccién de dicho
isotopo de radioyodo, los animales recibieron un tratamiento de L-tirosina (T4) en el
agua a una concentracion de 5mg/l para minimizar el dano tiroideo debido a la
administracion del radiois6étopo. Para analizar el efecto terapéutico, se realiz6 el
seguimiento del tamafio tumoral cada 2 dias, durante los dias posteriores a la
administracion del radioisotopo midiendo el largo y el ancho de los tumores. El
seguimiento de los animales se realizd durante 42 dias. Los resultados son la media de
al menos 2 experimentos diferentes realizando en cada experimento triplicados o

cuadriplicados de cada una de las condiciones analizadas.
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REIVINDICACIONES

Composicién que comprende:
(i) vesiculas extracelulares, preferiblemente exosomas, secretados por
células que expresan la proteina NIS, donde dichas vesiculas
extracelulares expresan la proteina NIS, y

(i) al menos un isétopo radiactivo.

Composicioén segun la reivindicacién 1, donde las células que expresan la proteina
NIS son células en las que se ha insertado de manera artificial una secuencia de

acido nucleico codificante para la proteina NIS.

Composiciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde el is6topo
radiactivo se selecciona de la lista que consiste en: 131, 123], 124] 125] 211At 99mTcQ,.,
188Re04-, Yy 18F-BF4..

Composicion segun la reivindicaciéon 3, donde el isétopo radiactivo es 13!l 0 9¥™TcO,.

Composicion segun la reivindicacion 4, donde el is6topo radiactivo es 311

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde la proteina NIS

es humana.

Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde las vesiculas
extracelulares, preferiblemente los exosomas, secretados por células que expresan

la proteina NIS han sido aislados de leche.

Composicion segun la reivindicacion 7, donde la leche es leche materna procedente
de una hembra, preferiblemente de humano, que se encuentra en periodo de

lactancia.
Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que es una

composicion farmacéutica preferiblemente formulada para su administracion

intravenosa o intraperitoneal.
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Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso como

medicamento.

Composiciéon segun la reivindicacion 10, para su uso en el tratamiento y/o

prevencion de neoplasias.

Composicién segun la reivindicacion 11, donde dicha composicion comprende el

is6topo radiactivo 131l

Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 11 o0 12, donde la neoplasia

es un tumor solido o hematoldgico.

Composicién segun la reivindicacién 13, donde el tumor sélido es un cancer.

Composicién segun la reivindicacion 14, donde el cancer se selecciona de la lista
que consiste en: melanoma, mieloma multiple, leucemia, linfoma, cancer de ovario,
cancer de cuello uterino, cancer pulmonar, cancer hepatico, cancer de mama,
cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer colorectal, cancer de cabeza y cuello,

tumores cerebrales y cancer de tiroides.

Uso de la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 como agente

de imagen para la visualizacion de neoplasias en un sujeto.

Uso de la composicion segun la reivindicacion 16, donde dicha composicion
comprende un isétopo radiactivo que se selecciona de la lista que consiste en: 23],
124], 125 211AL, 99MTcQy., 188ReQy., y 8F-BF4., preferiblemente 241 y 9¥mTcO,..

Uso de la composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 16 o 17, donde la

neoplasia es un tumor solido o hematologico.

Uso de la composicion segun la reivindicacion 18, donde el tumor soélido es un

cancer.

Uso de la composicion segun la reivindicacion 19, donde el cancer se selecciona de

la lista que consiste en: melanoma, mieloma multiple, leucemia, linfoma, cancer de
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ovario, cancer de cuello uterino, cancer pulmonar, cancer hepatico, cancer de
mama, cancer de pancreas, cancer gastrico, cancer colorectal, cancer de cabeza y

cuello, tumores cerebrales y cancer de tiroides.

. Uso de la composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, donde la

visualizacion de neoplasias se realiza mediante la técnica PET o SPECT.
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Fig. 1 (cont.)
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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