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ABREVIATURAS

2PM: microscopia multifotdnica, del inglés
two-photon microscopy

ACT: terapia adoptiva celular, del inglés
adoptive cell therapy

ADCC: citotoxicidad celular mediada por
anticuerpos, del inglés antibody-dependent
cellular cytotoxicity

ALL: leucemia linfoide aguda, del inglés
acute lymphoid leukemia

AML: leucemia mieloide aguda, del inglés
acute myeloid leukemia

APS: (3-aminopropil)trimetoxisilano

BSA: albumina de suero bovino, del inglés
bovine serum albumin

CAR: receptor de antigeno quimérico, del
inglés chimeric antigen receptor

CCL: ligando de quimioquina CC, del inglés CC
chemokine ligand

CCR: receptor de quimioquina CC, del inglés
CC chemokine receptor

CD: cluster/conjunto de diferenciacion
CME: campo magnético externo
CPA: célula presentadora de antigeno

CTL: linfocito T citotdxico, del inglés cytotoxic
T-lymphocyte

CTLA-4: antigeno 4 del linfocito T citotdxico,
del inglés cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

CXCR: receptor de quimioquina CXC, del
inglés CXC chemokine receptor

DC: célula dendritica, del inglés dendritic cell

DLS: dispersion dinamica de luz, del inglés
dynamic light scattering

DMEM: medio Dulbecco’s Modified Eagle’s

DMSA: dcido dimercaptosuccinico, del inglés
dimercaptosuccinic acid

DTA: andlisis térmico diferencial, del inglés
differential termal analysis

ECAR: tasa de acidificacién extracelular, del
inglés extracellular acidification rate

ECM: matriz extracelular, del
extracellular matrix

inglés

ELISA: ensayo por inmunoadsorcién ligado a
enzimas, del inglés enzyme-linked
immunosorbent assay

FBS: suero fetal bovino, del inglés fetal
bovine serum

FDA: Administracién de Alimentos vy
Medicamentos, del inglés Food and Drug
Administration

FITC: fluoresceina isotiocianato

FTIR: espectroscopia de infrarrojos por
transformada de Fourier, del inglés Fourier-
transform infrared spectroscopy

G418: geneticina

GFP: proteina verde fluorescente, del inglés
green fluorescent protein

HBSS: solucidn salina de Hanks, del inglés
Hanks’ balanced salt solution

HEV: vénulas del endotelio alto, del inglés
high endotelial venules

HLA: antigeno leucocitario humano, del
inglés human leukocytic antigen

ICAM-1: molécula de adhesion intracelular
1, del inglés intercellular adhesion molecule
1

ICI: inhibidor de puntos de control inmune,
del inglés immune checkpoint inhibitor

ICP-OES: plasma de acoplamiento inductivo
acoplado a espectrometria de emisidn dptica
del inglés inductively coupled plasma -
optical emission spectrometry

IFN-y: interferén gamma
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IL- : inter-leuquina

KIR: del inglés killer-cell immunoglobulin-like
receptor

LAK: célula asesina activada por linfoquina,
del inglés limphokine-activated killer cell

LAL: lisado del amebocito limulus

LFA-1: antigeno leucocitico funcional 1, del
inglés, lymphocyte function associated
antigen 1

LN: del inglés lymph node
LPS: lipopolisacarido

Ly49: del inglés killer cell lectin-like receptor
subfamily 49

mayor de
inglés  major

MHC: complejo
histocompatibilidad, del
histocompatibility complex

MNPs: del inglés magnetic nanoparticles

MTOC: centro organizador de microtubulos,
del inglés microtubule-organizing center

NGR: péptido asparagina-glicina-arginina
NK: asesina natural, del inglés natural killer
NL: nédulo linfatico

NP: nanoparticula

NPM: nanoparticula magnética

OCR: tasa de consumo de oxigeno, del inglés
oxygen consumption rate

OVA: ovoalbumina

OVA:s7.264: fragmento peptidico (257-264) de
OVA (SIINFEKL)

PBS: tampdn salino fosfato, del inglés
phosphate buffered saline
PD-1: proteina de muerte celular

programada 1, del inglés programmed cell
death protein 1

PD-L1: ligando 1 de muerte celular
programada 1, del inglés programmed
death-ligand 1

PDI: indice de polidispersidad, del inglés
polydispersity index

PFA: paraformaldehido

PMA: forbol-12-miristato-13-acetato del
inglés phorbol 12-myristate 13-acetate

Pl: yoduro de propidio, del inglés propidium
jodure

RGR: péptido asparagina-glicina-asparagina

RPMI:
Institute

medio Roswell Park Memorial

ROS: especies reactivas de oxigeno, del
inglés reactive oxygen species

S1P: esfingosina-1-fosfato, del
sphingosine-1-phosphate

inglés

S1PR1: receptor 1 esfingosina-1-fosfato, del
inglés sphingosine-1-phosphate receptor 1

SPIM: microscopia de iluminacidn selectiva
de planos, del inglés selective plane
illumination microscopy

TA: temperatura ambiente

TAA: antigeno tumoral, del inglés tumor-
associated antigen

TBS: tampon tris salino, del inglés tris-
buffered saline

TCR: receptor de células T, del inglés T-cell
receptor

TEM: microscopia electronica de
transmisién, del inglés transmission
electronic microscopy

TG: termogravimétrico

TGF-B: factor de crecimiento transformante-
beta, del inglés transforming growth factor-
8

TIL: linfocito infiltrado en tumor, del inglés
lymphocyte infiltrating tumor



TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa, del
inglés tumor necrosis factor-o

TRAIL: ligando inductor de la apoptosis
relacionado con el factor de necrosis
tumoral, del inglés tumor necrosis factor—
related apoptosis-inducing ligand

TRITC: tetrametilrodamina isotiocianato

VEGF: factor de crecimiento del endotelio
vascular, del inglés vascular endothelium
growth factor

VLA-4: antigeno de activacidon muy tardia 4,
del inglés very late antigen-4

WGA: aglutinina de germen de trigo del
inglés wheat germ agglutinin
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La transferencia adoptiva celular, un tipo de inmunoterapia antitumoral muy prometedora,
utiliza células inmunes de un paciente o donante, que pueden ser modificadas y expandidas ex
vivo y reinfundidas de nuevo en el paciente, con el fin de que migren al tumor y medien su
destruccién. Sin embargo, una de sus principales limitaciones es el trafico ineficiente de células
efectoras y el pequefio porcentaje de las mismas que consigue mantenerse activo y migrar e
infiltrarse en el tumor. Actualmente existen diversas estrategias destinadas a derribar las
barreras que restringen la entrada eficiente de las células efectoras en el ambiente tumoral. Sin
embargo, seria de gran interés una aproximacién mas general, con el objetivo de mejorar y

facilitar la migracion de células inmunes activas de manera especifica hacia cualquier tumor.

En esta tesis nos propusimos analizar si era posible mejorar la retencion de células linfoides
mediante la utilizacion combinada de nanoparticulas magnéticas y la aplicacion de un campo
magnético externo, para promover su acumulacion e infiltracién en el tumor. Hemos observado
que, a diferencia de otros tipos celulares (macrdofagos o células tumorales), las células linfoides,
como células T o NK, son incapaces de internalizar estas nanoparticulas, las cuales permanecen
en asociacion con la membrana plasmatica, sin causar toxicidad. La presencia de nanoparticulas
magnéticas en las células T, asi como la aplicacion especifica de un campo magnético externo,
aumenta su retencién en nédulos linfaticos, lo que podria ser util en algunas patologias como
ciertos desordenes autoinmunes. Las células linfoides con actividad citolitica como células T
CD8* y NKs son capaces de preservar su funcién antitumoral in vitro en asociacién con
nanoparticulas magnéticas. De igual manera, la asociacién de estas nanoparticulas con células T
CD8* citotdxicas no afecta tampoco a su capacidad antitumoral in vivo, asi como a su migracion
e infiltracion en el tumor en un modelo in vivo. En un modelo murino tumoral, donde el tumor

expresa un antigeno de OVA (OVA257-264), la aplicacidon de un iman sobre el tumor durante, y

después, de la transferencia adoptiva de células T CD8* que expresan un receptor transgénico
especifico del péptido y estan asociadas con nanoparticulas magnéticas, no produjo un
incremento significativo en la infiltracion de dichas células en el tumor en comparacién con la
transferencia de las mismas sin la aplicacion del iman. Sin embargo, indujo una mayor activaciéon
de dichas células T CD8* (mayor expresion de CD25 e IFN-y) sobre todo en comparacién con la
transferencia de las células sin nanoparticulas, y promovid, ademads, una mayor acumulacién de
estas células T CD8* especificas y mas activadas en el nédulo linfatico que drena el tumor. Los
resultados nos permiten concluir que las nanoparticulas magnéticas, asi como su localizacién
especifica mediante el uso de campos magnéticos externos, pueden servir como plataforma

para resolver algunas de las limitaciones, tales como la baja eficiencia en el trafico linfocitario,

que presentan algunas inmunoterapias antitumorales actuales.
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Adoptive cell transfer therapy is a promising antitumour immunotherapy that uses immune
cells, originated from a patient or a donor, that can be modified and expanded ex vivo and
reinfused again into the patient, so that they can migrate to the tumour and destroy it. However,
one of its main limitations is the inefficient trafficking of effector cells and the small percentage
of them that remain active and succeed in reaching the tumour. Nowadays, there are different
strategies to reduce and bring down the barriers that restrict the efficient entry of effector cells
into the tumour environment. However, it would be of great interest to develop a more general
approach, in order to improve and facilitate the migration of specific active lymphoid cells to

any tumour.

In this work, we proposed to analyse whether it was possible to improve lymphoid cells
localization by combining the use of magnetic nanoparticles and the application of an external
magnetic field, to promote their accumulation and retention in the tumour. We have shown
that, unlike other cell types (macrophages or tumour cells), lymphoid cells, such as T cells or NK
cells, are unable to internalize these nanoparticles, which remain in association with the plasma
membrane, without causing any toxicity. The presence of magnetic nanoparticles in T cells, as
well as the targeted application of an external magnetic field, increases their retention in lymph
nodes, which could be useful to control some pathologies such as certain autoimmune disorders.
Cytolytic lymphoid cells, such as CD8" T and NK cells, retain their antitumour function in vitro
when associated with magnetic nanoparticles. Similarly, the association of these nanoparticles
with cytotoxic CD8* T cells does not affect their antitumour capacity in vivo, as well as their
migration and infiltration into the tumour in an in vivo model. The application of a magnet on
the tumour, in @ murine tumour model, where the tumour expresses an OVA antigen, during
and after the adoptive transfer of CD8" T cells expressing a transgene receptor specific for the
peptide and associated with magnetic nanoparticles, did not produce a significant increase in
the infiltration of those cells in the tumour compared to the transfer in the absence of the
magnet. However, it induced a greater activation of the CD8* T cells, with a higher expression in
CD25 and IFN-y markers, especially in comparison with the transfer of cells without
nanoparticles, and promoted, in addition, a greater accumulation of these specific and more

activated CD8" T cells in the tumour-draining lymph node.

These results allow us to conclude that magnetic nanoparticles, as well as their specific targeting
through the application of external magnetic fields, can serve as a platform to solve some of the
limitations, such as the low efficiency in lymphocyte trafficking, that some current antitumour

immunotherapies present.
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1.VISION GLOBAL DEL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune estd compuesto por un conjunto de células, proteinas, tejidos y drganos que
trabajan en conjunto con el objetivo de proteger continuamente al individuo frente a la invasién
de otros organismos o sustancias que pueden causar diversas enfermedades. El sistema inmune
esta equilibrado de manera precisa y puede distinguir entre los componentes que pertenecen
al propio organismo y aquellos que son extrafos a él y asi eliminarlos sin dafiar al organismo
[1]. Ademds, también tiene un papel antitumoral, ya que puede reconocer y eliminar las células
pre-tumorales y tumorales, debido a las modificaciones que sufren durante la transformacién
tumoral y que las hacen ser reconocidas como extrafias. Sin embargo, en ciertas circunstancias,
la ruptura de este equilibrio (Fig. 11) puede dar lugar a una respuesta inmune descontrolada
donde las células del propio organismo se ven atacadas dando lugar a diversos desérdenes
autoinmunes [2, 3]. Por otro lado, también hay situaciones en las que existe una disminucidn de
la eficacia de dicha respuesta inmune frente al desarrollo de tumores o presencia de patégenos,
impidiendo su correcto reconocimiento y eliminacién y dando lugar al desarrollo de cadncer e
infecciones. De esta manera se pone de manifiesto que los componentes que constituyen el

sistema inmune juegan un papel clave en el tratamiento contra estas situaciones patoldgicas.
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2.INMUNIDAD Y CANCER

Como se ha visto, una de las funciones fisiolégicas del sistema inmune es reconocer y eliminar
las células transformadas del organismo originadas por la transformaciéon tumoral. Las
primeras evidencias cientificas que pusieron de manifiesto la activacion del sistema inmune en
individuos con un tumor se encuentran recogidas en numerosas descripciones histopatoldgicas
de principios del siglo XIX. En ellas se describia la presencia de células inflamatorias atraidas
hacia el foco tumoral, lo que se interpreté como un intento para detener el desarrollo de la
enfermedad por parte del sistema inmune del paciente. En 1890, William Coley observé que, a
veces, el tumor remitia después de que el paciente sufriese una infeccion y estaba convencido
de que existia una relacién entre la remisién del tumor y la activacidn del sistema inmune
provocada por la bacteria responsable de la infeccion [4]. Mas adelante, Paul Ehrlich fue el
primero en plantear, de manera tedrica, la idea de que de forma espontdnea y frecuente surgen

células tumorales y que el sistema inmune puede eliminarlas y evitar el desarrollo de la
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enfermedad. De esta manera se daba base tedrica a las observaciones hechas previamente por
Coley. En los afios 50, se llevaron a cabo una serie de estudios mediante los cuales se observaron
gue unos ratones eran capaces de generar una respuesta inmune tras una segunda infusién de
células tumorales. De esta manera se puso de manifiesto la existencia de los antigenos

asociados a tumor (TAA)[5, 6].

En 1957, la teoria de la inmunovigilancia (cancer immunosurveillance) fue establecida por Frank
M. Burnet y Lewis Thomas. Segun esta teoria, los linfocitos eliminarian a los tumores en sus fases
iniciales debido a que las células transformadas expresan antigenos especificos que permitirian
su identificacion y eliminacién por parte del sistema inmune [7-9]. Mds adelante, a finales de los
afios 90, experimentos en ratones inmunodeficientes, mostraron una mayor incidencia en
tumores en comparacién con ratones inmunocompetentes o inmunocomprometidos [10, 11],
validando asi la teoria de la inmunovigilancia del cdncer propuesta por Burnet y Thomas.
Finalmente, en el siglo XXI, Schreiber acufié el concepto de inmunomodelado del cancer (cancer
immunoediting) (Fig. 12), que ampliaba y abarcaba el término de inmunovigilancia. En él, se
propone un modelo de interaccidon entre el sistema inmune y el tumor en el que se distinguen
tres fases: eliminacién, equilibrio y escape, que explican los diversos eventos inmunolégicos

desde que una célula tumoral se transforma hasta que el tumor se manifiesta clinicamente [12].
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Fig. 12. Proceso de inmunomodelado del cancer. Tras la transformacién tumoral y el fallo de los
mecanismos intrinsecos de supresion de tumores, el sistema inmune detecta el tumor en desarrollo. El
resultado dependera de si es eliminado por las respuestas inmunes innata y adaptativas del propio
huésped (fase 1), si permanece en un estado de equilibrio (fase 2) o si se desarrollan mecanismos de
escape a los mecanismos extrinsecos supresores de tumores (fase 3).
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2.1. FASES DE INMUNOMODELADO DEL CANCER

2.1.1. Fase de eliminacion

Esta primera etapa representa la idea clasica de la inmunovigilancia del cancer propuesta por
Burnet y Thomas en 1957. El sistema inmunitario, tanto innato como adaptativo, es capaz de
reconocer TAAs y desarrollar una respuesta efectora adecuada sobre las células transformadas
que los expresan [13] (Fig. I3). En esta etapa tiene lugar una remodelacién del estroma y todo
el microambiente tumoral comienza a secretar moléculas proinflamatorias con el fin de reclutar
células inmunes asociadas con la respuesta inmune innata, tales como las células NK y NKT,
linfocitos T y6, macréfagos y DCs [14, 15]. Estas células efectoras identifican a las células
tumorales e interaccionan con ellas, favoreciéndose su activacion y produciendo diversas

citoquinas como el IFN-y, ayudando asi a la eliminacién de las células tumorales [16, 17].

En esta fase, las células NK destruyen gran parte del tumor a través de diferentes mecanismos
[18-20]. Esta destruccidn de células tumorales liberaria una gran cantidad de TAAs, que serian
posteriormente captados por las células presentadoras de antigenos (CPA), que los fagocitarian
comenzando asi la respuesta inmune adaptativa. Las DCs inmaduras migrarian a los nédulos
linfaticos (NLs) cercanos al tumor, donde presentarian dichos TAAs fagocitados a los linfocitos T
naive. Tras ser activados, los linfocitos T CD4* y CD8* especificos contra esos TAAs se infiltrarian
en el tumory llevarian a cabo su funcidon de manera especifica contra las células tumorales para

asi eliminarlas [21, 22].
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Fig. 13. Ciclo de inmunidad antitumoral. Los TAAs liberados son reconocidos por CPAs, que maduran y
migran hacia los NLs, dando lugar a la proliferacion y activacion de células T. Las células T activadas migran
hacia el tumor, donde se infiltran y eliminan las células tumorales. Finalmente, nuevos TAAs liberados
inducen otra ronda de respuesta inmune, dando lugar al ciclo de inmunidad antitumoral.
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2.1.2. Fase de equilibrio

Durante la primera fase se destruyen una gran cantidad de células tumorales. No obstante, en
ocasiones algunas de estas células evaden al sistema inmune y pueden seguir desarrollandose
en un individuo inmunocompetente. Esta teoria propone una fase temporal de equilibrio
dindmico entre el sistema inmune y el tumor en progreso, que puede prolongarse por tiempo
variable. Durante esta etapa se originan nuevas variantes celulares con diversas mutaciones que
les permiten evadir y resistir al ataque del sistema inmune. La gran plasticidad genética de las
células tumorales, debido a la inestabilidad genética y cromosdmica asociada al cancer, puede
dar lugar a la aparicion de nuevos fenotipos, incluso con menor inmunogenicidad, generandose
asi tumores de gran heterogeneidad [23]. En este paso, el tumor puede progresar de maneras
diversas: puede ser eliminado por parte del sistema inmune, puede permanecer en dicha etapa
de equilibrio de forma prolongada o puede escapar de la presidon ejercida por sistema inmune y

avanzar hacia la fase final [24].

2.1.3. Fase de escape

En esta ultima fase, las variantes tumorales que han progresado, debido a su baja
inmunogenicidad y su capacidad para evadir al sistema inmune, se desarrollan en un entorno
inmunolégicamente activo y se manifiestan clinicamente. Estas variantes son capaces incluso
de inducir cierta supresion inmunoldgica o tolerancia [25]. Algunas células tumorales son
capaces de perder o disminuir la cantidad de moléculas del MHC de clase | (MHC-I),
denominadas HLA en humanos, o de los mecanismos de procesamiento y presentacion
antigénica, para evitar el reconocimiento tumoral por parte de los linfocitos T citotéxicos [26].
Asimismo, también son numerosos los factores solubles producidos y liberados, no solo por las
células tumorales, sino también por ciertos tipos celulares inmunes. Por ejemplo, los linfocitos
T reguladores pueden migrar hacia el tumor y constituir una fuente principal de TGF-B, una
potente citoquina inmunosupresora [27], induciendo asi un estado de tolerancia inmunolégica
[28]. Otros factores solubles inmunosupresores producidos, en este caso, por células tumorales,
son la citoquina IL-10 [29], VEGF [30], Fas soluble [31] y FasL soluble y los ligandos solubles de
receptores activadores e inhibidores de las células NK [32, 33]. Todos estos y otros factores, asi
como las células del propio microambiente tumoral, contribuyen a la generacién de un ambiente
inmunosupresor favorable para el mantenimiento y desarrollo tumoral incontrolado vy

finalmente, a la manifestacion clinica de la enfermedad.
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3.INMUNOTERAPIA DEL CANCER

Como se ha comentado la inmunidad antitumoral no funciona de manera correcta en los
pacientes con cancer debido a diversas causas como i) la incapacidad para poder detectar los
diferentes TAAs, ii) el reconocimiento de los antigenos tumorales como propios creando una
respuesta reguladora mas que efectora, iii) la reducida infiltracion de las células efectoras en el

tumor vy iv) la presencia de ciertos factores que generen un ambiente inmunosupresor [34].

Durante décadas, las terapias tumorales convencionales en cancer han sido la cirugia, la
guimioterapia y la radioterapia. Sin embargo, la existencia de una alta tasa de reincidencia en
cancer, asi como los numerosos efectos secundarios que producen, ponen de manifiesto la
necesidad de nuevos tratamientos alternativos con el objetivo de eliminar estas limitaciones y
problemas. De esta manera, en los ultimos afios ha resurgido el concepto de inmunoterapia,
gue busca la modulacién de la respuesta inmune, como una de las terapias mds prometedoras
para solucionar dichos problemas [1]. La idea de modular la respuesta inmune de manera
especifica con el fin de reestablecer el equilibrio es muy atractiva. La inmunoterapia
antitumoral se basa en la manipulacion o en la utilizacién de componentes del sistema inmune
para potenciar su respuesta con el fin de vencer los mecanismos de escape a la vigilancia

inmunoldgica y establecer una respuesta antitumoral efectiva [35, 36].

Como se ha podido ver, tanto el sistema inmune innato como adaptativo tienen papeles clave
en la respuesta inmune antitumoral. Actualmente, existen diferentes estrategias en la
inmunoterapia del cancer, que incluyen tanto estrategias pasivas como activas [37, 38]. La
inmunoterapia activa tiene como objetivo estimular el sistema inmune para atacar a las células
tumorales mediante vacunacion, inmunomodulacién no especifica o a través de la activacién de
receptores especificos de antigeno, mientras que la inmunoterapia pasiva consiste en la

administracién de agentes tales como anticuerpos monoclonales o linfocitos que aumentarian
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Dentro de la inmunoterapia activa, destaca como estrategia especifica la vacunacién, que

estimula el sistema inmune para atacar y eliminar las células tumorales. Las vacunas
antitumorales pueden estar basadas en péptidos, en DCs o en células tumorales [40-42]. Como

estrategia no especifica se encuentran las citoquinas, moduladores inmunes producidos de

manera natural por diferentes tipos celulares inmunes [42] que pueden amplificar o suprimir de
manera directa la respuesta de células T frente al tumor. Su administracion sistémica fue una de
las primeras aproximaciones en inmunoterapia antitumoral [41] y las mas utilizadas en este

ambito son el IFN-y y la IL-2, aunque otras muchas estdn siendo investigadas [42].

Dentro de la inmunoterapia pasiva, destacan como estrategias especificas los anticuerpos

monoclonales asi como los inhibidores de puntos de control inmunes (ICls). Los anticuerpos
monoclonales son proteinas de gran tamafio producidas por un clon B especifico que presentan
especificidad frente a un Unico antigeno que les permite unirse a epitopos tumorales. Han sido
utilizados en el tratamiento de diversos canceres [43], solos o en conjugacién con diversos
farmacos quimioterapéuticos, actuando como plataforma para dirigirlos hacia el tumor [40, 41].
Los ICIs previenen la unién de ciertos ligandos a las células T evitando su ataque al tumor [43],
por lo que estdn dirigidos a eliminar lainmunosupresion, produciendo respuestas antitumorales
mas prolongadas [42, 44-46]. Los mas utilizados van dirigidos a bloquear receptores ICls como

CTLA-4y PD-1, o sus ligandos (PD-L1) [41, 47, 48]. Como estrategia no especifica se encuentra la

terapia celular adoptiva (ACT). Este trabajo se centra en la mejora de esta estrategia, que se

desarrolla a continuacion en mayor profundidad.

4. TERAPIA CELULAR ADOPTIVA (ACT)

La ACT consiste en el aislamiento de células inmunes de un paciente o donante, que pueden
ser modificadas y expandidas ex vivo bajo condiciones dptimas y en ausencia de factores
supresores y reinfundidas de nuevo en el paciente [49-51]. Esta aproximacién se basa en la idea
de que una amplia poblacién de células con actividad antitumoral activadas ex vivo e inoculadas
de nuevo migrara hacia el tumor y mediard su destruccidén. Los primeros ensayos clinicos fueron
llevados a cabo por Rosenberg et al, quienes usaron células killer activadas por linfoquinas
(células LAK), que consisten en células mononucleares de sangre periférica autélogas y activadas
con IL-2, junto con altas dosis de IL-2, para el tratamiento de tumores como el melanoma o el
cancer colorrectal [52]. Sin embargo, el beneficio clinico fue limitado, ya que las altas dosis de
IL-2 inducian cierta toxicidad severa [53]. Desde entonces, diferentes tipos celulares, basados

en células T o NK principalmente, han sido investigados para su uso en ACT.
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4.1. TRANSFERENCIA ADOPTIVA DE CELULAS T

4.1.1. Células Ty cancer

Las células T progenitoras se originan de células madre hematopoyéticas procedentes de la
médula dsea, maduran en el timo y posteriormente, son liberadas hacia tejidos periféricos,
donde pueden ser activadas. La maduracion de estas células implica una reorganizacion en los
genes que codifican el receptor de las células T (TCR) ya que se producen una serie de eventos
de recombinacién aleatoria en etapas tempranas de la produccién de los TCRs. De esta manera
se origina un repertorio muy diverso de TCRs que pueden reconocer gran variedad de antigenos

[54].

Las células T circulan en la sangre en estado de reposo y migran hacia las vénulas de endotelio
alto (HEVs) debido a la presencia de diversas quimioquinas, como CCL19 y CCL21 [55]. Las células
T naive o virgenes, que no se han encontrado aun con un antigeno y expresan CCR7, permanecen
en los tejidos linfoides secundarios. Cuando el TCR de una célula T naive se encuentra con un
antigeno presentado por las moléculas MHC de una CPA, se produce la activacion de dicha
célula. La unién de las células T CD8* o CD4* con las moléculas MHC-I o MHC-Il respectivamente,
produce una fuerte interaccién entre ambas células formando la sinapsis inmunolégica, proceso
dindmico y clave para la activacion de las células T. Tras la activacidn, se genera un gran ndmero
de células T efectoras y de algunas células T de memoria. Las primeras son capaces de secretar
citoquinas y tienen actividad citotéxica mientras que las segundas son células quiescentes que
permanecen y podrian reaccionar rapidamente a un segundo enfrentamiento con el mismo
antigeno [56]. Las células T efectoras migrarian hacia los sitios de inflamacién para llevar a cabo
su funcién. Existen diversos tipos de células T efectoras. Las células T CD4* colaboradoras
producen citoquinas como IL-2 para proporcionar sefial de supervivencia esencial para las
células T y ayudar a las células T CD8* citotdxicas (CTLs) en su funcién. Las CTLs, por otro lado,
son capaces de secretar granulos a través de su membrana y liberar perforina y granzima. La
perforina crea poros transmembrana que permiten la difusion de granzimas en el interior de la
célula diana, produciendo su apoptosis [57]. Ademas, durante la liberacién de granzimas, las
células T sobreexpresan CD107a en su membrana para protegerse de las perforinas. Por tanto,
CD107a se considera un marcador de desgranulacion de las células T, asi como de las células
NK, relacionado indirectamente con su capacidad citotdxica [58]. Por otro lado, la activacion de
estas células puede ser inhibida por células T reguladoras y moléculas inhibidoras. Es importante
la regulacién cuidadosa de las respuestas inmunes para poder evitar una sobre activacion

cuando el patégeno o célula maligna ya han sido eliminados.
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4.1.2. Uso de células T en ACT

A pesar de que las células T CD4" juegan un papel importante en el inicio y mantenimiento de
las respuestas inmunes, las células T CD8" citotdxicas han sido las mas utilizadas en la ACT [49,
59]. Esto es debido a que son los efectores dominantes que median la destruccién tumoral [60].
Ademas, el reconocimiento antigénico de las células T CD4* se restringe al MHC-II mientras que
el de las células T CD8* lo hace con MHC-I [61] y la mayoria de los tumores no expresan MHC-I|
[62]. La primera transferencia de células T se realizé en 1988, utilizando linfocitos infiltrados en
el tumor (TILs) de un paciente de melanoma metastatico [63]. A partir de aqui, se han utilizado
diversas estrategias en la transferencia de células T (Fig. I5), las cuales se recogen a continuacion.
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Fig. I5. Estrategias utilizadas en la transferencia de células T en cancer. La ACT de células T puede utilizar
1) linfocitos infiltrados en el tumor del propio paciente, o células T modificadas genéticamente mediante
2) TCRs o 3) CARs disefiados especificamente contra un TAA.

4.1.2.1. Linfocitos T citotdxicos (CTLs)

Los CTLs pueden obtenerse a partir de células mononucleares de sangre periférica o de TlLs. En
el primer caso, se pueden utilizar células tumorales autélogas como fuente de antigeno para la
estimulacidn y expansién ex vivo. En el caso de las TILs, pueden ser aisladas a partir de biopsias
de tumores, expandidas y activadas in vitro en presencia de IL-2 y reinfundidas de nuevo en el
paciente [64]. Los TILs representan una fuente de células T reactivas al tumor y autélogas, sin la

necesidad de buscar antigenos especificos del tumor en el paciente.

Esta aproximacion se caracteriza por su alta especificidad por los TAAs. El aprovechamiento del
potencial citotdoxico de las células T da lugar a una actividad antitumoral poderosa y especifica
y reduce, por tanto, el daiio en el tejido adyacente y sano. En muchos casos, se ha observado

que esta terapia tiene mejor eficacia en el control tumoral que otros agentes quimioterapéuticos
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[65]. De hecho, en el tratamiento del melanoma metastasico, la ACT es uno de los tratamientos
mas efectivos, consiguiendo respuestas duraderas en alrededor del 50% de los pacientes [66-
69]. Actualmente, existen numerosos ensayos clinicos en todo el mundo que utilizan esta
estrategia. No obstante, la terapia con TILs se ha visto limitada al melanoma, posiblemente
debido a la facilidad para obtener muestras del tejido tumoral, a la alta frecuencia de
mutaciones que proporciona numerosos y Unicos TAAs y a que es muy inmunogénico y de
manera natural genera gran cantidad de células T antitumorales in vivo [67]. Es por esto, que
esta ACT no ha logrado resultados comparables en el tratamiento de otros canceres tales como
glioma [70], y sarcoma sinovial metastatico [71]. Ademads, se suma que, en numerosas ocasiones,

no es posible acceder a muestras del tumor o a un reducido nimero de TILs en él.

4.1.2.2. Células T modificadas

e TCRs genéticamente disefados

Otra alternativa seria el uso de células T modificadas. Como se comentd previamente, el TCR,
junto con la recombinacidn aleatoria de sus genes, permite a las células T dirigir su actividad
frente a diferentes antigenos de manera especifica. En aquellos pacientes donde no se pueden
obtener o generar los TILs y las células T especificas de tumor, es posible la introduccién de TCRs
clonados con alta afinidad por un TAA que se presenta por MHC-| y de esta manera diseiar
células T con TCRs especificos de tumor para determinados TAAs. Por ejemplo, existen TCRs
clonados especificos frente a MART-1, un antigeno de melanoma, que pueden ser introducidos
en linfocitos humanos, para tratar especificamente a pacientes con tumores positivos en este
antigeno [72]. En otro ensayo clinico, células T transformadas con un TCR especifico para el
antigeno NY-ESO-1 se logré la regresidn tumoral en el 50% de pacientes con melanoma
metastdtico y sarcoma [73]. Transformar células T con genes especificos es una poderosa
herramienta para generar células T especificas de un tumor. Desafortunadamente, uno de los
principales mecanismos de escape para evadir la actividad de las células T es la disminucién en

la expresion del MHC [74], con el fin de evitar el reconocimiento y la respuesta antitumoral.

e Receptores de antigeno quiméricos (CARs)

Los receptores de antigeno quiméricos (CAR) resolverian este problema de inmunoevasién ya
que se les dota a las células T de receptores artificiales compuestos por partes de diferentes
anticuerpos y que serian especificos de una proteina o antigeno tumoral [75]. Los CARs estan
compuestos por un dominio extracelular de uniéon a antigeno fusionado con un dominio
intracelular de sefializacién de células T, cuya sefial puede ser amplificada mediante la adicién

de moléculas coestimuladoras como CD28 [76]. El lugar de unién de los CARs reconoce de
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manera especifica un antigeno con gran afinidad. Actualmente existen diversidad de estudios
de su uso en inmunoterapia antitumoral [77-80]. En concreto, numerosos ensayos clinicos
utilizando células T con CARs frente a CD19 en linfomas de células B han mostrado respuestas
remarcables y duraderas [81] y la FDA ha aprobado dos de estas terapias en 2017. Sin embargo,
a pesar de ser una estrategia prometedora, existen ciertas limitaciones en su uso. Aunque al
contrario que los TCRs, los CARs reconocen antigenos de manera independiente a la
presentaciéon por MHC-I y pueden evitar ese tipo de inmunoevasidn, se ven limitados al
reconocimiento de antigenos en la superficie celular y son incapaces de reconocer antigenos
presentados por MHC-I. También podrian generarse ciertas respuestas inmunes debido a las

secuencias no humanas presentes en los receptores quiméricos.

4.2. TRANSFERENCIA ADOPTIVA DE CELULAS NK

4.2.1. Células NK y cancer

Las células NK fueron identificadas en los afios 70 por Kiessling, como una subpoblacion de
linfocitos, mayores en tamaifo en comparacién con los linfocitos T y B, y capaces de eliminar
células tumorales sin previa sensibilizacion [82-84]. Desde entonces, se ha investigado mucho
en el papel de estas células sobre el control de tumores e infecciones [85]. Las células NK se
originan a partir de células linfoides progenitoras comunes y se diferencian en maduras e
inmaduras en la médula dsea, distribuyéndose posteriormente en érganos y tejidos linfoides y
no linfoides periféricos tales como médula dsea, NLs, bazo, sangre periférica placenta,
pulmones, etc. [86-89]. Las células NK en reposo constituyen el 10-15% de los linfocitos que
circulan en sangre periférica y, tras su respuesta a diferentes citoquinas y quimioquinas, son

capaces de extravasar y ser reclutadas en diversos tejidos tumorales o inflamados[90].

Su principal diferencia con respecto a las células T y B es la ausencia de un reordenamiento
génico de sus receptores y, por tanto, no poseen un receptor de reconocimiento de un Unico
antigeno [91, 92]. Su citotoxicidad, en cambio, estd modulada por un balance entre las seiiales
que se originan de los receptores inhibidores y activadores presentes en su superficie. Las
células NK estan inactivas cuanto se encuentran con células normales o sanas que expresan las
moléculas MHC adecuadas para los receptores inhibidores y apenas expresan ligandos
activadores. La citotoxicidad se genera cuando una célula “peligrosa” muestra un perfil MHC
alterado o reducido junto con la elevada expresion de ligandos activadores [93]. Existen tres

modelos de reconocimiento (Fig. 16):

-Reconocimiento “missing self” [94]: este modelo se basa en la interaccidn entre las moléculas

MHC propias y los receptores inhibidores de las células NK, entre los que destacan la familia
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Ly49 en ratones o KIR en humanos [95]. Son capaces de comprobar si las células con las que
interactuan expresan el perfil de MHC correcto. De no ser asi, algo frecuente debido a la
transformacién tumoral, no tiene lugar la unién a los receptores inhibidores y, por tanto, se

produce la subsecuente activacidn de las células NK y la lisis de las células diana.

-Reconocimiento inducido por estrés: este modelo se basa en que cierto nUmero de receptores
activadores de NK reconocen proteinas propias, sobreexpresadas en células infectadas o
transformadas. Algunos receptores activadores incluyen el complejo CD49/NKG2C, NKp46 y
NKG2D (en humanos y ratén), el subconjunto Ly49 en ratén y la familia KIR S en humanos [96].
Por ejemplo, el receptor activador NKG2D se expresa de manera constitutiva en todas las células

NK y se activa por ligandos NKG2D, una familia de proteinas MHC-I-like inducida por estrés [97].

-Reconocimiento “non-self”: algunos receptores activadores de células NK no reconocen
ligandos enddgenos sino moléculas de patdgenos extranos. Por ejemplo, NKp46 y NKp44
reconocen hemaglutininas del virus influenza, NKp30 reconoce la proteina tegumento pp65 del

citomegalovirus humano y 2B4 reconoce células B infectadas con el virus Epstein Barr [98-100].
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Fig. 16. Vias de reconocimiento y activacion por parte de las células NK. El balance entre las diferentes
sefiales obtenidas de los receptores inhibidores y activadores de las células NK da lugar a la actividad de
las mismas.

Como se ha comentado, las células NK pueden controlar el desarrollo tumoral mediante su

interaccidn directa con él y son capaces de lisar sin previa sensibilizacion a través de tres vias:

i) citotoxicidad directa mediante la liberacién de granulos de perforina y granzima que inducen

apoptosis en las células diana [101, 102]; ii) a través de rutas apoptodticas inducidas por la

activacion de miembros de la familia de TNF por parte de las células NK como FasL o TRAIL [103-

105] vy iii) citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) a través del receptor CD16,

gue también puede ser mediado por perforina y granzima [106].
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Ademas, las células NK también actian como nexo entre las respuestas inmunes innatas y
adaptativas. Son capaces de modular la actividad de diferentes tipos celulares inmunes en el
microambiente tumoral mediante contacto directo o a través de la liberacién de citoquinas o
quimioquinas [107]. Las células NK producen de manera rdpida diversas citoquinas y
quimioquinas tales como IFN-y o TNFa, capaces de amplificar y reclutar una respuesta
inflamatoria a través de diversos mecanismos [108, 109]. Se ha demostrado que son una fuente
principal de IFN-y in vivo, considerada crucial en la restriccion de la angiogénesis tumoral y en la

modelacién de la inmunidad adaptativa [110, 111].

Existen numerosas evidencias que apoyan la importancia de las células NK en inmunidad
antitumoral. La deplecién de células NK en modelos murinos de alotrasplante tumoral, como
linfoma, melanoma, cdncer de pulmdn y prostata, ha establecido el papel crucial de las células
NK en el control del crecimiento del tumor y la aparicion de metdstasis [19, 112]. De la misma
manera, la infusidon de células NK en ratones sin este tipo celular generd resistencia a la
formacidn de metdstasis [112]. Las células NK humanas alogénicas o autélogas han mostrado su
capacidad para reconocer y eliminar in vitro células tumorales de biopsias de pacientes. Se ha
observado que la lisis de células de cancer hematoldgico se debe a la activacién a través del
receptor NKG2D o DNAM-1, y se ve facilitada por la baja expresion de HLA-1 y el “mismatch” de
ligandos KIR, que tiene lugar debido a la diferencia entre el ligando KIR del donante y el del
receptor [113]. Ademas, células aisladas de pacientes con tumores sdlidos avanzados también
fueron susceptibles de ser lisadas por células NK activadas [114]. También se ha descrito que,
las células NK activadas, tanto alogénicas como autdlogas, pueden dirigir su actividad hacia las
poblaciones de células madre tumorales en muestras de tumores derivadas de pacientes,
debido a una sobreexpresiéon de ligandos de NKG2D en sarcoma y cancer pancredtico y de
ligandos de NKp30 y NKp44 en colorrectal [115, 116]. Un estudio prospectivo a lo largo de 11
afios ha correlacionado la actividad citotdxica alta y media de las células NK de sangre periférica
con un menor riesgo para desarrollar cancer, proporcionando mas evidencias del rol de las
células NK en la inmunovigilacia tumoral [117]. Altos niveles de células NK intratumorales se
correlacionan con una mayor supervivencia en diferentes tipos de cdncer como colorrectal,
gastrico, esofagico, etc. [118-121]. Todo esto son indicativos del rol beneficioso de las células

NK en la prognosis del cancer y de su potencial en el tratamiento de cancer.

4.2.2. Uso de células NK en ACT
Como se comenté previamente, uno de los primeros ensayos clinicos de transferencia adoptiva
con células linfoides se realizé con células en cultivo con IL-2, generandose asi células LAK, y

obteniéndose una respuesta en un 20% de los pacientes tras la reinfusion de estas células [53].
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Estas células LAK contenian una alta proporcion de células NK. Dado que las células NK no
dependen de la existencia de un antigeno tumoral o de una activacién previa, y son faciles de
obtener a través de sangre periférica, representan un enfoque atractivo para inmunoterapia.
Ruggeri et al demostraron el potente efecto clinico que tenian células NK aloreactivas en
pacientes con AML [122]. Miller et al demostraron que la ACT de células NK haploidénticas
expandidas en pacientes con cancer avanzado junto con IL-2 subcutdnea es un tratamiento

seguro [123].

La ACT de células NK requiere de un gran nimero de células que debe ser obtenido a partir de
sangre periférica y expandido ex vivo. Cuando se usan células NK alogénicas es necesario
eliminar las células T y B para evitar el rechazo y la enfermedad de injerto contra huésped y el
riesgo de autoinmunidad [124]. En el caso de células NK autdlogas, existen diferentes
protocolos de expansién en desarrollo, sin necesidad de separar las células NK del resto [125,
126]. Ademas de la sangre periférica, las células NK pueden ser generadas a partir de células
madre hematopoyéticas del cordén umbilical [127] o a partir de células madre embriénicas o
pluripotentes [128]. Ademads, también existen lineas celulares de NK purificadas a partir de
clones de células NK malignos, como las células NK-92. La linea celular NK-92 es una linea celular
humana NK dependiente de IL-2, que fue establecida en 1992 a partir de sangre periférica de un
paciente con linfoma no Hodgkin [129, 130]. Se caracteriza por la expresion de CD56 y la
ausencia de CD16, y por tanto de la ADCC. NK-92 carece de casi todos los receptores inhibidores
KIR [131]. De entre los receptores activadores principales, NK-92 expresa principalmente
NKG2D, asi como NKp30y NKp46, pero no NKG2C o NKp44 [131, 132]. Esta linea celular presenta
una citotoxicidad superior frente a multiples dianas en comparacion con células NK primarias
o tradicionales [130, 133-135], probablemente debido a la aparente falta de receptores
inhibidores y a la presencia de altos niveles de perforina y granzima B. La citotoxicidad de esta
linea ha sido demostrada tanto in vitro [130] como in vivo, tras su uso en modelos murinos
inmunodeficientes de xenotrasplante con melanoma y leucemia humanas [133, 134]. Ademas,
esta linea celular estd ganando mucha atencién debido a la facilidad para cultivarlas y
modificarlas genéticamente en comparacion con células primarias y actualmente ya existen
diversos ensayos clinicos que la usan y que han demostrado su seguridad incluso a altas dosis
[136]. Ademas, a pesar de carecer de CD16 y necesitar IL-2, las modificaciones de células NK-92
con CARs, con el objetivo de superar los mecanismos de escape y de dirigir su actividad de

manera mas especifica, estan en alza [137, 138].
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5. LIMITACIONES EN ACT
A pesar de que la ACT ha conseguido altas tasas de regresiéon en pacientes con melanoma
metastatico, existe todavia una falta de respuesta en algunos pacientes [65]. Esto puede

deberse a diversos factores, entre los que se incluyen el potencial de proliferacion de las células

transferidas [139, 140], la persistencia [141] o el estado de diferenciacién o fenotipo de las

mismas [142, 143] y su habilidad para migrar e infiltrarse en el tumor [59, 68, 144]. Otra

importante razon suele ser la incapacidad para aislar y expandir un ndmero suficiente de células

T especificas de tumor para mediar la destruccién del tumor [42, 50]. El tiempo y el coste

requerido para la produccién de estas células es un gran reto [145]. Ademas, en el caso de las
células NK, su infiltracion en la mayoria de tumores sdlidos suele ser reducida, aunque existen

ciertos estudios donde se describe cierta infiltracion en el ambiente tumoral [146].

Como se ha podido ver, el trafico de un cierto nUmero de células efectoras hacia la regién del
tumor es un paso critico para el desarrollo de una respuesta inmune antitumoral. Este proceso
es dindmico y estd altamente regulado y como ya se ha comentado previamente, las respuestas
antitumorales éptimas se correlacionan positivamente con un aumento en la infiltracion de
células efectoras con actividad antitumoral en varios canceres [147-150]. Sin embargo, solo un
pequeiio porcentaje de estas células consigue migrar hacia el tumor e infiltrarse en él, tanto
en humanos [151, 152] como en ratones [153, 154], todo lo contario que en el caso de
enfermedades infecciosas e inflamatorias debido a diferentes factores intrinsecos y extrinsecos
[155]. Ademas, estas células pueden viajar indiscriminadamente hacia multiples érganos [156],
lo que podria potencialmente causar una patologia. Por tanto, uno de los mayores retos en ACT
es superar las barreras que restringen el direccionamiento de las células efectoras al tumory

disefiar nuevas estrategias que aumenten el trafico de esas células al microambiente tumoral.

Estas células con actividad antitumoral se reclutan desde la circulacion hasta el tumor por una
serie de diferentes procesos que involucran la adhesién al endotelio, el rolling, la quimiotaxis y
finalmente la extravasacién [157, 158]. Estan involucradas una serie de interacciones complejas
entre las células efectoras y las células endoteliales. Ademas, durante la transicién a células
efectoras, se pierde la expresién de marcadores como CD62L y CCR7, perdiendo su capacidad
para acceder a los NLs a través de las HEVs y adquieren la expresion de una serie de moléculas

que les permiten migrar hacia los tejidos enfermos (selectinas P y E, CXCR3, LFA-1, VLA-4).

Las razones del bajo trafico de las células efectoras hacia el tumor estan siendo estudiadas y

por el momento se sabe que influyen factores como: i) la discordancia entre los receptores de

guimioquinas y el pool de quimioguinas en el ambiente tumoral [159-162] ii) la disminucién en
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la_expresion de moléculas de adhesién asi como iii) la_vasculatura aberrante que puede

promover el flujo irregular de sangre y por tanto un trafico ineficiente de células inmunes en el

tumor [155] y iv) el funcionamiento en ocasiones del endotelio del tumor como una barrera para

prevenir la infiltracién de las células efectoras [163]. En resumen, los tumores son capaces de
crear diferentes barreras celulares y moleculares que restringen la entrada eficiente de células

efectoras en las regiones intratumorales (Fig. 17).

Trafico ineficiente

Fig. 17. Principales
barreras que restringen el

3. Vasculatura aberrante
Flujo sanguineo irregular
\ A A

W'

trafico eficiente de las
células efectoras hacia el
tumor.

Por ejemplo, la discordancia entre los receptores de quimioquina de las células efectoras y las
guimioquinas secretadas por los tumores han mostrado ser responsables del trafico subdptimo
de las células inmunes en el tumor [157]. Sin embargo, los diferentes tipos de tumores pueden
variar en la secrecidn de quimioquinas y la correcta redireccion de la migracion de dichas células
depende en gran medida de la correcta combinacion entre la quimioquina y el receptor
apropiado. Se han descrito numerosas quimioquinas que regulan la migracién de las células Ty
NK hacia el tumor. CXCR3 es uno de los principales receptores que se activan en las TILs en
melanoma [160], cancer colorrectal [162] y de mama [159]. El trafico eficiente de los CTLs a los
sitios metastaticos en pacientes con melanoma se correlaciona bien con la expresion de las
quimioquinas CXCL9 y CXCL10, ligandos de CXCR3, donde este receptor se ha encontrado
desregulado en las células T efectoras [160]. Ademas, no todos los tumores expresan suficientes
ligandos de CXCR3 [159, 160] lo que puede dar lugar a un reclutamiento ineficiente de células T
CD8* efectoras y de memoria. Otro receptor que también tiene importancia es CXCR6, el cual
esta sobreexpresado en células T activadas y la ausencia del mismo demostré una infiltracion
reducida de células T en tumores de mama, impidiendo la regresién tumoral [161]. Una opcidn
para solventar este problema es el uso de la modificacion genética de las células transferidas
con el objetivo de mejorar su capacidad para migrar de manera efectiva hacia el tumor. Kershaw

et al. demostraron que la introduccidon del receptor de quimioqiuina CXCR2 en células T permitia
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su migracion efectiva hacia células tumorales in vitro [164]. Desde entonces, existen muchos
estudios destinados a aumentar el trafico de células T y NK hacia el tumor a través de
modificaciones de otros receptores de quimioquina. Di Stasi et al. demostraron que la expresion
de CCR4 en células T CAR-CD30 mejoraba la migracién hacia el linfoma Hodgkin CD30+ que
secretaba CCL17, el ligando de CCR4. Ademas, la transferencia de células T CCR4-CAR-CD30
resulté en una actividad antilinfoma superior en un modelo de xenotrasplante debido al
aumento de la infiltracién de células T en el tumor [165]. Otro receptor prometedor es, como ya
se vio, CXCR3. Un estudio sobre transferencia adoptiva de células T expresando un CAR con
NKG2D pudo reclutar y activar células T CD4" y CD8" especificas de antigeno en la region tumoral
de manera dependiente de CXCR3 para optimizar la eliminacién del cancer de ovario [166]. Por
todo esto, es necesaria la cuidadosa seleccion o generacidn de células T o NK con un perfil de
receptor de quimioquinas apropiado para las quimioquinas secretadas por diversos tumores
individuales, lo que podria facilitar la infiltracion de las células transferidas en el tumor vy, por
tanto, aumentar la eficacia antitumoral de la ACT. Seria interesante identificar tanto
guimioquinas que atraigan de manera especifica células efectoras T y NK, pero no supresoras
como MDSCs. De esta manera, se sugiere que la combinacion de tratamientos pudiera ser la

forma de aumentar la eficacia y el homing de las células T transferidas en pacientes.

Por otro lado, la presencia de una vasculatura aberrante puede promover el flujo irregular de
sangre dando lugar a un trafico de células T ineficiente en el lecho tumoral [155]. Ademas, el
endotelio tumoral se ha descrito como una barrera que previene la infiltracién de CTLs [163].
Diferentes estrategias destinadas a la normalizacidn de los vasos sanguineos en el tumor tales
como anticuerpos frente a VEGF y sus receptores [155, 167, 168], irradiacion [169] o la actuacion
sobre citoquinas como TNFa mediante péptidos de homing de la vasculatura del tumor como
NGR y RGR [155, 170] han demostrado aumentar la infiltracién en el tumor. Ademas, también
se estdn construyendo CARs dirigidos hacia componentes de las células endoteliales como la
integrina aV/B3 [171] o el receptor-2 VEGF sobreexpresado en la vasculatura tumoral [172]. De
esta manera, se podria destruir dicha vasculatura para aumentar el trafico de células efectoras

hacia el tumor y por tanto mediar la regresion tumoral.

Se ha podido ver que el trafico eficiente de las células T y NK al ambiente tumoral es critico para
el éxito en inmunoterapia antitumoral y que nuevas estrategias con el objetivo de aumentar el
trafico de las células T hacia el tumor estan siendo investigadas (Fig. 18). Todas estas estrategias
requieren de mecanismos especificos para los diferentes tipos de tumores, y el diseiio de
aproximaciones mas generales, que puedan aplicarse a una gran variedad de tumores, serian

de gran utilidad.
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6. NANOBIOMEDICINA

La nanotecnologia es un area multidisciplinaria que se basa en el disefio y utilizacidon de
materiales y sistemas a escala nanométrica. Uno de los ambitos en el que la nanotecnologia ha
tenido un mayor impacto ha sido la biomedicina, dando lugar a la nanobiomedicina. La
nanobiomedicina utiliza sistemas nanotecnoldgicos como nanoparticulas, nanocélulas,
nanoemulsiones, etc. para diferentes aplicaciones biomédicas como pueden ser prediccion,

prevencion, diagndstico temprano y terapia personalizada, entre otros [173].

La nanotecnologia es una plataforma que presenta diversas ventajas ya que permite controlar
y dirigir de manera mdas especifica un determinado tratamiento mediante la liberacién
especifica y localizada del mismo y, ademas, evita su degradacién y aumenta su estabilidad in
vivo. Por tanto, gracias a la nanotecnologia se puede obtener una mayor concentracion en el
lugar deseado y no en el resto del organismo, aumentando asi la efectividad del tratamiento y

disminuyendo la toxicidad sistémica.

6.1. NANOPARTICULAS COMO BASE DE SISTEMAS DE LIBERACION LOCALIZADA

La principal limitacion de muchos tratamientos con farmacos o biomoléculas, asi como de la
ACT, es su baja eficacia in vivo y en ocasiones, su alta toxicidad. Como consecuencia de esa baja
eficacia y, por tanto, efecto terapéutico, debe utilizarse una alta concentracién para obtener el
efecto deseado, causando de esta manera multiples efectos adversos. Ademas, como ya se vio,
uno de los factores limitantes en la ACT es la dificultad en la obtencidn y expansidén de un nimero
suficiente de células efectoras especificas. La nanotecnologia puede utilizarse para solventar
este tipo de problemas. Uno de los nanosistemas mas empleados en biomedicina con este fin

son las nanoparticulas (NPs), mediante su unién a los diversos tratamientos. Estos sistemas de
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liberacion basados en NPs se han utilizado principalmente para la liberacién especifica de
farmacos o biomoléculas debido a sus diversas ventajas. Debido a su pequefio tamafio, las NPs
tienen acceso a ciertas zonas a las que otros sistemas no pueden acceder y pueden ser dirigidas
hacia una zona deseada mediante diversas estrategias, reduciendo asi la cantidad de fdrmaco o
biomolécula necesaria para obtener efecto terapéutico en ese lugar y minimizando la toxicidad.
Este hecho tiene gran importancia cuando se busca la actuacidon de un farmaco en un lugar
concreto, como en el cdncer o en la autoinmunidad especifica de érgano, ya que las terapias

convencionales suelen dispersarse por todo el organismo y solo parte llega al lugar de accion.

Ademas, las NPs pueden ser dirigidas hacia el sitio de accién mediante dos tipos de estrategias:
pasivas o activas [174]. Por un lado, suelen acumularse de manera pasiva en regiones
inflamadas o masas tumorales debido a que en esas regiones existe un aumento de la
permeabilidad y de la retencion [175]. Existen diversos ensayos preclinicos y clinicos que
demuestran que la unién de farmacos antitumorales a diferentes NPs aumenta la eficacia del
farmaco en comparacién con la administracion del fdrmaco libre [176]. Por otro lado, existen
estrategias activas que buscan dirigir las NPs hacia la regién de interés, ya que, en ocasiones, la
acumulacidn pasiva no es suficiente. Un ejemplo de ello podria ser mediante la unién de las NPs
a ligandos especificos que las dirigen a un tipo de tejido concreto [177]. Otra estrategia muy
prometedora es la utilizacion de NPs magnéticas (NPMs) que pueden localizarse de manera

precisa en la zona deseada mediante el uso de un campo magnético externo (CME) [178].

6.2. NANOPARTICULAS MAGNETICAS

El concepto del uso de NPMs como agentes transportadores que podrian dirigirse y concentrarse
en una regién concreta con ayuda de un CME fue propuesta por primera vez por Freeman en
1960 [174, 179], y se basa en la competicidn entre las fuerzas ejercidas sobre las NPMs por el
propio flujo sanguineo y el CME aplicado. Cuando esta ultima predomina, las NPMs se retienen
en la zona del campo. Para su uso en biomedicina, es importante que las NPMs presenten
diversas propiedades que las hagan biocompatibles y eviten su toxicidad. Ademas, deben poseer
propiedades especiales para poder ser utilizadas en biomedicina, dependiendo de la aplicacion
que se quiera dar al material [179]. En el caso de las NPMs, sus caracteristicas vienen

determinadas por el nicleo de material magnético, y por la cubierta que lo rodea (Fig. 19).

6.2.1. Nuicleo magnético
El material magnético debe proporcionar unos requerimientos esenciales, siendo el primero de
ellos el comportamiento superparamagnético, que aparece en materiales de muy pequefio

tamanfio. En los materiales superparamagnéticos, debido a su tamafio, las fluctuaciones en la
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direccion de la magnetizacidon afectan a la particula entera, que posee un Unico dominio
magnético, y su comportamiento al aplicar un campo magnético es reversible. Si las particulas
son de mayor tamafio, su comportamiento magnético no sera reversible. Para uso biomédico es
especialmente importante el superparamagnetismo, ya que cuando el campo magnético deja
de aplicarse, el material no presenta una magnetizacion residual, de forma que no se produce
la atraccion y aglomeracidon entre particulas, lo que evita posibles problemas como la
embolizacion en el torrente sanguineo. Otro requisito bdsico es que el nicleo magnético sea
biodegradable o pueda ser excretado facilmente. Las NPs con nucleos de hierro se procesan por
las células utilizando las vias bioquimicas del metabolismo del hierro [180, 181]. Finalmente, el
nucleo magnético debe proporcionar una alta magnetizacion, para que el movimiento de las NPs

se pueda controlar con un CME y se puedan inmovilizar en la region que se desee.

6.2.2. Recubrimiento de las NPMs

La cubierta de las NPMs les va a proporcionar caracteristicas significativas para su uso. Recubrir
las NPMs con compuestos biocompatibles evita su posible toxicidad, inmunogenicidad y permite
aumentar el tiempo de residencia en sangre. Por otra parte, la cubierta puede dotar a las NPMs
de la capacidad de unir determinados compuestos, o les proporciona carga superficial a pH
fisioldgico, lo que permite su estabilizacion y evita que se formen agregados por la repulsidn

Ligandos especificos  entre cargas del mismo signo.
7 (anticuerpos...)

4 Recubrimiento
594 biocompatible
Fig. 19. Esquema de una NPM. Las NPMs
constan de un nucleo magnético que puede
estar rodeado por diversos recubrimientos
biocompatibles y  funcionalizado con
farmacos, anticuerpos, etc.

6.3. APLICACION DE NPMs EN ACT

Como se ha comentado, la ACT es una aproximacién terapéutica muy prometedora para el
tratamiento del cancer. Sin embargo, una de las principales limitaciones como se ya vio, es la
reducida migracidon y la infiltracion ineficiente de las células T y NK efectoras en el
microambiente tumoral, y, por tanto, es necesaria la busqueda de estrategias que permitan
aumentar el trafico de las células transferidas hacia el tumor, permitiendo asi una accion
antitumoral efectiva y la eliminacién completa del tumor [182]. Por otro lado, la aplicacion de
NPMs en biomedicina es una forma de mejorar la eficacia de un tratamiento y disminuir su

toxicidad, por lo que la aplicacion de este tipo de estrategias en ACT es una idea muy atractiva.

55



56

IV. INTRODUCCION

Por ello, y con el objetivo de mejorar la migracion o activacion de las células linfoides en el
tumor, una posibilidad podria ser mediante el uso combinado de NPMs asociadas a las células y
la aplicacién de un CME, que permitiria la localizacidn exacta en la zona deseada, algo que puede
ademas prolongarse en el tiempo gracias precisamente al CME que se aplica [178]. Diversos
estudios utilizando este tipo de estrategia han sido llevados a cabo, pero principalmente con el
objetivo de acumular células madre, células mesenquimales macréfagos o DCs en terapias de
regeneracion tisular y desérdenes autoinmunes [183-188]. Su uso en el redireccionamiento de
células linfoides tales como células T o NK para tratamientos de cdncer o autoinmunidad son

muy limitados [189] y este campo permanece inexplorado.

El direccionamiento magnético de células efectoras como células T y NK, caracterizadas por
una alta motilidad y por estar, a diferencia de las DCs y macrdéfagos, continuamente en
circulacion, para mejorar su migracion de manera especifica hacia el tumor y de promover su
acumulacion e infiltracién en el mismo, podria ser una estrategia prometedora para solventar
uno de los principales problemas en ACT. La aplicacidn de un CME podria suponer un aumento
en el tiempo de adhesidn de estas células en la regién de interés y, por tanto, en la infiltracion
del tumor. No obstante, apenas hay estudios donde se haya analizado la influencia de las NPMs
en la migracidn y funcionalidad de células del sistema inmune [190] y esta estrategia sélo tendria
sentido siempre y cuando los aspectos funcionales clave no se vieran afectados por la presencia
de las NPMs y el CME. Durante este proyecto, se ha evaluado la posibilidad de utilizar las NPMs
como plataforma para el direccionamiento magnético de células T y NK hacia una regién de
interés, mediante el andlisis de la influencia de las NPMs sobre estas células, asi como de la

capacidad de un CME de promover la acumulacién de estas células asociadas a NPMs (Fig. 110).
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Los diferentes objetivos planteados a lo largo de esta Tesis Doctoral son los siguientes:

1.

Analizar la interaccion entre las nanoparticulas magnéticas y diferentes modelos de
células Ty NK, con el fin de determinar las condiciones adecuadas de asociacién entre

ambas.

Evaluar la retencién magnética in vitro de diversos modelos de células Ty NK asociadas
con nanoparticulas magnéticas y posteriormente in vivo, de células T primarias
asociadas a nanoparticulas magnéticas en ndédulos linfaticos, asi como su

comportamiento en el interior de los mismos.

Analizar la influencia de las nanoparticulas magnéticas sobre los principales aspectos

funcionales in vitro de las células T y NK efectoras.

Evaluar la retenciéon magnética y la funcionalidad in vivo de células T CD8* especificas de
antigeno asociadas a nanoparticulas magnéticas en un modelo tumoral que expresa el
antigeno que reconocen dichas células, mediante la aplicacion de un iman en la

proximidad del tumor en experimentos de transferencia celular.
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1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LAS NPMs

1.1. Reactivos y compuestos

Los principales reactivos utilizados para la sintesis y caracterizacion de las NPMs se enumeran a
continuacién: cloruro de hierro (ll) (FeCl,) (Sigma-Aldrich, >99%), cloruro de hierro (lll) (FeCls)
(VWR International, 27% solucion acuosa), hidroxido de amonio (NH4OH) (Fluka, 25%), acido
nitrico (HNOs) (Sigma-Aldrich, <65%), nitrato de hierro (lll) (Fe(NQOs)s) (Sigma-Aldrich, >98%),
acido dimercaptosuccinico (DMSA) (Sigma-Aldrich, >98%), 3-aminopropiltrietoxisilano (APS)
(Sigma-Aldrich, >98%), dextrano 6kDa (DEXT) (Sigma-Aldrich), metanol (Sigma-Aldrich, >98%) e
hidréxido sédico (NaOH) (Sigma-Aldrich).

1.2. Sintesis de los nucleos de 6xido de hierro

Los nucleos de 6xido de hierro se prepararon siguiendo el protocolo de coprecipitacion
previamente publicado [191, 192]. Brevemente, sobre una mezcla de cloruros de Fe?* y Fe3*
(FeCl, y FeCls) se adiciond una base (NH4OH) de manera lenta y bajo una agitacion intensa. La
mezcla se calenté a 902C durante 90 minutos con el objetivo de preparar nucleos de
aproximadamente 12 nm de didmetro (Fig. M1.A). Posteriormente, la preparacién se lavé con
agua destilada mediante decantacién magnética. Con el fin de oxidar la magnetita a maghemita
y activar la superficie para los pasos siguientes, el precipitado obtenido se traté con acido (HNOs)
bajo agitacion durante 15 minutos. Después, el acido se elimind por decantacion magnética y
una mezcla de Fe(NOs); y agua se afiadié sobre la preparacion. La mezcla se calenté en agitacion
hasta temperatura de ebullicion durante 30 minutos, tras lo cual se dejo enfriar a temperatura
ambiente (TA) y, mediante decantacién magnética, el sobrenadante se sustituyé por HNO; y se
agito durante 15 minutos (Fig. M1.B). Finalmente, la preparacion se lavé tres veces con acetona
y se dispersé en agua destilada. Para eliminar cualquier resto de acetona y concentrar la muestra

final se utilizé un rotavapor.

A t o B
— NH,OH
—
FeCl, + FeCl, —
— —
1. HNO,
2.Fe(NO,),en
HO
2
3.HNO, .
Nanoparticulas Nanoparticulas
-Fe O
Fe3O4 Y

Fig. M1. Sintesis de los nticleos de 6xido de hierro por coprecipitacion. A) Sintesis de nucleos de dxido
de hierro (magnetita). B) Tratamiento acido y proceso de oxidacién a maghemita de los nucleos obtenidos
previamente.
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1.3. Recubrimiento de los nticleos de 6xido de hierro

Para mejorar la estabilidad y biocompatibilidad de las NPs, los nucleos de éxido de hierro
obtenidos previamente se recubrieron con diferentes compuestos: DMSA, APS o DEXT,
siguiendo los protocolos descritos previamente [192]. De manera concisa se describen a

continuacién los pasos principales:

- Recubrimiento con DMSA (DMSA-NPMs): se afiadié DMSA sobre la suspensidn de ntcleos de

oxido de hierro bajo agitacién a un pH acido (pH 3). Después, se aumento el pH hasta 11y la
muestra se sonicé durante 20 minutos. Finalmente, la suspension se dializé contra agua
destilada durante 2 dias, utilizando una membrana de dialisis de 14kDa (Sigma-Aldrich) y se
ajustéelpHa7.

- Recubrimiento con APS (APS-NPMs): se afiadié APS de manera lenta sobre la suspensiéon de

nucleos de 6xido de hierro y metanol bajo agitacidon vigorosa durante 12-16 horas.
Posteriormente, el metanol se elimind de la mezcla utilizando un rotavapor. La muestra se
lavd 3 veces con una mezcla de acetona/agua (70/30) y se redispersd en agua destilada. El

pH se acidificd (pH 3) y la muestra se sonicé durante 1 hora. Finalmente, el pH se ajusté a 7

y se sonicd durante 10 minutos.
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- Recubrimiento con DEXT (DEXT-NPMs): se dispersoé la suspension de nucleos de 6xido de

hierro en una disolucidon de NaOH y se afadio gota a gota sobre una solucién de dextrano
(6kDa) en NaOH bajo sonicacién. La mezcla se sonicé durante 6 horas bajo refrigeracion.
Finalmente, la preparacion se dializé contra agua destilada durante 3 dias, de manera similar

al recubrimiento con DMSA, y el pH se ajusté a 7.

1.4. Caracterizacion de las NPMs

Se realizé una caracterizacion fisico-quimica mediante el analisis de diversos pardmetros, tanto
de los nucleos de dxido de hierro obtenidos inicialmente, como de las NPMs modificadas con los
diferentes recubrimientos. En primer lugar, para el andlisis por microscopia electrdnica de
transmisién (TEM), una gota de la suspension diluida de los nucleos o de las NPMs recubiertas
se depositd sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono, y se dejé secar a TA. Las imagenes
se adquirieron usando el microscopio electrénico de transmisién JEOL JEM 1011 con la cdmara
Gatan ES1000Ww. El anadlisis de las imagenes se llevd a cabo utilizando el software de analisis
Imagel y que permitié determinar el tamafio medio de los nucleos de las NPMs, asi como su
forma y distribucién. Para determinar el tamafio hidrodindmico y la carga superficial (potencial
zeta), se diluyeron las muestras en agua destilada o en una solucion de KNOs, respectivamente
y se analizaron por dispersion dindmica de la luz (DLS) (Malvern Nano Sizer ZS). A continuacion,

se cuantificd la concentracién de Fe en las diferentes preparaciones mediante su digestion en
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medio acido y su posterior analisis por espectroscopia de emisidn dptica de plasma acoplado

inductivamente (ICP-OES) en el equipo Optima 2100 DV (Perkin Elmer).

La presencia del recubrimiento en la superficie se evalué mediante espectrometria infrarroja
por transformada de Fourier (FTIR), mediante un barrido entre las longitudes de onda de 4000
y los 250 cm™ con los espectrofotémetros Bruker IFS 66V/S-FTIR y Nicolet 20SXC-FTIR
(ThermoScientific). La cantidad de recubrimiento presente en la NPM se cuantificé mediante
analisis termogravimétricos (TG) y analisis térmicos diferenciales (DTA) simultaneos llevados a
cabo en una termobalanza Seiko TG/DTA 320U (Seiko Instruments). Posteriormente, para la
caracterizacién magnética, las muestras en suspension fueron congeladas y desecadas overnight
(O/N) en un liofilizador LyoQuest (Telstar). La muestra sélida resultante se compacté en capsulas
de gelatina para la subsiguiente caracterizacion magnética. Las curvas de histéresis se
obtuvieron en un magnetometro de muestra vibrante (MLVSM9, Maglab 9T, Oxford

Instruments), utilizando un campo magnético maximo de 5 T.

Finalmente, se evaluaron los niveles de endotoxina en las diferentes preparaciones de NPMs
recubiertas utilizando un ensayo comercial cromogénico de lisado de amebocitos del limulus

(LAL) (Lonza), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2. MEDIOS DE CULTIVO, SUPLEMENTOS Y SOLUCIONES TAMPON

- Medios de cultivo: medio RPMI 1640 y medio DMEM (ambos de Biowest).

- Suplementos de medios: FBS (GBi Life Sciences) y sodio piruvato, HEPES, penicilina,
streptomicina, aminodcidos no esenciales, B-mercaptoetanol y L-glutamina, todos de Biowest.

- PBS: KH,P0O4 1 mM, NaH;P0O4 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM a pH 7.0.

- Buffer de lisis de eritrocitos: NH4Cl 160 mM, NaHCO; 10 mM, EDTA 0.14 mM en H,0apH 7.4

- TBS: Trizma base 10 mM, NaCl 150 mM a pH 8.0.

- PBS-staining: FBS 1-2% o BSA 0.1-0.2% a pH 7.0.

3. RATONES

Para el desarrollo de esta tesis se han utilizado las siguientes cepas de ratones:

3.1. Ratones C57BL/6 (Jackson o Janvier Laboratories)
Estos ratones, tanto machos como hembras, se han empleado para la purificacion de células T
primarias y células NK, con los que se han realizado los experimentos de la primera y segunda

parte de esta tesis, respectivamente.
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3.2. Ratones C57BL/6-Tg(TcraTcrb)1100Mjb (Ratones OT-I) (Jackson Laboratories)

Se trata de ratones transgénicos, que expresan el TCR transgénico OT-I (Va2 y VB5) que reconoce
un péptido especifico de la ovoalbimina (OVA), el 257-264 (SIINFEKL), presentado en el contexto
de la molécula de MHC-I H-2Kb [193, 194]. Estos ratones fueron fenotipados mediante
citometria de flujo, usando principalmente como marcador un anticuerpo que reconoce Va2,
especifico para este tipo de receptores. Fueron cedidos por la Dr. . Mérida (CNB) para iniciar
nuestra propia colonia. A partir de estos ratones se purificaron y expandieron los linfocitos T

CD8* con los que se han realizado la tercera parte de esta Tesis.

Los anticuerpos anti-ratdn utilizados en citometria de flujo para el fenotipaje de estos ratones
fueron los siguientes: anti-CD90.2 (53-2.1, eBioscience), -Va2 (B20.1, Pharmingen) y -CD8 (53-
2.1, Biolegend).

3.3. Ratones athymic nude-Foxn1™ (Harlan Laboratories)
Se trata de una cepa de ratones inmunodeficientes. Se utilizaron ratones hembra, de 5-7

semanas de edad, durante los ensayos de transferencia celular de la primera parte de la Tesis.

3.4. Ratones C57BL/6 (Harlan Laboratories)

Se utilizaron ratones hembra, de 5-7 semanas de edad, para generar un modelo tumoral
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singénico y posteriormente, como modelo de tratamiento antitumoral tras la transferencia

celular de células OT-l asociadas o no con NPMs y en ausencia o presencia de un CME.

3.5. Ratones C57BL/6-Tg(CAG-EGFP)1310sb/LeySop) (“Ubi-GFP”) (Jackson Laboratories)

Se trata de ratones transgénicos, cuyas células, a excepcion de los eritrocitos y el pelo, presentan
fluorescencia GFP. Se utilizaron para la obtencién de células T primarias y su uso en el ensayo
de migracion in vitro “under agarose” o posterior transferencia a otros ratones, en presencia o
ausencia de CMEs, con el fin de recoger y hacer imagen con los NLs (Apartados 14.2 y 16 en
Materiales y Métodos). También se utilizaron para la obtencién de células dendriticas y su
posterior uso en algunos de los experimentos de microscopia multifoténica (Apartado 17.2 en

Materiales y Métodos).

En todos los casos siempre se mantuvieron en un ambiente libre de patégenos en el Animalario
del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB), o en el Animalario del Instituto Theodor Kécher
(Berna, Suiza), en el caso de algunos de los experimentos de homing (Apartado 15) y microscopia
selectiva de planos y multifoténica (Apartados 16 y 17 en Materiales y Métodos). Ademas, todos
los procedimientos realizados durante este trabajo que conllevan el manejo de animales se rigen
por la legislacidn de la Unidn Europea. Los experimentos realizados en el Centro Nacional de

Biotecnologia (CNB) fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal del CNB
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(CEEA-CNB), el Comité de Etica del CSIC, y por la Direccién General de Agricultura y Ganaderia
del Area de Proteccién Animal de la Comunidad de Madrid. Los experimentos realizados en

Berna fueron aprobados el Comité de Experimentacion Animal del Cantén de Berna.

4. CULTIVOS CELULARES

4.1. Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: Jurkat (ATCC, TIB-152) como
modelo de células T humanas, RAW264.7 (ATCC, TIB-71) como modelo de macréfagos murinos,
NK-92MI (ATCC, CRL-2408) como modelo de células NK humanas, SVEC4-10 (ATCC, CRL-2181)
como modelo de células endoteliales murinas, YAC-1 (ATCC, TIB-160) y RMA/S (cedidas por el
Dr. B. Chambers, Karolinska Institute, Suecia) como modelos de dianas de células NK de origen
murino, K562 (cedidas por el Dr. A. Pérez Martinez, IdiPaz, Espafia) como modelo de diana de
células NK de origen humano y EG7-OVA (ATCC, CRL-2113) como modelo de diana tumoral

especifica de células T murinas. Las lineas celulares Jurkat, RAW264.7 y SVEC4-10 se cultivaron

en medio DMEM suplementado con 10% FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml estreptomicina,
2 mM L-glutamina y 1 mM de piruvato sddico en condiciones estandar de cultivo (372C, 5% CO>
y 90% de humedad relativa). La linea NK-92MI se cultivd en medio RPMI 1640 suplementado
con 5% FBS, 5% suero humano (Sigma-Aldrich), 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml
estreptomicina, 2 mM L-glutamina, 1 mM de piruvato sddico, 50 uM 2-mercaptoetanol, HEPES
10 mM, aminoacidos no esenciales 1X, y en algunos casos, se afadié también IL-2 humana

recombinante (100 U/ml, Peprotech).

La linea celular YAC-1, de origen murino, se utiliza como diana de células NK ya que expresa el

ligando del receptor activador NKG2D [195] mientras que RMA/S, también de origen murino, se

usa debido a la expresion de bajos niveles de MHC de clase | [196]. La linea celular K562, de

origen humano en este caso, se utiliza como diana ya que carece de HLA de clase I. Estas tres
lineas celulares se cultivaron en medio RPMI 1640 suplementado con 10% FBS, 100 U/ml de

penicilina, 100 U/ml estreptomicina y 2 mM L-glutamina.

La linea celular EG7-OVA se utiliza como modelo para estudiar la respuesta especifica de

antigeno por parte de las células T citotoxicas (especificas del péptido OVA;s7-264), ya que estan
modificadas, mediante la insercidon de un plasmido, para la sintesis y presentacidn constitutiva
del péptido OVA en moléculas de MHC-1 H-2Kb. Estas células se cultivaron en medio RPMI 1640
suplementado con 10% FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 U/ml estreptomicina, 2 mM L-
glutamina, 1 mM de piruvato sddico, 50 UM 2-mercaptoetanol, HEPES 10mM, aminoacidos no

esenciales 1X (medio RPMI completo), en presencia de geneticina 0.4 mg/ml (G418,
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ThermoFisher Scientific), para la seleccidn Unicamente de aquellas células con el inserto

plasmidico.

4.2. Aislamiento y cultivo de células primarias de ratén
Para el desarrollo de este trabajo ha sido necesario aislar y cultivar diferentes tipos de células

inmunes primarias de ratén: células T primarias, células NK y células OT-I.

4.2.1. Purificacidn de células T primarias

Se sacrificaron ratones C57BL/6, de unos 3-4 meses de edad, y el bazo y los NLs (axilares,
inguinales, popliteos y cervicales) fueron recogidos y disgregados en un filtro de 40 um de poro
(BD Falcon). Obtenida una suspensién de esplenocitos, se lisaron los eritrocitos y se aislaron las
células T primarias mediante el kit “Dynabeads Untouched Mouse T cells” (ThermoFisher
Scientific) o el kit “Mouse T cell Isolation” (STEMCELL Technologies), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Estos kits permiten la purificacion de células CD3* mediante seleccién negativa,
para evitar su posible activacién y poder utilizarlas inmediatamente después. Después del
aislamiento, el porcentaje de células CD3* se comprobé por citometria de flujo para evaluar la

eficacia del mismo, siendo utilizadas siempre en torno al 90-95%. Estas células se utilizaron

inmediatamente después en los experimentos correspondientes, utilizando medio RPMI
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completo.

4.2.2. Purificacion y expansion de células NK

En el caso de células NK primarias, se procedié de la misma manera que en el caso anterior, pero
siendo necesario aislar sélo el bazo y utilizando el siguiente kit: “Mouse NK Cell Isolation Kit”
(Miltenyi Biotec), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit permite la purificacion de
células NKp46* por seleccién positiva. Una vez aisladas, se pusieron en cultivo en una placa de
cultivo de 96 pocillos (fondo en U) utilizando el medio RPMI completo, pero esta vez
suplementado con IL-2 recombinante murina (1000 U/ml, Peprotech) y fueron expandidas
durante 7 dias. El porcentaje de células NK (CD3"NKp46*) fue comprobado por citometria de flujo

adia 0y adia7, obteniendo en este Ultimo una pureza de en torno al 90-95% tras la expansion.

4.2.3. Purificacion y expansion de células OT-I

Finalmente, para obtener células OT-I, ratones OT-I fueron sacrificados y los nédulos y bazo
fueron recogidos y procesados, de igual manera que en los casos anteriores, hasta obtener una
suspension de esplenocitos, tras lo cual se procedio a la lisis eritrocitaria. Posteriormente, se
pusieron en cultivo durante 2 dias a una concentracion de 5 x 10° células/ml en medio RPMI
completo suplementado con el péptido OVA;s7.2¢4 (sintetizado por el Servicio de Protedmica del

CNB) a 10 pM, con el fin de activar las células OT-I presentes. Transcurridos los 2 dias, la mayor
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parte de células inactivas acaban muriendo y sélo sobreviven aquellas que se han activado. En
este punto se sustituyd el medio de cultivo por medio RPMI completo suplementado con IL-2
recombinante murina (50 U/ml, Peprotech) a una concentracién de 0.2-0.4 x 10° células/ml y se
dejé que las células OT-I activadas se expandieran durante unos 3 dias. El porcentaje de células
OT-1 (CD3*CD8*) asi como su perfil de activacidn, segun la expresidon de marcadores de activacion
temprana y tardia, CD25 y CD69, se comprobd por citometria de flujo a dia 0 y a dia 5-6 de
activacion, obteniéndose un 90-95% de células OT-I tras la expansién. Se usaron en torno a dia

5-6 de expansion en los experimentos correspondientes.

Los anticuerpos anti-ratén utilizados en citometria de flujo para la comprobacién de los
diferentes cultivos celulares se enumeran a continuacién: anti-CD3 (17A2, eBioscience), -NKp46

(29A.1, Biolegend), -CD69 (H1.2F3) y -CD25 (PC61) ambos de Pharmingen.

5. ENSAYOS DE TOXICIDAD DE LAS NPMs

5.1. AlamarBlue/PrestoBlue

Para evaluar la supervivencia celular en presencia de las diferentes NPMs se utilizé el compuesto
comercial AlamarBlue o PrestoBlue (ambos de Invitrogen). Estos compuestos contienen un
reactivo no fluorescente, la resazurina, el cual, al entrar en las células viables, se reduce por las

enzimas mitocondriales y da lugar a la resorufina, altamente fluorescente (Fig. M2).

.
.
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Resazurina Resofurina

Azul, baja Rosa, alta

fluorescencia fluorescencia

Fig. M2. Reaccion producida en el ensayo AlamarBlue/PrestoBlue. La resazurina actia como aceptor de
electrones de las deshidrogenasas en las células vivas, formandose la resofurina, un compuesto rosa/rojo
y muy fluorescente.

Las células fueron cultivadas con concentraciones crecientes de las diferentes NPMs (DMSA-
NPMs, APS-NPMs y DEXT-NPMs) en el medio correspondiente para cada una, por 24 h en placas
de cultivo de 96 pocillos en condiciones estandar. Durante las ultimas 4 h, se afiadié el reactivo
AlamarBlue a una dilucidn final de 1:10. Finalmente se midié la fluorescencia con los filtros de
excitacion y emisiéon de 530 nm y de 590 nm, respectivamente. Como fluorescencia base o
minima se tomao aquella propia del medio completo solo. El porcentaje de supervivencia celular

se calculé de la siguiente manera:
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] ] fluorescencia siyiastratadas — flUOTesScenciamimima
% Supervivencia celular = - - x100%
fluorescenaacélulasnotratadas - fluorescenaaminima

5.2. Anexina/PI

Para determinar la induccién de apoptosis y/o necrosis debido a la presencia de las NPMs, se
utilizé el marcaje conjunto anexina V y yoduro de propidio (PI). De esta manera, se detecta la
externalizacién de la fosfatidilserina en células apoptdticas usando la anexina V conjugada con
FITC y las células muertas mediante el Pl, el cual entra Unicamente en células muertas, cuando

se encuentra comprometida la membrana plasmadtica (Fig. M3.A).

Para ello, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de NPMs en condiciones
estandar y posteriormente, se procedié a la tincién con el kit de anexina V-FITC / PI (Life
Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se procedié a su analisis por

citometria de flujo. Se compard el porcentaje de células apoptéticas tempranas (anexina V

—  Apoptoticas

\ \ 4 ¢ necréticas | i
_ - tardias

§ positivas), tardias (dobles positivas), necrdticas (Pl positivas) y viables (dobles negativas) (Fig.
-

m

)

2 M3.B).
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Fig. M3. Ensayo de apoptosis/necrosis por citometria de flujo. A) Esquema grafico que muestra la
interaccion entre la anexina V y el PI con los diferentes estados de la célula. B) Gréfica representativa
obtenida por citometria de flujo de las 4 poblaciones de células diferenciadas en funcién de su marcaje.

6. INCUBACIONES DE CELULAS CON NPMs
Para poder determinar las condiciones dptimas por las cuales las células linfoides se unen en
mayor medida con las NPMs, se llevaron a cabo diferentes tipos de incubaciones con las mismas

(Fig. M4):

a) Incubacidn tradicional: 2 x 108 células/ml fueron sembradas en pocillos de una placa de 24 y

fueron incubadas con las NPMs (20 pg Fe/ml) en 500 ul del medio correspondiente durante

24 h.
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b) Incubacidon en presencia de agentes transfectantes [197]: 2 x 10° células/ml fueron

sembradas en pocillos de una placa de 24 y fueron incubadas con las NPMs (20 pg Fe/ml) y
Lipofectamina 2000 (1:125, Invitrogen) en 500 ul del medio correspondiente en ausencia de
FBS durante 4 h. Posteriormente, fueron lavadas y sembradas de nuevo durante 20 h mas.
Nota: las NPMs se combinaron con la lipofectamina durante 30 min, antes de ser afiadidas al
cultivo celular.

c) Incubacién en pequefio volumen a altas concentraciones: 1 x 107 células/ml fueron incubadas

con las NPMs (50-150 pg Fe/ml) en un tubo Falcon de 15 ml en presencia del medio
correspondiente durante 2 h.

d) Incubacién magnética [189]: esta incubacién fue similar a la incubacién tradicional (a) en

presencia de un CME debajo del pocillo, con el objetivo de atraer a las NPMs hacia el fondo

del pocillo donde se encuentran las células.

@l e
Célula NPMs Lipofectamina  Iman (CME)
linfoide

Incubacion 24 h Incubacion 2 h Incubacion 24 h

Fig. M4. Optimizacion de la asociacion de NPMs con las células linfoides. Esquema grafico de las
diferentes incubaciones utilizadas (a, b, ¢ y d) para determinar las condiciones éptimas de incubacion
entre las células linfoides y las NPMs.

7. CUANTIFICACION DE NPMs

Con el fin de determinar la cantidad de NPMs asociadas a las células se procedio a la digestion
en medio acido de las mismas, tras su incubacion con las diversas NPMs. De manera resumida,
tras el tratamiento con las NPMs, se lavaron con PBS y se digirieron durante 1 h a 902C con 1 ml
de HNO3 63% y posteriormente durante 1 h mas con H,0,. La determinacion de hierro en las

muestras se llevd a cabo por ICP-OES, como se describidé previamente.

8. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS NPMs

Para determinar la localizacién subcelular de las diferentes NPMs en las células, se llevaron a
cabo diferentes tipos de microscopias. En primer lugar, se llevd a cabo la tincidon de Azul de
Prusia, que produce una intensa coloracién azul en las zonas donde se encuentran presentes
iones férricos (Fe**). De esta manera se puede comprobar si las NPMs se asocian con las células

y dar una primera estimacién sobre su localizacidn en la célula por microscopia dptica. Las
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células tratadas o no con las diferentes NPMs durante 2 h en condiciones estandar, tras lo cual
se lavaron PBS, se fijaron con PFA (Sigma-Aldrich) 4% durante 15 minutos y se volvieron a lavar.
Tras ser fijadas, las células se permeabilizaron con TritonX-100 durante 5 minutos y se tifieron
con una mezcla de ferrocianuro potasico (Sigma-Aldrich) al 4% y HCl (Merck) al 4% en proporcion
1:1 durante 20-30 minutos. Posteriormente se lavaron con agua destilada y se contratifieron con
rojo neutro (Sigma-Aldrich) al 0.5% durante 1-2 minutos, tras lo cual volvieron a ser lavadas y se
secaron y montaron utilizando medio de montaje (gelatina 7.7%, 54% glicerol) para su
observacién al microscopio. Las imdgenes se adquirieron en un microscopio de campo claro

invertido Olympus IX70 con los objetivos de inmersion 63x y 100x.

Asimismo, también se llevé a cabo microscopia confocal. Para marcar los lisosomas se anadio el
colorante LysoTracker Red DND-99 (50 nM, Life Technologies) durante las 2 h de incubacidn.
Posteriormente, se afiadid otro colorante para tefir la membrana plasmatica, WGA-
AlexaFluor647 (1:500, ThermoFisher Scientific) durante los ultimos 10-15 minutos de
incubacién. Posteriormente, las células se lavaron con PBS, se fijaron con PFA 4% durante 15
minutos, se volvieron a lavar y se contratifieron los nucleos incubando las células 10 min con
DAPI (1:200, Sigma-Aldrich) diluido en PBS. Después, se montaron con Fluoromont-G
(SouthernBiotec) para su observacion mediante microscopia confocal y de campo oscuro. Las
imagenes se adquirieron con el microscopio confocal Leica TCS SP5, utilizando el objetivo de
inmersion 63x/1.4 NA y en ocasiones, el zoom 5x. Para la adquisicion en campo oscuro de las
NPMs se utilizd el laser de 488 nm. El software de imagen Imagel fue utilizado para el analisis

de las imdagenes obtenidas y la composicion de las proyecciones ortogonales.

Finalmente, para la microscopia electrénica, las células fueron fijadas a TA en glutaraldehido 2%
y 4cido tanico 1% en HEPES 0.4 M a pH 7.2 tras su incubacién con las NPMs durante 2 h en
condiciones estandar y posterior lavado con PBS. Después, fueron lavadas y resuspendidas en
HEPES. Tras esto, las muestras fueron procesadas e incluidas por el Servicio de Microscopia
Electrénica del CNB. Las imagenes se adquirieron a diferentes magnificaciones con el

microscopio electrénico de transmision JEOL JEM 1011 y la cdmara Gatan ES1000Ww.

9. CITOMETRIA DE FLUJO

9.1. Marcaje vivas/muertas
En los casos en los que fue necesario, se utilizé el kit “LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain Kit (488
nm excitation)” (ThermoFisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante, para

distinguir entre las células vivas y muertas durante el andlisis por citometria de flujo.
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9.2. Marcaje de proteinas de membrana

Se depositaron 2.5 x 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos con fondo en V. Las células
se centrifugaron a 2000 rpm 2 min a 42C, se descartd el sobrenadante y se lavaron afiadiendo
150 pl/pocillo de PBS-staining y centrifugando posteriormente. Después, se afiadieron 25
ul/pocillo de PBS-staining junto con el anticuerpo primario, en la concentracién de uso, durante
30 min a 49C. Las células se lavaron de nuevo con 150 pl/pocillo de PBS-staining y en aquellos
casos en los que el anticuerpo no estuviera marcado con un fluorocromo, se incubé de nuevo
con 25 pl/pocillo de PBS-staining junto con el anticuerpo secundario correspondiente durante
30 min a 49C. Finalmente, las células se lavaron en las mismas condiciones y se analizaron por

citometria de flujo.

9.3. Marcaje de proteinas intracelulares

Se procedié de la misma manera que en el apartado anterior. Una vez que las proteinas
extracelulares fueron marcadas, las células se fijaron con PFA 2% durante 10 min a 49C. Para
realizar el marcaje intracelular se permeabilizaron las células con una solucién de saponina al
0.5% en PBS-staining. Primero, se lavaron con 150 pl/pocillo de esta solucidn y posteriormente
se marcaron con los anticuerpos correspondientes diluidos en esta solucion, a la concentracién
adecuada, durante 30 min a 42C. Finalmente, se procedié al lavado de estas células y a su

resuspensiéon en PBS-staining para su analisis por citometria de flujo.

Nota: en este caso las células fueron incubadas también en presencia de brefeldina A o

monensina para inhibir el transporte de proteinas y poder detectar las proteinas intracelulares.

10. CARACTERIZACION FENOTIPICA
Para la caracterizacién por citometria de flujo de los diferentes tipos celulares utilizados tras su
tratamiento con NPMs, se utilizaron los anticuerpos enumerados a continuacidn siguiendo el

procedimiento explicado en el apartado anterior.

Para las células Jurkat se utilizaron los siguientes anticuerpos anti-humano: anti-CD62L (DREGC
56, Coulter), -CD11a (25.3.1, Immunotech), -CD45 (KC56 (T-200), Beckman C.) y -CD44 (G44-26,
Pharmingen). Para las células T primarias se utilizaron los siguientes anticuerpos anti-ratén: anti-
CD44 (IM7), -CD62L (Mel-14), -CD11a (M17/4), -CCR7 (4B12), -CD4 (RMA-5) y -CD8 (53-6.7)
(todos procedentes de Biolegend). El marcaje de CCR7 se llevo a cabo a 372C durante 30 min
con el anticuerpo primario biotinilado, seguido de una incubacién con un anticuerpo secundario
conjugado con un fluoréforo. Para las células NK-92MI se utilizaron los siguientes anticuerpos
anti-humano: anti-CD56 (N901 (NKH-1)), -CD95 (7C11) y -CD11a (25.3.1) de Immunotech, -CD16
(3G8) y -CD25 (B1.49.9) de Beckman C., -CD69 (FN50, eBioscience), -NKG2D (1D11, BD) y -IFN-y
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(B27, Pharmingen). Para las células NK primarias se utilizaron los siguientes anticuerpos anti-
raton: anti-NK1.1 (PK136), -CD69 (H1.2F3), -CD62L (Mel-14), -Ly49A+D (12A8) y -Ly49D (4E5) de
Pharmingen, -NKG2D (CXS5, Invitrogen), -CD27 (LG.3A10, BD), -CD11b (M1/70, Beckman C.), y -
Ly49F (HBF-719, Coulter). Para las células OT-I se utilizaron los siguientes anticuerpos anti-ratén:
anti-CD69 (H12F3), -CD25 (PC61) y -CD62L (Mel-14) de Pharmingen, -CD27 (LG.7F9), -IFN-y
(XMG1.2) y -CD127 (A7R34) de eBioscience y -CD44 (KM201, Beckman).

11. ANALISIS METABOLICOS EN TIEMPO REAL

El perfil metabdlico de las células T primarias murinas tratadas o no con APS-NPMs (150 pg Fe/ml
durante 2 h en condiciones estandar) se obtuvo utilizando el analizador de flujo extracelular
Seahorse XFp (Agilent Technologies) junto con el correspondiente kit “Cell Energy Phenotype

Test Kit”, siguiendo las instrucciones del proveedor.

12. MICROSCOPIA DE CALCIO
Para determinar si la sefializacién de calcio se ve afectada por la presencia de NPMs, se llevaron
a cabo experimentos de microscopia para observar en tiempo real las variaciones de calcio

intracelular tras cierta estimulacién. En estos ensayos, se utilizé el indicador de calcio

fluorescente Fluo-3AM (Invitrogen). Este tipo de indicadores son moléculas que aumentan su
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fluorescencia al unirse a Ca%* intracelular, por lo que pueden detectar los cambios en los flujos

de calcio celulares (Fig. M5).

I Estado de activacion I

l Estado de reposo, deplecién de calcio |

Ca 2+ PMA/Ionorr?clna
L J

1° Fluorescencia ,'

2+

%Vy/

+ PMA/ionomicina C&

@Q, PRt

Fig. M5. Diseno experimental del ensayo de microscopia de calcio. El indicador de calcio Fluo-3 apenas
presenta fluorescencia cuando las células T se encuentran en estado de reposo y deplecion de calcio. Al
afiadir ciertos estimulos en presencia de calcio, la célula se activa y tienen lugar variaciones en los niveles
de calcio. El indicador Fluo-3, al unirse a los iones Ca?* liberados en el interior celular presentan un
aumento de fluorescencia, lo que permite observar la dinamica de esta sefalizacion.
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Para ello, se tapizaron placas de 8 pocillos (1m-Slide 8 well ibiTreat, Microscopy Chamber; Ibidi)
con poli-L-lisina (0.01%, Sigma-Aldrich) durante 1 h a TA, lavandose posteriormente con PBS y
dejandose secar a 379C. Las células (células Jurkat o células T primarias de ratén) se trataron o
no con APS-NPMs (150 pg Fe/ml) durante 2 h en condiciones estandar, se lavaron con PBS y se
dejaron durante 3 h en medio sin calcio. Tras esto, las células se tifieron con Fluo-3AM (3 uM,
Invitrogen) durante 30 minutos a 372C en rotacidn y lavadas posteriormente con HBSS 1X
(Gibco) suplementado con 10% FBS, en ausencia de calcio. Después, se sembraron 2.5 x 10°
células en 250 pl del medio anterior sobre cada pocillo, tapizado anteriormente con poli-L-lisina
y se dejaron adherir durante 5 minutos. Se tomaron imagenes cada 645 ms con un microscopio
confocal Leica TCS SP5 con el objetivo de 20x y un zoom 2x y dentro de una camara que mimetiza
las condiciones del incubador. En primer lugar, se grabd durante 3 minutos en ausencia de
cualquier tipo de estimulo y de calcio. Posteriormente, se afiadieron con mucho cuidado 50 pl
del mismo medio, esta vez suplementado para obtener en el pocillo 50 ng/ml de PMA (Sigma-
Aldrich), 5 UM de ionomicina (Sigma-Aldrich) y 2 mM de CaCl, y se procedié a la adquisicion de
imagenes inmediatamente después durante 10 minutos, en las mismas condiciones (Fig. M5).
Asimismo, también se realizaron los controles correspondientes para tener en cuenta el ruido y
la sefial en ausencia de Fluo-3AM. El Software LAS X Life Science (Leica) se utilizé para analizar
las fluctuaciones de fluorescencia en las células debido a las variaciones en el calcio intracelular.

Al menos 3-4 videos y 100 células/video fueron analizadas en cada condicidn.

13. ENSAYOS DE MIGRACION IN VITRO EN CAMARAS DE FLUJO

Para determinar si la aplicacion de un CME era suficiente para promover la retencién in vitro de
las células cargadas con NPMs en presencia de fuerzas de flujo, se llevaron a cabo experimentos
en camaras de flujo. Para ello, fue necesario realizar ciertas modificaciones en camaras de flujo
comerciales (p-Slide | Luer (0.4 mm), Ibidi) (Fig. M6.A) para asi poder aplicar el CME al mismo
nivel de las células y lo mas cerca posible. También fue necesaria la fabricacién de un sistema de
dos imanes, ya que de esta manera se crea un gradiente magnético mayor y mas homogéneo.
Los imanes utilizados (Tabla M1) fueron discos de neodimio-hierro-boro (Supermagnete), ya

que es el material magnético mas potente.

Las células fueron tratadas o no con diferentes concentraciones de APS-NPMs durante 2 h en
condiciones estandar, lavadas posteriormente con PBS y tefiidas con calceina-AM (1 nM,
ThermoFisher Scientific) durante 20 minutos a 372C en PBS suplementado con 0.5% FBS.
Posteriormente, se diluyeron en el mismo buffer a una concentracién de 2.5 x 10° células/ml. La
camara se conectd a un sistema de flujo y se montd sobre un microscopio invertido Olympus

IX71 conectado sobre una estacién de imagen cell®R y con una cdmara que simula las
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condiciones estandar del incubador. Se inyecté en primer lugar PBS 0.5% FBS para llenar el
sistema y después, las células previamente preparadas se inyectaron en un flujo de 0.5 dina/cm?
(0.1 ml/min). Se procedié a tomar imagenes durante 4 minutos cada 1 segundo. Transcurrido el
primer minuto, se colocé con mucho cuidado el sistema de dos imanes sobre la cdmara (Fig.
MG6.A,B) y se siguid grabando durante 2 minutos mds en estas condiciones. Durante el ultimo
minuto, se retiraron los imanes. El software de analisis Imaris se utilizd para analizar los videos
obtenidos y las trayectorias de las células, asi como para cuantificar el desplazamiento de las

mismas en la direccién del iman (desplazamiento en el eje Y).

A Inlet Outlet
—> —>

b, ==\
= (W] ] Inlet Outlet

—> —
Camara de flujo Sistema de N
modificada dos imanes —
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Camara de
flujo

Células +
NPMs

Fig. M6. Disefio experimental del ensayo en camara de flujo. A) Modificaciones sobre la cdmara de flujo
y sistema de dos imanes utilizado. B) Montaje de la camara de flujo sobre el microscopio bajo condiciones
estandar de cultivo.

Magnetizacion

Iman remanente, Br (T) Radio (mm) Longitud (mm)
A 1.35 5 14
B 1.45 8 6

Tabla M1. Resumen de las propiedades de los imanes permanentes de neodimio-hierro-boro (NdFeB)
utilizados para la retencion magnética.
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14. ENSAYOS DE MIGRACION IN VITRO

14.1. Ensayo en transwell

Para estudiar la capacidad migratoria de las células linfoides en respuesta a gradientes
guimiotdcticos tras su asociacién a NPMs, se realizaron ensayos de migracién en camaras de
Boyden (Transwell Permeable Supports, Corning), que poseen una membrana porosa de
diferentes tamafnos de poro, segun el tipo celular que se utilice. En el caso de las células T
primarias de ratén, debido a su menor tamafo, se utilizaron transwell de 3 um, mientras que
para el resto de las células (células Jurkat, NK92-MI, OT-I y NK primarias) se utilizaron los
transwell de 5 um. Las quimioquinas empleadas fueron las siguientes: CXCL12 humano (10 nM,
Peprotech) para las células Jurkat, CCL21 murino (25-100 nM, Peprotech) para las células T
primarias de ratén y células OT-I, CXCL12 murino (100 nM, Peprotech) para las células OT-I,
fractalquina recombinante murina (CX3CL1, aa25-105) (100 ng/ml, R&D Systems) para las
células NK primarias y CXCL12 humano (100 ng/ml, Peprotech) para las células NK-92MI.

Para este ensayo, las células fueron tratadas o no con APS-NPMs (150 pg Fe/ml) durante 2 h en
condiciones estandar y lavadas con PBS. Tras esto, se marcaron las membranas celulares con los
kits de marcaje fluorescente de células en rojo (PKH26) o verde (PKH67) (ambos de Sigma-
Aldrich), para discriminar aquellas células tratadas de las células control (no tratadas) y de
manera alterna en los diferentes experimentos, para evitar posibles efectos inespecificos del
marcaje (Figura M7.A). Las células control y tratadas con NPMs se mezclaron en proporcion 1:1
en su medio correspondiente con 0.5% FBS y 100 ul de la mezcla (2 x 10° células) se sembraron
en el pocillo superior del inserto transwell adecuado. En cada pocillo inferior de la placa se
afiadieron 600 pl del mismo medio, pero suplementado con la quimioquina de estudio y se
incubd en condiciones estandar durante un tiempo determinado (2-16 h). Pasado este tiempo,
se recogi6 el medio del pocillo inferior, se cuantificé el nimero de células presentes en el mismo
usando un citdmetro de flujo y se establecio el porcentaje de células que migraron respecto al
numero de células inicial (input: pocillo sin transwell). Para evaluar el efecto de un CME en este
tipo de ensayos, se repitié el estudio colocando el iman B (Tabla M1) debajo de cada pocillo
(Figura M7.B). Ademas, en el caso de las células T primarias de ratén, se incubd con los
anticuerpos marcados a-CD8 (53-6.7) y a-CD4 (RMA-5) para discernir entre ambos tipos

celulares. El analisis se llevd a cabo con el software FlowJo.
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A Control B BASAL QUIMIOTAXIS
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Fig. M7. Disefio experimental del ensayo transwell. A) Preparacion de las células, mediante el

tratamiento con NPMs y el marcaje diferencial, previo a la siembra sobre el pocillo transwell. B) Esquema
que muestra las diferentes condiciones durante el experimento de migracidn in vitro.

14.2. Ensayo “under agarose”

El dia anterior al ensayo se llevé a cabo la preparacion de las placas (Fig. M8.A). Para ello, se
fijaron cubreobjetos bajo los orificios presentes en el centro de las placas. Después, sobre el
orificio se fijaron con parafina unos anillos que lo limitan. Una vez fijados, se limpiaron bien las

superficies y se incubd con 20 pg/ml proteina A diluido en PBS a pH 9, durante 1 h a 37°C.

Después, se lavaron con PBSy se incubaron con 1.5% BSA O/N a 49C. Al dia siguiente, se lavaron
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e incubaron con ICAM-1 recombinante murino/Fc humano (100 nM, 796-IC, R&D) durante 2 h a
379C, tras lo cual volvieron a lavarse y se bloquearon con 1.5% BSA durante 30 min a 37°C.

Después, se dejaron a 42C hasta su uso.

Para llevar a cabo la preparacion de la capa de agarosa, una parte de buffer HBSS 2X, dos partes
de medio RPMI 1640 suplementado con 20% FBS y el doble de la concentracidn del resto de
suplementos, y una parte de 1% agarosa de alto peso molecular (Biozym Gold Agarose, Biozym)
en agua fueron mezcladas a 562C. Finalmente, se tapizaron las placas, guardadas a 42C con
CCL21 (500 nM) durante 20 min a 372C y posteriormente se anadieron 500 pl de la mezcla de
agarosa preparada previamente y atemperada, se dejo polimerizar a TA durante 5 min y se

equilibré primero a 42C por 1 h y después a 372C por 20 min.

Por otro lado, el dia del ensayo, se aislaron células T primarias de ratones “Ubi GFP” y
posteriormente se trataron o no con APS-NPMs (150 pg Fe/ml) durante 2 h en condiciones
estandar. Después, fueron marcadas (sdlo las células control o sélo las tratadas) con 5 uM
CMTMR (CellTracker Orange CMTMR Dye, Invitrogen) durante 20 min y se prepard una mezcla
de células control y tratadas en proporcién 1:1. Durante el experimento, se inyectd esta mezcla
de células bajo el bloque de agarosa con una micropipeta (Fig. M8.B), a diferentes distancias de

donde se posicionara el iman B (Tabla M1) (Fig. M8.A), y se dejdé que polarizaran al menos 30
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min en condiciones estandar antes de proceder a su observacidn bajo el microscopio. Se dispuso
la placa sobre el microscopio, y se fijaron diversas posiciones para su observacién. Las imagenes
se adquirieron, bajo condiciones de incubaciéon (379C, 5% CO;), con el microscopio de
fluorescencia invertido Zeiss AxioObserver.Z1, y utilizando el objetivo de inmersidn 20x/0.5, en
intervalos de 20 s. Los softwares Imaris y MATLAB fueron utilizados para el andlisis de los videos

obtenidos y la obtencién de ciertos pardmetros de motilidad (velocidad y desplazamiento

medio).
A
12345
§ ocoo0o00
Observacion de
diferentes posiciones
con respecto al CME
B

Capa de agarosa =>»

Placa tapizada con =SSO S D

ICAM Iy CCL21

Fig. M8. Disefio experimental de los experimentos de migracion in vitro “under agarose”. A) Imagenes
representativas sobre el disefio de las placas utilizadas y la disposicion del iman. B) Esquema grafico que
muestra la disposicion de las células en confinamiento in vitro bajo la capa de agarosa.

15. TRANSFERENCIA ADOPTIVA CELULAR Y HOMING

Para determinar si la capacidad para llegar a los diferentes 6rganos linfoides secundarios de las
células tratadas con NPMs se veia afectada y estudiar la posibilidad del direccionamiento
magnético en este caso, como primera prueba de concepto en la primera parte de esta Tesis, se
analizo la capacidad de realizar homing tras la incubacién con NPMs y en ausencia o presencia

de un CME.

Las células Jurkat o las células T primarias aisladas de ratones C57BL/6, tratadas o no con APS-
NPMs (150 ug Fe/ml) durante 2 h en condiciones estandar, fueron marcadas, de manera alterna,
con la sonda CellTrace CFSE (Invitrogen) y/o con Dye eFluor 670 (ThermoFisher Scientific) y se
prepard una mezcla de células control y tratadas en proporcién 1:1 a una concentraciéon de 108
células/ml en PBS. 100 pl de esta mezcla de células Jurkat o células T primarias, se inocularon
por via intravenosa en ratones nude o C57BL/6, respectivamente. Los ratones fueron
sacrificados tras 90 minutos o 24 h en el caso de la transferencia de células Jurkat, o 1 hora en
el caso de la transferencia de células T primarias. Posteriormente, se recogieron los siguientes
drganos: bazo, NLs periféricos (inguinales y axilares) y NLs mesentéricos y se procesaron hasta

obtener una suspension celular que fue analizada por citometria de flujo (FACSCalibur BD) con
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el fin de detectar el porcentaje y el cociente de las células transferidas y marcadas previamente

con fluordforos. El analisis se llevo a cabo con el software FlowJo.

En el caso del direccionamiento magnético hacia un NL popliteo especifico, el iman B (Tabla M1)
fue dispuesto y fijado sobre el mismo y el experimento se llevé a cabo de la misma manera que
en el caso anterior con algunas modificaciones, las cuales se exponen a continuacién. Los
ratones tuvieron que ser anestesiados previamente, para poder fijarles el iman sobre el NL,
mediante inyeccidn intraperitoneal de una mezcla de ketamina (121 ug/g, Merial) y xilacina (14
ug/g, Calier). Ademas, el tiempo de desarrollo del estudio fue de 30 y 90 minutos en el caso de
la transferencia de células Jurkat y de 20 minutos para las células T primarias. Finalmente, se

recogieron y analizaron los NLs siguientes: popliteos, axilares e inguinales.

16. MICROSCOPIA DE ILUMINACION SELECTIVA DE PLANOS

Los NLs popliteos en algunos de los experimentos anteriores (tras la transferencia de células T
primarias obtenidos de ratones “Ubi-GFP”) fueron recogidos y preparados para su observacion
mediante microscopia de iluminacién selectiva de planos (SPIM) con el objetivo de determinar,

entre otros parametros, si la localizacion de las células en el interior del NL se ve afectada por la

presencia de las NPMs vy la exposicién a un CME. Ademas, fue necesario inocular, por via
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intravenosa, 15-20 ug del anticuerpo MECA79-AlexaFluor633 (Nanotools), el cual marca las
vénulas altas endoteliales (HEV) de los NLs. Para ello, tras su extraccion, se fijaron en PFA 4%
durante 24 h y después se limpid el tejido adiposo bajo un estereomicroscopio. Una vez limpios,
se montaron en agarosa ultrapura de bajo peso molecular al 2% y se procedié al aclaramiento
Optico siguiendo el protocolo previamente descrito [198]. Finalmente, se llevd a cabo la

microscopia como estd descrito [199].

17. MICROSCOPIA MULTIFOTONICA

17.1. Transferencia de células T y microscopia multifoténica
Con el objetivo de analizar el comportamiento in vivo de las células asociadas con NPMs en el
interior del NL a tiempo real se realizé el siguiente estudio, Unicamente con células T primarias

de ratoén, utilizando microscopia multifoténica (2PM).

Por un lado, el NL popliteo derecho de un ratéon C57BL/6 de unas 4 semanas de edad se prepard
para su visualizacidn al microscopio segun se describe en este trabajo previo [200]. Ademas, en
los casos en que fuera requerido, uno o dos imanes de neodimio (iman B, Tabla M1) fueron

situados lo mds proximos al NL expuesto que se pudo (Fig. M9).
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Fig. M9. Diseio
experimental de los
experimentos 2PM. A)
Esquema sobre la
inmovilizacion del ratdn
y la exposicion del NL
popliteo (modificado de
Stein J.V. et al, 2017
[201]). B) Aplicacion de
1 o 2 CMEs sobre el NL
popliteo expuesto.
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Por otro lado, las células, tratadas o no con APS-NPMs (150 pg Fe/ml) durante 2 h en condiciones
estandar, fueron marcadas, de manera alterna, con 5 uM CMTMR (CellTracker Orange CMTMR
Dye, Invitrogen) y/o con 20 uM CMAC (Cell Tracker Blue Dye, Invitrogen) y se prepard una mezcla
de células control y tratadas en proporcion 1:1 a una concentracion de 108 células/ml en PBS.
100 pl de esta mezcla de células, junto con 15-20 pg del anticuerpo MECA79-AlexaFluor633
(Nanotools), para marcar las HEVs de los NLs, se inocularon por via intravenosa en el ratéon
previamente preparado y se dispuso a grabar. El microscopio multifotén estd formado por un
microscopio de fluorescencia Olympus BX50WI con un objetivo 20x, un sistema TrimScope 2PM
y es controlado con el programa Imspector (LaVision Biotec). El software de analisis Imaris y el
programa de lbidi “Chemotaxis and Migration tool” fueron usados en el andlisis de los videos
obtenidos, con el objetivo de determinar la velocidad y la trayectoria de las células en el interior

del NL.

17.2. Transferencia de DCs y microscopia multifotdnica

Para determinar el comportamiento in vivo de otro tipo celular, capaz de internalizar gran
cantidad de NPMs, en el interior del NL y en presencia o ausencia de un CME, se realizd una
prueba mediante la transferencia de DCs, cargadas o no con NPMs. Para ello, se prepararon
suspensiones celulares procedentes de médula dsea del fémur vy la tibia de varios ratones, y se
pusieron en cultivo en presencia de 20% de sobrenadante que contiene FLT3L y que es

producido por la linea celular transfectada SP2/0 [202], durante 7 dias.

A los 7 dias de cultivo, se obtuvo un cultivo de DCs inmaduras. Se trataron o no con APS-NPMs
(150 pg Fe/ml) durante 2 h en condiciones estandar y posteriormente, se lavaron y se
dispusieron en una placa de cultivo con su medio correspondiente suplementado, para su
activacion, con LPS (0.5 pg/ml, Sigma-Aldrich), en condiciones estandar durante 24 h (Fig. M10).
Al dia siguiente, se comprobd por citometria de flujo el cultivo (tratado o no con NPMs),

utilizando los siguientes anticuerpos anti-ratéon: anti-CD86 (GL-1), -CD80 (16-10A1), -CD11b
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(M1/70), -CD11c (N418), -IA/IE (M5/114) y -CCR7 (4B12), todos ellos de Biolegend.
Posteriormente, se marcaron, de manera alterna, con 5 pM CMTMR y/o con 20 uM CMAC y se
prepard una mezcla de células control y tratadas en proporcién 1:1 a una concentracién de 2 x
108 células/ml en PBS. Se inocularon 20 pl en la almohadilla plantar de varios ratones. Al dia
siguiente, se prepararon a los ratones para la realizacién de la microscopia multifoténica del NL
popliteo (del mismo lado en el que se inocularon las DCs el dia anterior) y se procedié de la
misma manera que en el apartado anterior (a excepcion de la inoculacion de células, que se
realizd previamente el dia anterior). Estos experimentos se llevaron a cabo en presencia o no de

un CME en uno de los lados del NL (Fig. M10).

Cabe destacar que en algunos experimentos se partié de DCs obtenidas a partir de los ratones
“Ubi-GFP”, por lo que en este caso sdlo se procedié al marcaje de unas de ellas con 5 uM
CMTMR. En este caso se diferenciaron dado que unas expresaran solo GFP y las otras emitiran

fluorescencia tanto por expresar GFP como por estar teiidas con CMTMR.
Células progenitoras de

&
médula 6sea /
-~ )
. . — < —

Sobrenadante
(SP2/0) con FLT3L| ~7 dias

tNPMs ‘ +LPS . Marcaje {:j}

',.3’:3. —_— . I (activacién‘ Diferencial
o ..p-: 24h shet CMAC %
5% 09e® OI.
DCs inmaduras 'I'. e oo CMTMR
(cultivo dia 7) DCs maduras

Microscopia 20-24h “4
multifoténica del NL

popliteo
Inoculacion en

+ 9 almohadilla plantar

CME

Fig. M10. Disefio experimental del ensayo de microscopia multifoténica con DCs. Se obtuvieron DCs a
partir de médula ésea de ratones, las cuales fueron tratadas o no con NPMs, activadas con LPS e
inoculadas en la almohadilla plantar de otros ratones, con el fin de hacer microscopia multifoténica.
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18. ENSAYOS FUNCIONALES DE CELULAS LINFOIDES

18.1. Ensayos de conjugacion

La linea celular NK-92MI o las células NK primarias, tras haber sido expandidas durante 7 dias
con IL-2 y tratadas o no con NPMs, asi como sus correspondientes dianas (K562 o YAC-1y
RMA/S) se tifieron con los kits de marcaje fluorescente de células en rojo (PKH26) o verde
(PKH67) (ambos de Sigma-Aldrich), alternando los marcajes entre las células efectoras y diana
en los diferentes experimentos. Las células NK y sus correspondientes células diana se co-
incubaron en relacidn 1:2 en condiciones estandar de incubacién, durante diversos periodos de
tiempo, tras lo cual fueron fijadas en PFA 1% y analizadas por citometria de flujo (Fig. M11).
Cada condicion de realizé por duplicado. Los eventos positivos en ambos colores fueron
consideraros conjugados entre la célula NK y su diana y el porcentaje de conjugacién se calculd

como: (% células NK conjugadas/ % células NK totales) x 100%.

Para los experimentos de conjugacion entre las células OT-I, tras haber sido activadas con el
péptido OVA y expandidas con IL-2 y tratadas o no con NPMs, y su diana EG7-OVA, se procedid

exactamente de la misma manera, pero en relacién 1:1.

Células conjugadas
Célula Célula ®

efectora diana Co-incubacion en

diferentes tiempos )
— > (@& (o o
L

&
PKH67  PKH26

Tratamiento . Anallfls por _
con NPMs citometria de flujo

Fig. M11. Disefio experimental de los ensayos de conjugacidn. Se trataron las células efectoras con las
NPMs, posteriormente se llevé a cabo el marcaje diferencial de las células efectoras y dianas y se co-
incubaron en diferentes tiempos. Finalmente se analizé la formacion de conjugados por citometria de
flujo.

Para llevar a cabo la microscopia confocal de la conjugacion entre las células NK murinas y las
células RMA/S, se procedio de igual manera, pero sin llevar a cabo la tincion fluorescente previa
de las células. Una vez terminado el tiempo de conjugacién, se fijaron las células con PFA 4%
durante 15-20 min, se lavaron con PBS y se permeabilizaron con 0.05% Triton X100 durante 10
min. Posteriormente se lavaron con PBS y se afiadid una solucién de bloqueo (“Dako Antibogy
Diluent with Background Reducing Components”, Agilent) durante 45 min a TA. Posteriormente

se incubd a 42C O/N con los anticuerpos primarios siguientes diluidos en la solucién anterior:

- Anticuerpo de ratdn anti-p tubulina (1:200, Sigma-Aldrich).

- Anticuerpo de conejo anti-perforina (1:200, Cell Signaling).
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Al dia siguiente se lavaron con PBS y se incubaron de nuevo, esta vez durante 1 h a RT, con los

anticuerpos secundarios:

- Anticuerpo anti-conejo conjugado con Alexa Fluor 488 (1:400, ThermoFisher Scientific).
- Anticuerpo anti-ratén conjugado con Alexa Fluor 647 (1:500, ThermoFisher Scientific).

- Faloidina conjugada con TRITC (1:500, Sigma-Aldrich), para marcar los filamentos de actina.

Finalmente, se lavaron con PBS y se montaron sobre portaobjetos con Fluoromong-G para su
observacién al microscopio confocal. Las imagenes se adquirieron con el microscopio confocal
Leica TCS SP5, utilizando el objetivo de inmersion 63x/1.4 NA y en ocasiones, el zoom 5x. El

software de imagen Imagel fue utilizado para el andlisis de las imagenes obtenidas.

18.2. Ensayos de desgranulacion

Este ensayo se realizé para determinar la capacidad de desgranulacion de los diferentes tipos
celulares mediante el analisis de los niveles de expresién de CD107a por citometria de flujo tras
la exposicidn a diferentes estimulos (Tabla M2). Se llevé a cabo con la linea celular NK-92MI, con

las células NK murinas (tras haber sido expandidas durante 7 dias con IL-2 y tratadas o no con

NPMs), o con las células OT-I (tras haber sido activadas con el péptido OVA y expandidas con IL-
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2 y tratadas o no con NPMs). Para ello, se incubaron 2 x 10° células efectoras con ciertos

estimulos o dianas especificas, en presencia de 10 pg/ml de monensina (Sigma-Aldrich) y 5 pl
del anticuerpo CD107a conjugado con FITC (o su correspondiente control). Tras 4-5 h de
incubacién en condiciones estandar, se marcaron para citometria NKp46 y CD3 (en el caso de
las células NK murinas) o CD3 y CDS8 (en el caso de las células OT-l). El porcentaje de células
CD107a positivas (NKp46*CD3" para células NK o CD3*CD8* para células OT-l) se analizé por
citometria de flujo (Fig. M12).

Pocillos tapizados

a-mouse NKG2D 10 pg/ml O/N a 42C Al10 eBioscience
Células NK Pocillos tapizados .
primarias a-mouse NKp46 5 pg/ml O/N a 4eC 29A1.4 Biolegend
Pocillos tapizados .
a-mouse NK1.1 10 pg/ml O/N a 4°C PK136 Biolegend
Pocillos tapizados .
Células _ 10 ug/ml O/N a 4eC 101t Pharmingen
NK-92MI 2 x ne células NK- : Cedidas por Dr. A
9IMI Co-cultivo - Pérez Martinez
(IdiPaz)
Células EG7-OVA 2 x n2 células OT-I Co-cultivo - ATCC
Célul é 3 +
g:_las CeIuIaséEi-iiz:VA 2 x n2 células OT-I Co-cultivo/soluble ) ATCC / Servicio de
pep /10 uM Protedmica (CNB)

OVA257-264
Tabla M2. Estimulos utilizados en los diferentes experimentos de desgranulacién.
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A Célula
Célula sana tumoral
S II CcD107a Y aCD107a
B 5 - o

(KAY

N I v
Perforina Granzima
og €%°

Célula NK en reposo Célula NK en reposo
(bajos niveles de (altos niveles de
CD107a en superficie] CD107a en superficie)

. Células CDlO7+
Incubacién con

diferentes estimulos { :.,,' {' )(.,,'
@ ah,37°c e -
Yy -
Células
Tratamiento efectoras Analisis por cltometria
con NPMs de flujo

Fig. M12. Disefio experimental de los ensayos de desgranulacion. A) Fendmeno de desgranulacion en
células NK tras su activacion en presencia de células diana (modificado de Uhrberg M., 2005 [203]) B) Se
trataron las células efectoras con las NPMs, posteriormente se estimularon de diversas maneras y
finalmente se analizd la presencia del marcador de desgranulacion CD107a por citometria de flujo.

18.3. Ensayos de citotoxicidad

La linea celular NK-92MI o las células NK murinas, tras haber sido expandidas durante 7 dias con
IL-2 y tratadas o no con NPMs, se co-incubaron con sus correspondientes dianas (K562 o YAC-1
y RMA/S) previamente tefiidas con el kit de marcaje fluorescente en verde (PKH67) (Sigma-
Aldrich) en diferentes ratios en un volumen total de 200 ul, durante 4 h en condiciones estandar
de incubacidn, en placas de 96 pocillos de fondo en U. Cada condicidn se realizé por duplicado.
La reaccién se detuvo mediante la adicidn de 250 pl de PBS-staining frio y se dispusieron en
tubos de citometria en hielo. 15 pl de Pl se afiadieron a cada pocillo justo en el momento previo
a ser analizado por citometria de flujo (Fig. M13). Las células diana se detectaron por ser
positivas en el canal FL1. El porcentaje de lisis especifico de cada célula diana se calculé de la

siguiente manera:

% Lisi % células diana muertas — % muerte espontanea 100%
o Lisis = - X ()
100 — % muerte espontanea

El porcentaje de muerte espontanea se llevd a cabo en ausencia de células efectoras.

Para los experimentos de citotoxicidad de las células OT-l, tras haber sido activadas con el
péptido OVA y expandidas con IL-2 y tratadas o no con NPMs, y su diana EG7-OVA, se procedié

exactamente de la misma manera. En este caso, el periodo de co-incubacién fue de 5 h.
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Células diana muertas
Co-incubacion en

Célula Célula * *
efectora diana d'ffr::te;;aozos @
— (o (o * (o 0]
L
Tratamiento PKH67 Anélisis por

con NPMs citometria de flujo

Fig. M13. Disefio experimental de los ensayos de citotoxicidad. Se trataron las células efectoras con las
NPMs, posteriormente se llevé a cabo el marcaje de las células dianas y se co-incubaron en diferentes
ratios. Finalmente se analizé la proporcién de muerte en las células diana por citometria de flujo.

18.4. ELISA IFN-y

El sobrenadante obtenido durante el experimento de desgranulacién en las células NK murinas
(Apartado 18.2) se recogid y la produccién de IFN-y en el mismo (producido por las células NK)
se analizé mediante el kit comercial ELISA “BD OptEIA Mouse IFN-y ELISA Set”, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

18.5 Tincidn intracelular de IFN-y

La linea celular NK-92Ml, tras haber sido tratada o no con NPMs, o las células OT-I, tras haber
sido activadas con el péptido OVA y expandidas con IL-2 y tratadas o no con NPMs, se expusieron
a diferentes estimulos (Tabla M3) para determinar su capacidad de produccién de IFN-y
mediante el analisis de los niveles de IFN-y intracelular por citometria de flujo. Para ello, se
incubaron 2 x 10° células efectoras con ciertos estimulos o dianas especificas en presencia de
brefeldina A (1X, Biolegend). Tras 4-5 h de incubacién en condiciones estandar, se marcaron
para citometria CD56 (en el caso de las células NK-92MI) o CD3 y CD8 (en el caso de las células
OT-l) y posteriormente se llevd a cabo la tincidn para proteinas intracelulares explicado en el
Apartado 9 de Materiales y Métodos para el marcaje intracelular de IFN-y. El porcentaje de
células IFN-y* (dentro de la poblacién CD56* en células NK-92MI o CD3*CD8* en células OT-1) se

analizo por citometria de flujo (Fig. M14).

2 x n células NK- Cedidas por Dr. A.

Células 9MI Co-cultivo - Pere(lzdl:gzt;t)mez
NK-92MmI
25 ng/ml-1 . .
Soluble - Sigma-Aldrich
pg/ml
CeIuIaséE(tiiz-oOVA * 2 x n2 células OT- Co- i ATCC / Servicio de
Células Pep 1/10 uM cultivo/soluble Protedmica (CNB)
o™ OVA3z57.262
. .. 25 ng/ml-1 . .
PMA/ionomicina Soluble - Sigma-Aldrich
pg/ml

Tabla M3. Estimulos utilizados en los diferentes ensayos de evaluacion de la produccion de IFN-y.
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Células IFN-y+

Células Incubacién con
efectoras diferentes estimulos

5 : 6h,37°C - @

Anadlisis por citometria

Tratamiento de flujo
con NPMs (tincion intracelular)

Fig. M14. Disefo experimental de los ensayos de produccion de IFN-y. Se trataron las células efectoras
con las NPMs, posteriormente se estimularon de diversas maneras y finalmente se analizo |la produccidn
de IFN-y intracelular por citometria de flujo.

19. ENSAYOS DE ADHESION Y TRANSMIGRACION SOBRE CELULAS ENDOTELIALES

3-4 x 10* de células endoteliales murinas SVEC4-10 se sembraron sobre cubreobjetos, de 12 mm
de diametro, dispuestos en una placa de cultivo de 24 pocillos y se cultivaron en condiciones
estandar hasta la formacién de una monocapa (2-3 dias). Una vez formada, se procedio a la
activacion de la misma con TNFa murino (250 U/ml, Peprotech) durante 6-7 h. Por otro lado, las
células OT-l o NK murinas, tras haber sido expandidas, se marcaron con la sonda CellTrace CFSE
(2.5 uM, ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez marcadas,
se trataron con diferentes concentraciones de APS-NPMs durante 2 h en condiciones estandar,
tras lo cual, 5 x 10* de células se sembraron sobre la monocapa de endotelio activada y se
incubaron durante 1 h (Fig. M15). Después, se lavaron con PBS, se fijaron con PFA 4% durante
20 min y se procedié a teiiir los filamentos de actina con faloidina-TRITC (1:500, Sigma-Aldrich)
durante 45 min a TA en oscuridad, para asi poder diferenciar la monocapa en microscopia.
Finalmente, se lavd con PBS y se montaron sobre portaobjetos con Fluoromont-G para su
observacién mediante microscopia confocal. Las imagenes se adquirieron con el microscopio
confocal Leica TCS SP5, utilizando los objetivos 10x y 20x, barriendo toda la monocapa en cortes

de 1 um. El software de imagen Imagel fue utilizado para el analisis de las imagenes obtenidas.
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Células endoteliales Monocapa endotelial

murinas SVEC4-10 activada +NPMs Células OT-I

o NK murinas
marcadas con CFSE

Cuantificacién adhesion
Y transmigracion

1h 372C

Fig. M15. Diseno del experimento de adhesion y transmigracion. Se prepard y activé la monocapa de
células endoteliales murinas. Posteriormente, se expandieron las células OT-l1 o NK murinas y se trataron
con NPMs y marcaron fluorescentemente. Finalmente, se sembraron sobre la monocapa de endotelio.

20. MODELO TUMORAL EG7-OVA

Con el fin de determinar la dosis adecuada de células EG7-OVA para la generaciéon de un tumor
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subcutdneo, se inyectaron 3 dosis diferentes de células (0.5, 1 o 3 x 10° células), resuspendidas
en PBS, en un volumen de 100 pl, en el flanco derecho o izquierdo de un grupo de ratones. Su
crecimiento fue monitorizado dos-tres veces por semana, midiendo su anchura (x) y longitud (y)

con un calibre, y calculando el volumen tumoral en base a la siguiente férmula: (x2 * y)/2.

Finalmente, para el modelo de tratamiento, se decidié inyectar 0.5 x 108 células EG7-OVA, en un
volumen de 100 pul de PBS, en el flanco derecho de un grupo de ratones. Se monitorizd su

crecimiento y cuando se alcanzaron los 100-200 mm? se comenzd el tratamiento.

21. TRANSFERENCIA ADOPTIVA DE CELULAS OT-|

21.1. Administracion de los tratamientos
Una vez alcanzados tumores de alrededor de 100-200 mm?3 se prepararon 4 grupos de ratones

y se procedié a la inoculacion de los diferentes tratamientos (Fig. M16):

- Grupo 1, PBS: grupo control.

- Grupo 2, células OT-I: 8 x 10° células OT-I.

- Grupo 3, células OT-1 + APS-NPMs: 8 x 106 células OT-I tratadas con APS-NPMs (150 pg Fe/ml).

- Grupo 4, células OT-I + APS-NPMS + CME: 8 x 10° células OT-I tratadas con APS-NPMs (150 pg
Fe/ml) y aplicacién de un CME sobre el tumor durante unos 90 min. Para poder fijar el iman

sobre el tumor, los ratones tuvieron que ser anestesiados previamente, mediante inyeccién
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intraperitoneal de una mezcla de ketamina (121 pg/g) y xilacina (14 ug/g). Se vigilo el estado

de los animales hasta su completa recuperacion.

Las células OT-l utilizadas fueron obtenidas de unos 7 ratones OT-I, aisladas 5 dias antes y
activadas y expandidas segun se indica en el Apartado 4 de Materiales y Métodos. Una vez
expandidas, se prepard un pool de células, a partir de lo cual se prepararon los diferentes
tratamientos para los grupos 2, 3 y 4. Ademds, el iman utilizado en el grupo 4, fue el mismo
utilizado en los experimentos de migracién in vitro, homing, SPIM y microscopia multifoténica
(Apartados 14-17 de Materiales y Métodos): iman de neodimio de 8 mm de grosor y 6 mm de

longitud (iman B, Tabla M1).

El tratamiento se administré una Unica vez, y el tamafio tumoral, asi como el estado y peso de
los ratones se monitorizo cada 2-3 dias durante 2 semanas. Tras el dia 14, se procedio al sacrificio
de los ratones y se recogieron diversas muestras bioldgicas para su andlisis: tumores, bazos, NLs

proximales (aquél NL que drena el tumor) y NLs distales (Fig. M16).

Tumores
= 100-200 mm’ Seguimiento:
Seguimiento 14 dias| - Volumen tumores Sacrificio de |
del tumor - Peso ratones acriticio de fos
1€ >|€— 9>| ratones Tumor
| Extraccion de | Bazo ’
Ir;olculacmn de Inicio del tratamiento Final del tratamiento NLs proximal

células EG7-OVA P .

(dia 0) (dia 14) distal g

en el flanco k y w

* { PBS Células Células OT-I Células OT-1 \

OT-1 + NPMs + NPMs
+CME

IR L

Fig. M16. Disefno del experimento in vivo de transferencia celular en un modelo tumoral singénico. Se
generd el modelo tumoral singénico, posteriormente se llevaron a cabo los diferentes tratamientos, en
presencia o ausencia de NPMs y CMEs, y finalmente se sacrificaron los ratones y se analizaron las diversas
muestras biolégicas (tumor, bazo y NLs).

21.2. Procesamiento de las muestras bioldgicas recogidas

Para el procesamiento de los tumores, se secciond un trozo de entre 0.3 y 0.4 g y se cortd en
cubos pequefios de alrededor de 1 mm?3. Cada trocito de tumor se introdujo en un falcon de 15
ml y se afiadieron 2 ml del siguiente medio de digestion: RPMI 1640 suplementado con HEPES
(20 mM, Biowest), colagenasa | (2 mg/ml, Worthington Biochemical Corporation), dispasa Il (2.5
mg/ml, Roche) y DNasa | (0.1 mg/ml, Roche). Se dejo en agitacion a 372C durante 20 min, tras
los cuales se disgregaron en un filtro de 70 um de poro (Corning) y finalmente se procedié a la

lisis eritrocitaria (5 min, TA). Posteriormente se realizaron varios lavados con PBS suplementado
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con 5% FBS, se contaron y se separaron 5 x 10° células por muestra para su tincién y analisis por

citometria de flujo.

Para el procesamiento de los bazos y NLs, se llevo a cabo la disgregacion de los mismos en un
filtro de 40 um de poro y se lisaron los eritrocitos (5 min, TA) en las muestras de bazo.
Posteriormente se realizaron varios lavados con PBS suplementado con 5% FBS, se contaron y
se separaron 2 x 10° células en las muestras de bazo y 1 x 10 células en las muestras de NLs para

su tincién y andlisis por citometria de flujo.

21.3. Anadlisis por citometria de flujo

Para el analisis por citometria de flujo, se llevd a cabo segun el procedimiento explicado en el
Apartado 9 y se utilizaron los siguientes anticuerpos anti-ratén: anti-CD45 (30-F11), -IA/IE
(M5/114.15.2),-CD11b (M1/70), -NKp46 (29A.1), -CD44 (IM7) y -CD4 (GK1.5) de Biolegend, anti-
CD11c (H13), -Ly6G (148), -VB5 (MR9-4) y -CD25 (7D4) de Pharmingen y anti-F4/80 (BM8), -CD19
(eBio D3), -CD3 (17A2), -CD8 (53-6.7), -Va2 (B20.1), -CD69 (H1.2F3), -IFN-y (XMG1.2) y -CD62L

(Mel-14) de eBioscience.

Para el analisis de la produccidn de IFN-y, previamente se llevd a cabo una estimulacién de las
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células en presencia del péptido OVAzs7.264 (10 uM) y brefeldina A (1X) durante 5-6 h en

condiciones estandar de incubacion. En todos los casos las muestras fueron fijadas tras la tincion
y guardadas a 42C hasta su analisis. Se analizaron todas las muestras utilizando el citdmetro de

flujo Gallios (Beckman Coulter) y el software de andlisis Kaluza.

22. ANALISIS ESTADISTICOS
Las graficas y andlisis estadisticos se realizaron con el software Prism 5.0 (GraphPad). Se
aplicaron dos tipos de analisis estadisticos segun el tipo de experimento, two-tailed unpaired

Student t-test o two-way ANOVA. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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VII. RESULTADOS PARTE 1. Interaccion de células T con NPMs
y su potencial de retencién magnética

Los linfocitos T son un tipo celular del sistema inmune muy dindmico y con una migracion
altamente regulada. Las terapias basadas en la transferencia de células T son consideradas
aproximaciones terapéuticas muy prometedoras pero que suelen tener una eficacia limitada
debido al bajo porcentaje de células administradas que consigue llegar a la regién de interés.
Manipular la localizacién de estas células T con el objetivo de incrementar este porcentaje
supondria un aumento en la efectividad de este tipo de terapias. Actualmente, la
nanotecnologia se ha utilizado con éxito en la liberacion especifica de farmacos y biomoléculas.
En concreto, estudios previos muestran el uso conjunto de NPMs cargadas con biomoléculas y
la aplicacion de CMEs, como sistema de liberacidn especifica de las mismas. En esta primera
parte de la Tesis se muestra una primera evaluacién de la interaccidn entre estas NPMs y un tipo
de células linfoides (células T) y sobre el potencial de estas NPMs y los CMEs para la retencién o

acumulacidn especifica de dichas células en una regidn de interés, tanto in vitro como in vivo.

PARTE 1: INTERACCION DE CELULAS T CON NPMs

Y SU POTENCIAL DE RETENCION MAGNETICA

1.1. SINTESIS Y CARACTERIZACION DE NPMs CON DIFERENTES CARGAS SUPERFICIALES PARA
DIRECCIONAMIENTO MAGNETICO

En primer lugar, se llevd a cabo la preparacion de NPMs con diferentes recubrimientos mediante
el método de sintesis por co-precipitacién en medio alcalino descrito por Massart [191] para
posteriormente analizar su interaccién con células linfoides y su posible aplicaciéon en la
retencién especifica de dichas células en una zona de interés. Se obtuvieron NPMs de morfologia
casi esférica, que fueron posteriormente caracterizadas por microscopia electréonica de
transmision, revelando un nucleo de éxido de hierro de (12.5 * 2.6) nm de didmetro (Fig. R1.A;
Tabla R1). El indice de polidispersidad se encontré entre 0.1y 0.25, indicando que se encuentran
en un rango de estrecha distribucion de tamafios [204]. Estas NPMs se recubrieron
posteriormente con DMSA, APS o DEXT para su funcionalizacién y estabilizacion, ya que los
nucleos de 6xido de hierro son inestables y pueden formar agregados [205, 206]. Los diferentes
recubrimientos empleados dieron lugar a NPMs con una diversidad de carga superficial y
tamafio hidrodindmico. El tamano medio de los nucleos una vez recubiertos, asi como el estado
de agregacion de las NPMs resultantes, se comprobd de nuevo por microscopia electrénica de
transmisién (Fig. R1.B). Posteriormente, para evaluar la naturaleza de cada recubrimiento y su
asociacion con la superficie de las NPMs, se llevd a cabo un estudio por FTIR (Fig. R1.C). Las

NPMs recubiertas mostraron picos entre 1000 y 1400 cm™ asociadas con enlaces C-C y C-O
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debido a los correspondientes recubrimientos en la superficie de las NPMs. Ademads, algunos

picos extra caracteristicos de cada recubrimiento fueron identificados

- DMSA-NPMs: picos de absorcion a 1625, 1400 y 1140 cm™ correspondientes con el enlace
acido carboxilico — hierro y los enlaces C=0.

- APS-NPM:s: picos de absorcién a 1095 y 998 cm™ correspondientes con la formacion de los
enlaces Si-O-Fe y Si-O-Si.

- DEXT-NPMs: picos de absorcién en el rango de 1000 — 1500 cm™ y 1400 cm™ debido a los

enlaces C-O-Cy C=0 a las deformaciones CH; y C-O-H.

La intensa absorcidon en todos los casos en el rango de frecuencias entre 500 y 600 cm™ se
corresponde con la presencia del enlace Fe-O. El pico intenso a 1381 cm™ en el caso del espectro
de APS-NPMs se debe a presencia de acido nitrico utilizado durante la oxidacién de las NPMs y

el ajuste del pH

Posteriormente, se procedid a la caracterizacion fisico-quimica del tamafio hidrodinamico y la
carga superficial por DLS. Los tamafios hidrodindmicos de las NPMs recubiertas con DMSA, APS
o DEXT fueron 83 nm, 82 nmy 120 nm respectivamente (Tabla R1). Como era esperable, la carga
superficial (en base al potencial ) demostré ser altamente positiva debido a la presencia de APS
(+38 mV), negativa en el caso de DMSA (-34 mV) y casi neutra para DEXT (-2 mV). La
cuantificacion del recubrimiento se realizé mediante un andlisis por termogravimetria. El
porcentaje en peso varié desde el 10% para las NPMs recubiertas con DMSA o APS hasta el 38%
en el caso de aquellas recubiertas con DEXT (Tabla R1). Ademas, la concentracién de hierro en
cada muestra se midid por ICP-OES. Los niveles de endotoxina encontrados en estas
preparaciones fueron menores de 0.1 EU/ml (Tabla R1). Finalmente, las medidas de
magnetizacién confirmaron las propiedades magnéticas de las NPMs, las cuales presentaban

una magnetizacion de alrededor de 96 emu/g Fe (Fig. R1.D).

De esta manera se han obtenido y caracterizado diversas NPMs de diferente carga superficial y
tamanio hidrodindmico, que serdn utilizadas durante el desarrollo de este trabajo para el estudio
de su interaccion principalmente con células linfoides y su potencial para promover la

acumulacidn especifica de las mismas mediante la aplicacidon de un CME.



95

150 B DMSA-NPMs APS-NPMs DEXT-NPMs
195, P B ’.t{b - : -

100 ,“ .
75 -‘ : '3'{

o ﬁgm
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Diametro (nm) o

Frecuencia

c oo — DMSA-NPMs
o 075  APSNPMS 150 — APS-NPMs
g ~ DEXT-NPMs | @ — DEXT-NPMs
w
100:
£ S
1.0 (] =] 50
o a
: | 2 £
b © L
H
2 [}
H ] 5 75 25 50 75
3 w —
£ o 2 @
3 ] B B
5 3 @
[ c
TR T T g R TR £
LT D o 7]
Longitud de onda (em™) 1700 1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000 900 800 (+]
. -1 S -
Longitud de onda (cm ) Campo magnético (T)

Fig. R1. Caracterizacion fisico-quimica de las NPMs. A) Imagenes de TEM de los nucleos de 6xido de hierro
preparados por co-precipitacion y la distribucién gaussiana del tamafio de didmetro de los mismos. B)
Imagenes de TEM de las diferentes NPMs obtenidas tras los recubrimientos (DMSA-NPMs, APS-NPMs y
DEXT-NPMs). C) Espectro FT-IR de DMSA-NPMs, APS-NPMs y DEXT-NPMs. D) Curva de magnetizacién de
las diferentes NPMs mostrando el comportamiento superaparamagnético de las mismas.

Didametro Diametro Potencial Recubrimient Nivel de
NPMs Recubrimiento del nticleo hidrodinamico PDI 4 ecu (I;I/r;“en ° endotoxina
(nm) (nm) (mV) ° (EU/mI)
Acido
- - +
D'\I:/'I)Shﬁ dimercapto- 125+2.6 83 0.17 3;‘3 - 10 <0.1
succinico '
APS- 3-aminopropil- +38.0t
NPM trietoxisilano 125+2.6 82 0.25 15 10 <0.1
- 1.8+
?“E;(“; dextrano6kDa  12.5%2.6 119 0.12 10"83‘ 38 <0.1

Tabla R1. Resumen de las principales caracteristicas de las diversas NPMs sintetizadas.

1.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE INCUBACION CON LAS NPMs

Para determinar la condicién éptima de incubacion, se realizé un estudio preliminar utilizando
el modelo de células Jurkat y diferentes tipos de incubaciones. Se llevé a cabo, en primer lugar,
la incubacion estandar (incubacion A), sembrando las células en placas de 24 pocillos y
afiadiendo las diferentes NPMs a una concentracion moderada (20-50 pg Fe/ml), procediendo a
una incubacidn de 24 h. También se llevé a cabo el mismo experimento afiadiendo un agente
transfectante (incubacion B) con el objetivo de favorecer la captacion de las NPMs por parte de
las células linfoides. Finalmente, se procedié a una incubacién en poco volumen, con altas
concentraciones de NPMs (50-150 pg Fe/ml) y de células durante un tiempo corto (2 h)
(incubacidn C). Los resultados obtenidos mostraron que la mayor asociacion de las NPMs con
las células linfoides se obtenia durante esta ultima incubacion (7.7 £ 3.2 veces mayor en DMSA-

NPMs, 12.3 + 4.4 veces mayor en APS-NPMs y 4.3 + 1.4 veces mayor en DEXT-NPMs) (Fig. R2.A).



96

Ademads, se observd que la presencia de un agente transfectante no parecia mejorar
significativamente la captacion de NPMs (Fig. R2.A). Asimismo, se probd a colocar un CME bajo
el pocillo sobre el cual se encontraban sembradas las células (incubacién D), para intentar
favorecer su interaccién de esta manera con las NPMs presentes en el medio. Esta condicidn
provoco la formacién de grandes acimulos y agregados de NPMs que se adherian al pocillo y
provocaban, ademas, la agregacion celular (Fig. R2.B), por lo que también se excluyé esta
condicion.
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Fig. R2. Optimizacidn del tratamiento de células linfoides con NPMs. A) Grafica comparativa de las
diferentes incubaciones llevadas a cabo durante a optimizacién de la carga de células linfoides con NPMs.
Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres experimentos independientes
utilizando el modelo de células Jurkat, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. B) Imagenes representativas
tras la tincién de Azul de Prusia y contratincion con rojo neutro tras la incubacién de células Jurkat con las
NPMs en presencia de un CME bajo el pocillo (escala = 10 um). Las flechas indican los grandes agregados
de NPMs formados debido a la presencia de un CME.

1.3. INTERACCION DE LAS NPMs CON MODELOS DE CELULAS T HUMANAS Y MURINAS

Para estudiar la asociacién con la diferentes NPMs y evaluar los efectos de las mismas sobre
células T en esta primera parte, se utilizaron dos modelos de células T: la linea celular humana
Jurkat y células T primarias aisladas de bazo y NLs de ratones C57BL/6. La purificacién de células

T primaras fue evaluada en todos los casos por citometria de flujo (Fig. R3).
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Fig. R3. Purificacion y expansion de las células T primarias murinas. Graficas representativas, obtenidas
con el software FlowlJo, de las diferentes poblaciones obtenidas antes y después de purificar la poblacién
de células T primarias. Histograma gris sombreado: control de isotipo; linea azul: marcaje con el
anticuerpo anti-CD3 murino.

1.3.1. Evaluacion de la toxicidad en los modelos de células T

En primer lugar, se analizd si la presencia de estas NPMs afectaba a la viabilidad celular de estos
dos modelos de células T mediante diferentes ensayos. Para ello, se incubaron con
concentraciones crecientes de las diferentes NPMs, entre 0y 150 pg Fe/ml, durante 24h a 372C
y 5% CO,. Se midid la viabilidad y proliferacion celular tras la incubacién con las NPMs
empleando el reactivo Alamar blue, que utiliza, como se comentd previamente, una reaccion
oxido-reduccién que sélo tiene lugar en células viables gracias al metabolismo mitocondrial. Este
analisis mostré que las diferentes concentraciones de NPMs utilizadas no causaban toxicidad en
ambos tipos celulares (Fig. R4.A,B). De hecho, la presencia de NPMs dio lugar a valores de
fluorescencia mayores durante este ensayo, indicando, por tanto, un ligero incremento en el
metabolismo mitocondrial de estas células. Analisis preliminares del fenotipo metabdlico de las
células T primarias murinas utilizando el analizador de flujo extracelular (XFp) de Seahorse
mostraron un aumento principalmente en la respiracién mitocondrial cuando estaban asociadas
a NPMs (-23.2 = 7.3 pmol/min vs 34.8 + 31.3 pmol/min en el estado basal y 9.2 + 22.6 pmol/min
vs 54.29 + 48.19 pmol/min en el estado estresado), aunque una tendencia parecida se encuentra
en la glicdlisis (-0.8 + 1.1 mpH/min vs 2.7 + 5.0 mpH/min en el estado basal y 4.4 + 4.5 mpH/min

vs 7.4 £ 7.7 mpH/min en el estado estresado) (Fig. R5).
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De igual manera, se llevd a cabo el ensayo por citometria de flujo de anexina V/PI para
determinar si las células eran viables o entraban en apoptosis o necrosis tras su asociacion con
las distintas NPMs. No se detectdé un incremento significativo en el nimero de células
apoptéticas o necréticas en las diferentes concentraciones de NPMs utilizadas (Fig. R4.C,D). Tras
estos estudios se concluyé que estas NPMs no producen una toxicidad significativa a las

concentraciones utilizadas.
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Fig. R4. Evaluacion de la toxicidad de las NPMs recubiertas en modelos de células T. Viabilidad celular
de las A) células Jurkat o B) células T murinas después del tratamiento con NPMs, medida mediante el
ensayo fluorimétrico AlamarBlue. Andlisis mediante citometria de flujo de la formacion de células
apoptoticas o necrodticas tras la incubacion con NPMs en las C) células Jurkat o D) células T murinas, a
través de la tincién de Anexina V/PI. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres
experimentos independientes en todos los andlisis.

1.3.2. Cuantificacion del hierro asociado a los modelos de células T

Posteriormente, se cuantificé la cantidad de hierro asociado a ambos tipos celulares después de
su incubacidn con las NPMs mediante ICP-OES, con el objetivo de determinar qué tipo de NPM
se asocia en mayor cantidad. La asociacidn éptima entre las NPMs y las células se obtuvo tras la
incubacién durante 2 horas a 372C y 5% CO; en un volumen reducido (Fig. R2). Los resultados
obtenidos revelaron que ambos tipos celulares eran capaces de asociarse mejor con APS-NPMs
(14.6 + 1.4 pg Fe/célula en células Jurkat y 8.8 + 0.5 pg Fe/ml en células T murinas) que con
DMSA-NPMs (3.9 + 0.2 pg Fe/célula en células Jurkat y 3.3 £ 0.2 pg Fe/ml en células T murinas)
o DEXT-NPMs (3.0 £ 0.1 pg Fe/célula en células Jurkat y 4.3 £ 0.4 pg Fe/ml en células T murinas)

(Fig. R6.A,B). Debido a esta mayor asociacién a las células T, probablemente por la presencia de
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Fig. R5. Analisis del fenotipo metabdlico de las células T murinas en presencia de NPMs. A) Tasa de
consumo de oxigeno (OCR) y B) Tasa de acidificacién extracelular (ECAR) en células T murinas libres o
asociadas con NPMs. C) Potencial energético celular (OCR vs ECAR) en células T murinas libres o asociadas
con NPMs. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres experimentos
independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

una carga superficial positiva que favorece su interaccién con la carga negativa de la membrana
plasmatica, estas NPMs (APS-NPMs) se postularon como las mejores candidatas para el
posterior estudio en la retencién magnética de dichas células. Cabe destacar ademas que, la
linea celular humana Jurkat presenta una mayor asociacién con las NPMs que las células T
primarias aisladas de ratdn, probablemente debido a su mayor tamafio, y, por tanto, mayor

superficie de unidn.
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Fig. R6. Evaluacion de la asociacion de NPMs a los modelos de células T. Cuantificacion del hierro
asociado a las A) células Jurkat o B) células T murinas tras la incubacidn con las diferentes NPMs, mediante
ICP-OES. Los resultados mostrados (media * DE) son representativos de tres experimentos
independientes.
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1.3.3. Estudio sobre la localizacion subcelular de las NPMs en los modelos de células T

A continuacidon, se analizd la localizacién subcelular de estas NPMs mediante diferentes
aproximaciones en microscopia. La tincién de Azul de Prusia y estudios en microscopia confocal
revelaron que, independientemente de su recubrimiento polimérico, las NPMs permanecian

asociadas con la membrana plasmatica (Fig. R7.A,B).
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Fig. R7. Localizacion subcelular de las NPMs en los modelos de células T (I). A) Imagenes representativas
de las células Jurkat y las células T murinas tras el tratamiento con las diversas NPMs adquiridas por
microscopia confocal (membrana celular (rojo), NPMs (gris) y nucleo (azul)) (escala = 10 um). Las
proyecciones ortogonales se compusieron mediante el software Imagel. B) Tincién de Azul de Prusia y

contratincidn en rojo neutro de las células Jurkat y las células T murinas tras su asociacién con las NPMs.
(escala = 10 um). Las flechas indican la presencia de NPMs asociadas a las células.

s

Estos resultados fueron confirmados por microscopia electréonica de transmisién (Fig. R8). La
mayor parte de las NPMs permanecen en la periferia de las células, probablemente asociadas a
través de interacciones electrostaticas con la membrana. Ademas, estas imagenes confirmaron
gue APS-NPMs eran las que se asociaban en mayor medida con ambos tipos celulares, apoyando
los resultados obtenidos por ICP-OES (Fig. R6). Las imagenes de células T primarias murinas

obtenidas por microscopia electrdnica de transmision, después de su incubacién con las NPMs,



VII. RESULTADOS PARTE 1. Interaccion de células T con NPMs
y su potencial de retencién magnética

revelaron un incremento en el nimero de mitocondrias, apoyando la idea comentada
previamente sobre un aumento en el metabolismo de estas células debido a las NPMs.
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Fig. R8. Localizacidn subcelular de las NPMs en los modelos de células T (ll). Imdgenes representativas
obtenidas por TEM de las células Jurkat y las células T murinas tras el tratamiento con las NPMs. Los
paneles superiores en cada caso ofrecen una visién global de la célula, mientras que los paneles inferiores
muestran en mayor detalle regiones celulares para ilustrar mejor las interacciones entre las NPMs y la
membrana celular. Las flechas indican la presencia de NPMs asociadas a las células.

Finalmente, cabe destacar que, al contrario que los macréfagos, las células mesenquimales o las
células tumorales, que son capaces de internalizar diferentes tipos de NPMs [178, 184, 209,
2101, incluidas las utilizadas en este trabajo en estudios previos [211] o actuales (Fig. R9 (Tesis

Doctoral: Y. Portilla)), las células linfoides tienen una capacidad limitada de hacerlo (Figs. R7-8).

1.3.4. Analisis fenotipico de los modelos de células T tras su asociacion con NPMs

Para evaluar si la presencia de NPMs en las células T pudiera afectar a su funcionalidad, se realizo
un andlisis por citometria de flujo para determinar si los niveles de expresién de marcadores de
superficie relevantes en estas células se veian afectados tras la incubacion con NPMs. En el caso
de la linea celular Jurkat, se evalud la expresidn de los marcadores de adhesién CD62L y
activacién CD44, la integrina CD11a (cadena a de LFA-1) y el marcador general leucocitario CD45
(Fig. R10.A). Para las células T primarias murinas, también se analizaron los niveles del receptor
de quimioquinas CCR7 (Fig. R10.B). En ningln caso se observaron diferencias significativas en la
expresion de estos marcadores de superficie tras la incubacién con concentraciones crecientes

de las NPMs seleccionadas previamente en este trabajo: APS-NPMs.
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Fig. R9. Localizacion subcelular de las NPMs en la linea celular macrofagica murfna RAW264.7. Imagenes
representativas de las células RAW264.7 tras el tratamiento con las diferentes NPMs mediante A)
microscopia confocal (membrana celular (rojo), NPMs (gris), lisosomas (verde) y ntcleo (azul) (escala = 25
um) y B) tincion de Azul de Prusia y contratincidn con rojo neutro (escala = 20 um). Las flechas indican las
NPMs en el interior celular y asociadas principalmente a los lisosomas. (Fotos: Yadileiny Portilla)
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Fig. R10. Analisis fenotipico de los modelos de células T tras su asociacion con las NPMs. Histogramas
representativos e IMF (intensidad media de fluorescencia) de la expresién de marcadores de superficie
relevante en A) células Jurkat y B) células T murinas, tras la incubacién con NPMs. Células sin tratar, linea
azul; células tratadas con NPMs, linea naranja; control de tincion, histograma gris. Estos histogramas son
representativos de tres experimentos independientes.



1.4. MIGRACION Y RETENCION IN VITRO

1.4.1. Retencion en presencia de factores fisicos (fuerzas de flujo)

Como se comentd anteriormente, la migracion de las células T entre tejidos periféricos y érganos
linfoides secundarios es esencial para el correcto funcionamiento de la inmunidad adaptativa.
El desplazamiento en el interior de érganos o tejidos es relativamente lento, mientras que la
circulacidn sanguinea y linfatica permiten a las células T, entre otras, recorrer rapidamente
largas distancias . Por este motivo, se evalud la capacidad de un CME de promover la
retencion de células T asociadas con NPMs en condiciones hemodinamicas. Para ello, se analizd
en experimentos en cdmaras de flujo si las células T, tras su incubacién con NPMs, podian ser
retenidas in vitro mediante el uso de imanes, en un sistema de flujo dinamico. Para poder llevar
a cabo este tipo de analisis, fueron necesarias ciertas modificaciones en cdmaras de flujo
comerciales, de tal manera que un CME pudiera ser aplicado al mismo nivel que las células, como
se comentd anteriormente en la seccién de “Materiales y Métodos”. Ademas, se diseid un
sistema de dos imanes, ya que de esta manera se puede obtener y aplicar un gradiente
magnético mayor y mas homogéneo (Fig. M6). Se realizé un primer analisis utilizando
células Jurkat y concentraciones crecientes de NPMs, para determinar cudl seria la minima
cantidad de NPMs necesaria para promover la retencion magnética de estas células. Se observé
que las células se movian Unicamente en la direccion del flujo cuando no estaban asociadas con
NPMs, o la cantidad de éstas era muy pequefia (video 1). A medida que se incrementd la dosis
de NPMs, las células comenzaron a moverse en la direccion del gradiente magnético (Fig. R11;
video 2). De hecho, estas células necesitaron una minima cantidad de NPMs (> 5 pg Fe/célula
en nuestro sistema) para comenzar a ser retenidas por el gradiente magnético creado al usar,

en esta primera aproximacion, el iman A (Tabla M1; Fig. R11).

Una vez establecidas ciertas condiciones de retencion minimas, se llevé a cabo un andlisis mas
focalizado utilizando diferentes concentraciones de NPMs y diversos gradientes magnéticos

(Tabla M1) para ambos tipos celulares.

Al igual que en el andlisis anterior, la retencidn de células debido al gradiente magnético
aumentoé con el incremento de NPMs asociadas, asi como con la aplicacién de un gradiente
magnético mayor con el iman B (Tabla M1; Fig. R12.A,B). Como puede observarse, el
desplazamiento de las células Jurkat hacia el iman fue superior al incrementar la concentracion
de NPMs al utilizar el iman A (96 + 187 um vs 134 + 203 um al preincubar con 100 pg Fe/mly
150 pg Fe/ml de APS-NPMs respectivamente) asi como al incrementar la fuerza magnética
utilizando el iman B y manteniendo la dosis (96 + 187 um vs 133 + 252 um en el caso de

preincubar con 100 pg Fe/ml de APS-NPMs) (Fig. R12.A). El desplazamiento observado en las
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células T murinas no dependié tanto de la dosis, aunque si fue superior al aumentar la fuerza
magnética con el iman B (82 + 105 um vs 103 + 132 um en el caso de preincubar con 150 ug
Fe/ml de APS-NPMs) (Fig. R12.B). Asimismo, en la mayoria de los casos, un mayor nimero de
células se desplazd al aumentar la dosis y la fuerza del campo, como se puede ver reflejado en

el incremento de la desviacion estandar.
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Fig. R11. Retencidn in vitro de células Jurkat asociadas con diferentes cantidades de NPMs en ensayos
en camaras de flujo. La cuantificaciéon del desplazamiento de las células en la direccion del gradiente
magnético (eje Y) tras la aplicacion del mismo, se llevo a cabo mediante el software de analisis de imagen
Imagel. Una captura con las trayectorias seguidas por las células durante cada experimento se expone
bajo la cuantificacién del video correspondiente (1-6).

Ademas, como puede observarse en la Fig. R12.C, las células permanecen cerca de la pared de
la cdmara de flujo (donde se encuentra el iman) durante la aplicacién del CME, pero contintdan
siguiendo la direccién del flujo una vez que se ha retirado el mismo. Los resultados fueron
similares en ambos tipos celulares, aunque cabe destacar que la retencion magnética en el caso

de la linea celular Jurkat fue mayor que para las células T primarias murinas (143 + 218 um en



células Jurkat vs 103 £ 132 um en células T murinas utilizando 150 pg Fe/ml de APS-NPMs y el
iman B) (Fig. R12.A,B), probablemente debido al mayor nimero de NPMs por célula en el caso

de la linea celular Jurkat (Figs. R6-R8).
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Fig. R12. Retencion in vitro de los modelos de células T tras su asociacion con NPMs mediante la
aplicacion de un CME en camaras de flujo. Desplazamiento en la direccién del gradiente magnético (eje
Y) de las A) células Jurkat y de las B) células T murinas tras ser tratadas o no con NPMs y expuestas a
diversos CMEs. El desplazamiento celular fue cuantificado mediante el analisis de al menos 100 células
por video mediante el software Imaris. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres
experimentos independientes, *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001. C) Capturas de un video representativo
obtenido durante estos ensayos, antes y durante la aplicacién de un CME y esquema modelo del mismo.
Las flechas sefialan aquellas células retenidas en la pared de la camara de flujo debido a la presencia de
un gradiente magnético.
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1.4.2. Retencion en presencia de factores bioldgicos (gradiente quimiotactico)

Por otro lado, para desarrollar correctamente su papel en la vigilancia inmune y en la respuesta
inmunolégica, los linfocitos deben responder a una gran diversidad de factores quimiotacticos
que les permiten entrar y salir de drganos linfoides y tejidos especificos . Por ello,
medimos la respuesta a un gradiente concreto de quimioquina (CXCL12 en el caso de las células
Jurkat y CCL21 en el caso de células T primarias murinas) en presencia o ausencia de APS-NPMs,
a través de diversos ensayos in vitro de migracién en transwell, aplicando o no un CME (Fig.
R13.A). Se observé que un menor nimero de células Jurkat asociadas con NPMs era capaz de
migrar hacia la cdmara inferior debido al gradiente de quimioquina (27 * 4 % de migracion), en
comparaciéon con aquellas libres de NPMs (33 + 4 % de migracién) (Fig. R13.B). Una tendencia
similar se encontré en el caso de las células T primarias murinas, sobre todo en las células T CD4*
(43110 % en las células libres de NPMs vs 37 £ 4 % en las células asociadas a NPMs) (Fig. R13.C).
Esta disminucion en la respuesta migratoria pudo ser corregida, sin embargo, mediante la
aplicacion de un CME en la misma direccion que el gradiente quimiotactico (37 +7 % vs 33+ 9
% en las células Jurkat y 44 £ 5 % vs 48 £ 6 % en las células T CD4* murinas) (Fig. R13.B,C). La
aplicaciéon de un CME probablemente facilitaria la migracién de aquellas células asociadas con

NPMs que no lograban responder al gradiente quimiotdctico por si solo.
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Aparte de su respuesta a un gradiente quimiotactico en un ensayo de migracion transwell, se
llevd a cabo otro estudio, de manera preliminar, para evaluar el comportamiento in vitro de las
células T en presencia de un factor quimiotactico y un CME, pero en este caso, en un sistema de
confinamiento in vitro. Para ello, se evalud la migracion de las células T bajo una capa de agarosa,
la cual ejerce cierta presion sobre las células T, que se polarizan y migran debido a la presencia
de CCL21 sobre la superficie en la que se encuentran. Las células T, tanto libres como asociadas
con NPMs, mostraron un desplazamiento medio menor en el tiempo a distancias pequefias con
respecto al CME (Fig. R14.A). El comportamiento de las células en el punto mas alejado del CME
(Fig. R14.A) era muy similar al encontrado en el ensayo realizado en ausencia de CME (Fig.
R14.B). En ambos casos, las células T asociadas a NPMs presentaban un desplazamiento menor
con respecto al obtenido en las células T libres de NPMs (Fig. R14.A,B). Asi mismo, la velocidad
de las células T, tanto libres como asociadas a NPMs (10.7 £+ 3.2 um/min y 9.9 + 2.1 um/min
respectivamente), se veia reducida de manera significativa en presencia de un CME (6.7 + 0.8
um/min en las células Ty 6.6 £ 0.9 um/min en las células T con NPMs) (Fig. R14.C). El porcentaje

de células T que migraban no se vio alterado significativamente (Fig. R14.D).
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Fig. R14. Analisis de la capacidad migratoria de las células T murinas tras la asociacion con NPMs y en
presencia de un CME, bajo un confinamiento in vitro. Graficas del desplazamiento medio vs tiempo de
las células T en el ensayo “under agarose” A) a distancias crecientes del CME y B) en ausencia de CME.
Cuantificacion de la C) velocidad celular y del D) porcentaje de células que migra, en todas las condiciones,
tras el andlisis de los videos mediante el software Imaris. Los resultados mostrados (media *+ DE) son
representativos de dos experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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1.5. MIGRACION Y RETENCION IN VIVO

1.5.1. Evaluacion de la capacidad de homing en ausencia o presencia de CMEs
Por otra parte, las células T estan continuamente migrando y desplazdandose entre los diferentes
drganos linfoides secundarios, tales como los NLs, para mantener la homeostasis inmunolégica
. Por este motivo, se decidié realizar el siguiente estudio como prueba de concepto de
retencién magnética in vivo, y asi determinar si la aplicacién de un CME podria afectar a la
capacidad de realizar homing de estas células y a la retenciéon de dichas células asociadas a NPMs
en un determinado NL. La concentracion de NPMs (150 ug Fe/ml) asi como la fuerza magnética
(iman permanente de neodimio B, Tabla M1) fueron seleccionadas teniendo en cuenta los

resultados dptimos obtenidos durante los ensayos en camaras de flujo previos (Fig. R12.A,B).

En primer lugar, se analizo si la capacidad de homing, en ausencia de un CME, de las células
asociadas con NPMs se veia afectada y si éramos capaces de detectar este tipo de células en
diversos dérganos tras su inoculacién en ratones. Para llevar a cabo este estudio, primero se
prepard una combinacion de células libres de NPMs y asociadas con NPMs en proporcion 1:1y
marcadas fluorescentemente de manera diferente para poder discriminar unas de otras en
posteriores analisis (Fig. R15.A). Ademas, con el fin de evitar posibles efectos de retencion
inespecifica debido al marcaje fluorescente, se alternaron los marcajes en los diferentes
experimentos. Una vez preparada esta combinacién de células, se inyectaron de manera
intravenosa 107 células de la misma en ratones de 5-6 semanas de edad y se permitié su
distribucidn en el organismo durante ciertos periodos de tiempo, tras lo cual se procedio al
sacrificio del animal y a la recogida de diversos NLs (periféricos (NLper) y mesentéricos (NLmes)) ¥
del bazo (Fig. R15.A), para su analisis por citometria de flujo. Los ratones utilizados fueron
ratones inmunocomprometidos en el caso del estudio con células Jurkat, para asi evitar el
rechazo interespecie, y ratones C57BL/6 para el caso de las células T primarias murinas.
Independientemente de su origen, tanto en el caso de células Jurkat como de células T primarias
murinas, aquellas que estaban asociadas con NPMs se encontraron en mayor nimero en los NLs
y bazos recogidos (Fig. R15.B,C). Esto podria indicar que la presencia de NPMs en la superficie
celular podria aumentar su retencién en los drganos linfoides secundarios. Esta diferencia fue
mas notable y significativa en el caso de las células Jurkat y a tiempos mas largos (Fig. R15.B).

Ademas, las células asociadas a NPMs no mostraron una distribucién o localizacién preferente.

Una vez comprobado que la capacidad de homing de estas células en presencia de NPMs no se
ve afectada negativamente, se procedio a repetir el analisis, esta vez en presencia de un CME
sobre uno de los NLs para determinar si es posible promover la acumulacidon especifica de estas

células asociadas a NPMs en esa localizacion especifica (Fig. R16.A). Los analisis por citometria



de flujo después de la recogida y disgregacion de los NLs revelaron que en ausencia de un CME
habian llegado cantidades similares de células (libres y asociadas a NPMs) tanto al NL del flanco
izquierdo como al NL del flanco derecho (ratio de células entre ambos NLs de 0.8 + 0.3 para
células libres de NPMs vs 0.8 £ 0.4 en células asociadasa NPMsy 1.0+ 0.3vs 0.9 £ 0.2 en el caso
de las células Jurkat a 30 y 90 min respectivamente y 0.9 £ 0.3vs 0.8+ 0.4y 0.7 +£0.4vs 0.7

0.2 en las células T CD4* y CD8" murinas respectivamente).
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Fig. R15. Andlisis in vivo de la capacidad de homing de los dos modelos de células T tras el tratamiento
con NPMs en ausencia de un CME. A) Disefio experimental para determinar si el homing de las células T
se ve afectado Unicamente por la presencia de NPMs. Capacidad de homing de las B) células Jurkat y de
las C) células T murinas en ausencia de gradientes magnéticos. Los resultados mostrados (media + DE) son
representativos de tres experimentos independientes (n = 6), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Sin embargo, la aplicacion de un CME, mediante la disposicién de un iman sobre un NL situado
en uno de los flancos, aumentd la cantidad de células, principalmente asociadas a NPMs,
detectadas en dicho NL (ratio de células asociadas a NPMs entre ambos NLs de 2.4+ 1.5y 2.3 +
0.8 en las células Jurkat a 30 y 90 min respectivamentey 2.1 + 1.3y 1.7 £+ 1.2 en las células T
CD4* y CD8* murinas respectivamente) (Fig. R16.B,C). El ligero incremento observado también
en el caso de células libres de NPMs (ratio de células libres de NPMs entre ambos NLs de 1.9 *
1.0 en las células Jurkat y 1.4 + 0.7 y 1.1 £ 0.5 en las células T CD4* y CD8* murinas
respectivamente) podria deberse a la interaccion previa con las células asociadas a NPMs
durante su preparacién y mezcla, resultando en cierta transferencia de NPMs o asociacién entre

las células no tratadas y tratadas con NPMs. De hecho, los resultados tras la inoculacién
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Unicamente de células libres de NPMs y tras la aplicacion de un CME sobre un NL especifico no
mostraron ningun tipo de incremento en el nimero de células debido a la aplicacién magnética
(ratio de células en los NLs de 1.0 £ 0.2 en ausencia de CME y 1.1 + 0.3 en presencia de un CME

sobre uno de los NLs) (Fig. R16.D).
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Fig. R16. Analisis in vivo de la capacidad de homing de los dos modelos de células T tras el tratamiento
con NPMs en presencia de un CME. A) Disefio experimental para determinar si el homing de las células T
se puede favorecer hacia un NL especifico mediante la aplicacion de un CME. Cociente entre B) células
Jurkat o C) células T murinas, libres y asociadas con NPMs en el NL expuesto al CME frente al no expuesto,
normalizando siempre frente al cociente en la inoculacidn. D) Cociente entre las células T murinas, libres
de NPMs y administradas solas como control, en el NL expuesto al CME frente al no expuesto. Los
cocientes mostrados (media £ DE) son representativos de dos-tres experimentos independientes (n = 4
(células Jurkat), n = 6 (células T murinas)), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Finalmente se recogieron los NLs popliteos expuestos o no a un CME en ensayos similares al que
acabamos de comentar, y se prepararon para su observacion por SPIM. Los resultados tras el
analisis de imagen mostraron que una mayor cantidad de células transferidas asociadas con
NPMs eran retenidas en aquel NL expuesto al CME, en comparacion con el no expuesto (Fig.
R17.A,B). Estos datos apoyan los resultados previos obtenidos durante la evaluacién in vivo de

la capacidad de homing.



- CME + CME

CELULAS T MURINAS

HEVs

B O Células T murinas

1000 Células T murinas + NPMs

7509
52 %

5001

2501 48 %

Numero de células

- CME + CME

Fig. R17. Distribucion de las células T murinas, libres o asociadas a NPMs, en los NLs, en ausencia o
presencia de un CME. A) Imégenes representativas de SPIM de los NLs popliteos, recogidos 20 min
después de la inoculacion intravenosa de una mezcla de células libres (amarillas) o asociadas a NPMs
(verdes) en un ratio 1:1, en ratones C57BL/6, expuesto (panel derecho) o no (panel izquierdo) a un CME.
Las HEVs estan marcadas en gris. B) Cuantificacion de las células T murinas transferidas, libres o asociadas
a NPMs, y porcentaje de cada tipo, en ausencia o presencia de un CME, tras el andlisis de las imdgenes
obtenidas por SPIM. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes.

1.5.2. Evaluacion del comportamiento in vivo de las células T asociadas a NPMs en el NL

Tras confirmar la posibilidad de la retencién magnética de células T asociadas con NPMs en NLs,
se quiso estudiar el comportamiento in vivo de estas células a tiempo real, dentro del mismo.
Para esos estudios empleamos células T primarias murinas. Para ello, se utilizé microscopia
multifotdnica sobre los NLs popliteos en ausencia o presencia de un CME (Fig. R18.A; videos 3 y
4). Estos experimentos también se realizaron en presencia de 2 CMEs, dispuestos uno a cada
lado del NL (Fig. R18.A; video 5), con el objetivo de aumentar el gradiente magnético aplicado.
La preparacién de células libres o asociadas con NPMs, mezcladas y marcadas con el fin de
discriminarlas, se inoculd justo antes de proceder a la grabacidn y los videos obtenidos fueron
analizados utilizando el software Imaris. Los resultados obtenidos tras estos andlisis mostraron
una disminucion de alrededor del 10% en la velocidad de las células asociadas con NPMs (10.4

+29, 95+ 44y 82+ 41 um/min en ausencia de CME, o en presencia de 1 o 2 CMEs
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respectivamente) en comparacién con aquellas libres de NPMs (11.1+3.9,10.7+5.1y 7.8+ 3.6

um/min en ausencia de CME, o en presencia de 1 o 2 CMEs respectivamente), incluso en

ausencia de un CME (Fig. R18.A,B; Tabla R2).
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Fig. R18. Comportamiento in vivo de las células T murinas, libres o asociadas a NPMs, en el NL popliteo
en presencia o ausencia de uno o dos CMEs. A) Capturas representativas de los videos 2PM obtenidos en
cada condicién (no CME, 1 CME o 2 CMEs) (azul: células T libres de NPMs, rojo: células T asociadas a NPMs,
gris: HEVs). B) Cuantificacién de la velocidad celular en todas las condiciones, tras el analisis de los videos
DE) son representativos de dos-tres

mediante el software Imaris. Los resultados mostrados (media
experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

CELULAS EN VELOCIDAD
EL NL (Mm/min)
Células T murinas 43 % 11.1+£39
NO CME . .
Células T murinas
+ NPMs 57 % 10429
Células T murinas 42 % 10.7 £ 5.1
1 CME - .
Células T murinas o
+ NPMs 58 % 95+44
Células T murinas 43 % 7.8+3.6
2 CMEs - .
Células T murinas 57 % 8.2+ 4.1

+ NPMs

Tabla R2. Resumen de Ilos
resultados obtenidos tras el
andlisis de los videos 2PM de

células T mediante el uso del

software Imaris. Los resultados
mostrados (media + DE) son
representativos de dos-tres

experimentos independientes.



Asimismo, los analisis del recorrido de las células dentro del NL no mostraron una trayectoria
preferencial hacia el lado del CME mientras éste estaba siendo aplicado, debido a una posible
atraccidn magnética (Fig. R19.A,B). Esto indica que la asociacion con NPMs no influencia a la
trayectoria seguida por el linfocito una vez que esta dentro del NL, incluso en presencia de un

CME. Los resultados también mostraron que el balance entre las células transferidas libres de

NPMs y asociadas con NPMs siempre se inclinaba hacia estas ultimas (~58% de células asociadas
a NPMs vs ~42% de células libres de NPMs) (Tabla R2) confirmando los datos obtenidos con
anterioridad, que mostraban que la asociacion con NPMs resulta en una mejor retencién de

estas células en los drganos linfoides.
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Fig. R19. Evaluacion de la direccionalidad de las células T murinas asociadas o no con NPMs en el NL en
presencia o ausencia de CMEs. A) Trayectorias seguidas por las células T murinas tratadas o no con NPMs
en el interior del NL durante los ensayos 2PM (rojo: hacia la derecha, azul: hacia la izquierda), analizadas
con el software proporcionado por Ibidi (Chemotaxis and Migration tool). B) Porcentaje de células que
migran hacia cada lado, en presencia o ausencia de uno o dos CMEs.

También observamos que la velocidad de ambas se vio ligeramente reducida en presencia de un
CME (10.7 £ 5.1 um/min en células libres de NPMs y 9.5 + 4.4 um/min en células asociadas a
NPMs), hecho incluso aiin mas pronunciado cuando el gradiente magnético era mayor (con dos
CMEs) (7.8 + 3.6 um/min en células libres de NPMs y 8.2 + 4.1 um/min en células asociadas a

NPMs) (Fig. R16.C; Tabla R2). Esto podria deberse en parte a la interaccion entre las células

113



114

tratadas y no tratadas con NPMs durante la preparacion de la mezcla antes de su inoculacién en
el ratén, como se comentd anteriormente (Fig. R16.B,C,D). Por otro lado, existen estudios
publicados sobre la influencia de los campos magnéticos moderados en sistemas biolégicos,
principalmente debido a alteraciones en los canales idnicos transmembrana, asi como en los
fosfolipidos presentes en las membranas celulares [218-220]. El analisis del flujo de calcio (tras
activacion) mediante microscopia confocal nos permitié ver que no habia alteraciones
significativas en los flujos de calcio, esenciales para la funcionalidad de las células T, ni en la
respuesta maxima o el tiempo para alcanzarlo, en el caso de las células Jurkat en presencia de
NPMs (Figs. R20.A, R21.A). Las células T primarias murinas, en cambio, mostraron una ligera
disminucién en las respuestas media (84.6 + 19.9 vs 39.6 + 12.9) y maxima (85.6 + 20.1 vs 38.9
+ 16.2) obtenidas tras un estimulo, en presencia de las NPMs (Figs. R20.B, R21.B).
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Fig. R20. Variaciones en las fluctuaciones de calcio en células Jurkat tras el tratamiento con NPMs. A)
Cinética de los flujos de calcio e imagenes representativas de células Jurkat libres o asociadas con NPMs
durante el ensayo, antes y después de la adicién del estimulo (PMA/ionomicina). La intensidad de
fluorescencia se indica en la escala lineal mostrada en la derecha. B) Resumen de los principales
parametros tras el analisis de los videos obtenidos con las células Jurkat. Los resultados mostrados (media
+ DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. R21. Variaciones en las fluctuaciones de calcio en células T murinas tras el tratamiento con NPMs.
A) Cinética de los flujos de calcio e imagenes representativas de células T murinas libres o asociadas con
NPMs durante el ensayo, antes y después de la adicidn del estimulo (PMA/ionomicina). La intensidad de
fluorescencia se indica en la escala lineal mostrada en la derecha. B) Resumen de los principales
parametros tras el analisis de los videos obtenidos con las células T murinas. Los resultados mostrados
(media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

1.5.3. Evaluacion del comportamiento in vivo de DCs asociadas a NPMs en el NL

Finalmente, se realizé una pequefia prueba para determinar, por microscopia multifotdnica, si
el comportamiento in vivo de otro tipo celular, como las DCs, capaz de internalizar gran cantidad
de NPMs, se veia alterado y podia ser manipulado mediante la aplicacion de un CME. En primer
lugar, se comprobd que el fenotipo de las DCs tras ser tratadas con NPMs y activadas con LPS no

se veia afectado debido a la presencia de NPMs (Fig. R22).
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Fig. R22. Analisis fenotipico de las DCs murinas tras su asociacion con las NPMs y activacion con LPS.
Grafica de puntos (Dot Plot) que muestra la expresiéon de marcadores de DCs, tratadas o no con NPMs.
Las DCs utilizadas procedian en algunas ocasiones de ratones “Ubi-GFP”, por lo que presentaban
fluorescencia GFP.

Posteriormente, se llevd a cabo la transferencia de una combinacidon de DCs tratadas y no
tratadas con NPMs, y al dia siguiente se realizé la microscopia multifotdnica, en presencia o
ausencia de un CME en uno de los lados del NL popliteo (Fig. R23.A; videos 6 y 7). Tras el analisis
de los videos obtenidos, se observd, al igual que en el caso de las células T (Fig. R18; Tabla R2),
una disminucidn en la velocidad de las DCs cuando estan asociadas con NPMs (6.6 + 3.5 pm/min
en células libres de NPMs vs 5.8 + 2.7 um/min en células asociadas a NPMs) (Fig. R23.B; Tabla
R3). En este caso no se encontraron diferencias significativas en la velocidad de las DCs en
presencia de un CME (Fig. R23.B; Tabla R3). Sin embargo, el andlisis de las trayectorias seguidas
por las DCs indico que podria existir cierto cambio en la direccionalidad de las células debido a
la presencia de un CME, independientemente de su asociacidon o no con NPMs (Fig. R23.C; Tabla

R3), aunque haria falta un estudio mas en detalle para poder confirmarlo.

Ademas, se observd que un mayor niumero de DCs cargadas con NPMs habia llegado al NL
popliteo (61-63% de células asociadas a NPMs vs 37-39% de células libres de NPMs) (Tabla R3).
Estos resultados son similares a los obtenidos con las células T durante los ensayos de homing y

microscopia multifotdnica (Figs. R15.C, R17; Tabla R2).
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Fig. R23. Comportamiento in vivo de las DCs murinas, libres o asociadas a NPMs, en el NL popliteo en
presencia o ausencia de un CME. A) Capturas representativas de los videos 2PM obtenidos en cada
condiciéon (no CME, 1 CME) (azul: DCs libres de NPMs, rojo: DCs asociadas a NPMs, gris: HEVs).
B) Cuantificacidn de la velocidad celular en todas las condiciones, tras el andlisis de los videos mediante
el software Imaris. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de dos-tres experimentos
independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. C) Trayectorias seguidas por las DCs tratadas o no
con NPMs en el interior del NL durante los ensayos 2PM (rojo: hacia la derecha, azul: hacia la izquierda),
analizadas con el software proporcionado por Ibidi (Chemotaxis and Migration tool).

DIRECCION
CELULAS  VELOCIDAD LADO +
LADO - CME
EN EL NL (rm/min) CME
DCs 37% 6,6%3,5 53% 47%
- CME
DCs + NPMs 63% 5,8+2,7 54% 46%
DCs 39% 6,3+2,9 61% 39%
+ CME
DCs + NPMs 61% 5,7+2,9 59% 42%

Tabla R3. Resumen de los resultados obtenidos tras el analisis de los videos 2PM de DCs mediante el
uso del software Imaris. Los resultados mostrados (media * DE) son representativos de dos-tres
experimentos independientes.
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1.6. PRINCIPALES OBSERVACIONES

Como se ha comentado a lo largo de esta primera parte, la migracién de los linfocitos T es un
proceso fuertemente regulado y se considera esencial en el desarrollo de respuestas inmunes
efectivas y potentes frente a diversidad de antigenos. Los resultados obtenidos en esta primera
parte muestran que el uso de NPMs y CMEs podrian servir para guiar y retener linfocitos T en
una regién de interés, sin afectar criticamente aspectos bioldgicos cruciales de estas células. Las
células T mantienen su funcionalidad y podrian ser acumuladas de manera especifica en un
drgano o tejido concreto, aumentando asi su actividad en esa zona. Aqui se ha demostrado que
las células T asociadas a NPMs pueden ser retenidas magnéticamente en los NLs, lo que podria

ser util en la moderaciéon de respuestas inmunes en un contexto patoldgico.

Estos estudios, por tanto, revelan una aproximacién interesante para promover la acumulacion
de células T, que podria ser implementada con el objetivo de optimizar terapias de transferencia
adoptiva celular. En los capitulos posteriores de este trabajo se evaluara la posibilidad de aplicar
esta manipulacién magnética en células con capacidad antitumoral (células NK y células T

citotdxicas) y su uso en modelos de tratamiento de cancer.



La transferencia de células NK es una nueva terapia emergente. Esta terapia ha demostrado ser
eficaz en el tratamiento de algunas hemopatias malignas tales como la ALM o la ALL. En
ocasiones tras la transferencia de células NK autdlogas, si bien se ve un aumento del nimero de
células NK circulantes, éstas expresan en su superficie niveles bajos de marcadores de activacién
o de receptores activadores, siendo también baja la proporcion de células NK que migra a la
zona del tumor. La combinacién de estas dos circunstancias hace que la eliminacién de tumores
sea poco eficiente [221]. Por tanto, las investigaciones orientadas al estudio de los mecanismos
moleculares durante la maduracién de las células NK y su actividad efectora contra células
tumorales ayudaran al disefio de protocolos éptimos para la aplicacidn terapéutica de células
NK [222]. De igual manera, la blisqueda de estrategias que permitan la acumulacidn especifica
de células NK en el drea del tumor permitiran el desarrollo de terapias antitumorales mas

eficientes [182].

Durante la segunda parte de esta Tesis se evalua la posibilidad de asociar este tipo celular a
NPMs, con el objetivo de determinar, en una primera aproximacién in vitro, silas NPMs pudieran
servir como una plataforma para mejorar la migracion/activacion de las células NK transferidas
hacia la zona del tumor. Para ello, se ha llevado a cabo un analisis sobre la asociacién de las
NPMs con este tipo de células, asi como sobre la funcionalidad de las mismas y su retencién

magnética en un modelo in vitro, tras la aplicacion de un CME.

PARTE 2: EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LAS NPMs SOBRE CELULAS
NK MURINAS Y HUMANAS Y SU POTENCIAL DE RETENCION MAGNETICA

IN VITRO

2.1. AISLAMIENTO Y EXPANSION DE CELULAS NK MURINAS

Para llevar a cabo el estudio de interaccion de las NPMs con las células NKs, se utilizaron dos
modelos de células NK: la linea celular humana NK-92Ml y células NK aisladas de bazo de ratones
C57BL/6 y expandidas durante una semana con IL-2. La pureza de estos cultivos primarios se
comprobé siempre a dia 0, tras el aislamiento, y a dia 7, tras la expansidn (Fig. R24). Por otro
lado, la linea celular NK-92MI deriva de la linea celular NK-92, originada de un paciente con
linfoma granular, mediante la transfeccion del gen que codifica para IL-2, por lo que es
independiente de IL-2 [223, 224]. Esta linea celular presenta gran citotoxicidad para una
variedad de lineas tumorales [225-227], incluyendo la linea celular K562 [228]. Ademas, como

ya se comentd, es la Unica linea celular que ha sido aprobada por la FDA para su uso en ensayos
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clinicos y ha demostrado ser segura en su uso durante la transferencia celular en seres humanos
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Fig. R24. Purificacion y expansion de las células NK murinas. Graficas representativas, obtenidas con el
software FlowJo, de las diferentes poblaciones obtenidas A) a dia 0, antes y después de purificar la
poblacion de células NK y B) a dia 7, tras su expansion con IL-2.

Finalmente, se partid del conjunto de NPMs sintetizadas y caracterizadas al inicio de esta Tesis
y se realizd un primer cribado, al igual que en el apartado anterior, para determinar qué tipo de

NPM es la mas adecuada para este otro tipo celular.

2.2. INTERACCION DE LAS NPMs CON MODELOS DE CELULAS NK HUMANAS Y MURINAS

2.2.1. Evaluacion de la toxicidad en los modelos de células NK

En primer lugar, se analizd si la asociacion de las diferentes NPMs utilizadas en el estudio
afectaba a la viabilidad celular de estos dos modelos de células NK. Al igual que en la parte
anterior, se llevaron a cabo dos ensayos diferentes: el ensayo AlamarBlue y el estudio por
citometria de flujo de anexina/PI. El primer ensayo mostré que, de la misma manera que para
los modelos utilizados de células T, las NPMs no mostraban, en la mayoria de los casos, signos
de toxicidad en ninguno de los modelos de células NK (Fig. R25.A,B). Si se encontrd una cierta
disminucién en la viabilidad de las células NK-92MI tras las dosis mas altas de DMSA-NPMs (~
82.3 + 2.6 %) (Fig. R25.A) y una ligera disminucién en las células NK murinas en presencia de
ciertas concentraciones de APS-NPMs (~ 83.4 + 2.7 %) (Fig. R25.B). Por otro lado, el aumento
encontrado en la sefial de fluorescencia que se encontrd previamente, y que podria indicar un
aumento en el metabolismo mitocondrial y cierta activacion celular, sélo tiene lugar, en este

caso, en la linea celular NK-92MI (Fig. R25.A).

El andlisis de apoptosis/necrosis por citometria de flujo no mostré cambios significativos

importantes cuando las células fueron incubadas con las diferentes NPMs (Fig. R25.C,D), sélo un



leve incremento en la apoptosis temprana en presencia de DMSA-NPMs en las células NK
murinas (8.8 £ 2.1 % en ausencia de NPMs vs 16.5+ 2.8y 14.5 + 2.6 % tras las dosis mas altas de
DMSA-y APS-NPMs) (Fig. R25C). Tras estos estudios se concluyd que las NPMs utilizadas en este
trabajo tampoco causan una toxicidad significativa importante a las concentraciones usadas en

las células NK, tanto de origen humano como murino.
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Fig. R25. Evaluacion de la toxicidad de las NPMs recubiertas en modelos de células NK. Viabilidad celular
de las A) células NK-92Ml o B) células NK murinas después del tratamiento con NPMs, medido mediante
el ensayo fluorimétrico AlamarBlue. Analisis mediante citometria de flujo de la formacién de células
apoptoticas o necréticas tras la incubacion con NPMs en las C) células NK-92MI o D) células NK murinas,
a través de la tincién de Anexina V/PI. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres
experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

2.2.2. Cuantificacion del hierro asociado a los modelos de células NK

En segundo lugar, se evalué también la cantidad de NPMs que se asocia a este tipo celular. En
el capitulo anterior pudimos observar que las NPMs recubiertas de APS (APS-NPMs) eran las
NPMs que se asociaban en mayor medida con las células Jurkat y las células T primarias,
probablemente debido a su carga superficial positiva. Tras los analisis obtenidos mediante ICP-
OES tras la incubacion de estas células con las NPMs, estos fueron los resultados: APS-NPMs
daban lugar a una deteccidn de hierro mayor en las muestras celulares analizadas (14.0 + 4.8 pg
Fe/célula en células NK-92MI y 14.6 + 1.0 pg Fe/célula en células NK murinas con APS-NPMs
frente a1.7 £ 0.4y 3.5 + 0.9 pg Fe/célula en el caso de DMSA-NPMsya2.4+1.4y5.1+27pg
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Fe/célula en el caso de DEXT-NPMs) (Fig. R26.A,B). En este caso no se mostraron apenas
diferencias en la cantidad de NPMs que se asocid a las células NK-92MI o murinas. En ambos
casos fue muy parecido, alrededor de los 14 pg Fe por célula, muy parecido a los ~15 pg
encontrados en las células Jurkat (Fig. R6.A). De esta manera, al igual que en el capitulo anterior,

seleccionamos las NPMs recubiertas con APS (APS-NPMs) para seguir el estudio.
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Fig. R26. Evaluacion de la asociacion de NPMs a los modelos de células NK. Cuantificacion del hierro
asociado a las A) células NK-92MI o B) células NK murinas tras la incubacién con las diferentes NPMs,
mediante ICP-OES. Los resultados mostrados (media * DE) son representativos de tres-cuatro
experimentos independientes.

2.2.3. Estudio sobre la localizacion subcelular de las NPMs en los modelos de células NK

A continuacion, se analizé la localizacion en las células de estas NPMs, mediante las diversas
aproximaciones en microscopia ya utilizadas previamente. La tincién de Azul de Prusia y la
microscopia confocal, al igual que en el caso de las células T, mostraron que las NPMs se

guedaban asociadas a la membrana plasmdtica en ambos casos (Fig. R27.A,B).
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Fig. R27. Localizacion subcelular de las NPMs en los modelos de células NK (). A) Imagenes
representativas de las células NK-92MI y las células NK murinas tras el tratamiento con APS-NPMs
adquiridas por microscopia confocal (membrana celular (rojo), NPMs (gris) y nucleo (azul)) (escala = 10
pum). Las proyecciones ortogonales se compusieron mediante el software Imagel. B) Tincién de Azul de
Prusia y contratincidn en rojo neutro de las células NK-92Ml y las células NK murinas tras su asociacion
con las NPMs. (escala = 10 um). Las flechas indican la presencia de NPMs asociadas a las células.



VII. RESULTADOS PARTE 2. Evaluacion de la influencia de las NPMs sobre células NK
murinas y humanas y su potencial de retencién magnética in vitro

Un estudio mas en detalle se llevé a cabo a través de la microscopia electrénica de transmision.
De igual manera se observé como las NPMs permanecian asociadas en el perimetro de las
células (Fig. R28). Como ya se comentd anteriormente, esto se deba probablemente a una
interaccidon entre cargas entre el recubrimiento polimérico de las NPMs y las membranas
celulares. Dado que las células NK son un tipo de linfocitos, aunque en este caso pertenecen al
sistema inmune innato, este comportamiento es similar al encontrado en el capitulo anterior

con las células T.

CELULAS NK-92MI CELULAS NK MURINAS

CONTROL +APS-NPMs CONTROL +APS-NPMs
. YA

Fig. R28. Localizacion subcelular de las APS-NPMs en los modelos de células NK (ll). Imagenes
representativas obtenidas por TEM de las células NK-92MI y las células NK murinas tras el tratamiento
con APS-NPMs. Los paneles superiores en cada caso ofrecen una vision global de la célula, mientras que
los paneles inferiores muestran en mayor detalle regiones celulares para ilustrar mejor las interacciones
entre las NPMs y la membrana celular. Las flechas indican la presencia de NPMs asociadas a las células.

2.1.4. Andlisis fenotipico de los modelos de células NK tras su asociacion con NPMs

Como ya se comentd, una de las principales caracteristicas de las células NK es la presencia de
receptores inhibidores y activadores en la superficie celular [95, 56]. El estado de activacién de
las células NK depende del balance de las sefiales de activacién e inhibicion mediadas por dichos
receptores [231], que son capaces de reconocer tanto proteinas propias como extrafias.
Ademas, otros marcadores de activacidon temprana como CD69 o tardia como CD25, asi como
moléculas de adhesién tales como CD54 (ICAM-1), CD11a o CD62L también desempefian un
papel importante en la actividad de estas células. Por todo esto expuesto, la expresién de todos
estos receptores y marcadores es importante en la funcionalidad de las células NK, y es
necesario analizar la expresion de los mismos tras la asociacion de las células NK con las NPMs.
Para ello, se analizd por citometria de flujo la expresién de algunos de estos marcadores de
superficie relevantes en este tipo celular, después de la incubacion con diversas concentraciones

de las NPMs elegidas (APS-NPMs). Como se observa en la Fig. R29.A,B, no se observaron grandes
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diferencias significativas en la expresidn de los diferentes marcadores analizados en las células
NK-92Ml, sélo una leve disminucidn en la expresién de la molécula de adhesion CD54 (ICAM-1)
a dosis altas de NPMs (4246 + 120 vs 3812 + 961 de IMF) y un aumento en CD45, relacionado
con la maduracion de células linfoides (6687 + 136 de IMF en ausencia de NPMs vs 7232 + 142,
7531+ 166y 7163 + 214 de IMF en presencia de concentraciones crecientes de NPMs) .En
el caso de las células NK murinas se observd ligera disminucién en el marcador de activacion
CD69 tras el tratamiento con concentraciones altas de NPMs (4974 + 518 vs 4051 + 713 de IMF)
(Fig. R30.A,B).
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Fig. R29. Analisis fenotipico de las células NK-92MI tras su asociacién con las NPMs. A) Histogramas
representativos de algunos marcadores obtenidos por citometria de flujo y B) cuantificacién (IMF) de la
expresién de marcadores de superficie relevante en las células NK-92Ml tras la incubacidon con NPMs.
Estos resultados (media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.
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Fig. R30. Analisis fenotipico de las células NK murinas tras su asociacion con las NPMs. A) Histogramas
representativos de algunos marcadores obtenidos por citometria de flujo y B) cuantificacidn (IMF) de la
expresion de marcadores de superficie relevante en las células NK murinas tras la incubacién con NPMs.
Estos resultados (media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.

2.3. EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD IN VITRO DE LOS MODELOS DE CELULAS NK

HUMANAS Y MURINAS TRAS SU ASOCIACION CON NPMs

2.3.1. Capacidad de conjugacion con diversas lineas celulares diana

Una vez comprobado el fenotipo de estas células, y con el objetivo de evaluar si las células NK

presentaban defectos en su funcionalidad tras su asociacion con las NPMs, se llevaron a cabo,

en primer lugar, experimentos de conjugacion con diferentes células diana, segun el tipo de

célula NK utilizado. La conjugacién con células diana tiene gran relevancia, ya que un paso clave

para que las células NK ejerzan su actividad citolitica es la interaccion fisica con estas células
.Enla Fig. R31 se observa la cinética de conjugacion entre la linea celular humana NK-92MI

y la linea celular K562. No se detectaron diferencias significativas entre la conjugacion obtenida

entre las células NK libres de NPMs o asociadas con diferentes concentraciones de APS-NPMs.
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Los resultados fueron similares para el caso de las células NK murinas con las lineas celulares
YAC-1y RMA-S, susceptibles de ser lisadas por las células NK murinas (Fig. R32). En ninguno de
los casos se observd una diferencia o defecto en la conjugacién de estas células atin en presencia
de NPMs, tanto a tiempos cortos (2-5 min), siempre en torno al 2-4%, como a tiempos mas largos

(45 min), en torno al 30-40% en ambos casos.
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Fig. R31. Evaluacion de la capacidad de conjugacion de las células NK-92MI tras su asociacion con NPMs.
A) Dotplots representativos de la cinética de conjugacion de las células NK-92Ml, tras ser incubadas con
diferentes concentraciones de APS-NPMs, con la linea celular K562, en proporcion 2:1 (célula efectora :
célula diana). Cada fila representa la cinética obtenida tras haber incubado previamente las células NK-
92MI con concentraciones crecientes de NPMs. B) Cinética de conjugacion de las células NK-92Ml, tras
ser tratadas con NPMs, con la linea celular K562, co-incubadas en proporcion 2:1. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. R32. Evaluacion de la capacidad de conjugacion de las células NK murinas tras su asociacion con
NPMs. A) Dotplots representativos de la cinética de conjugacion de las células NK murinas, expandidas
durante 7 dias con IL-2 y tratadas con diferentes concentraciones de NPMs, con la linea celular RMA/S,
en proporcion 2:1 (célula efectora : célula diana). Cada fila representa la cinética obtenida tras haber
incubado previamente las células NK murinas con concentraciones crecientes de NPMs. Cinéticas de
conjugacion de las células NK murinas, tras ser expandidas durante 7 dias con IL-2 y tratadas con
diferentes concentraciones de NPMs, con la linea celular B) RMA/S o C) YAC-1, co-incubadas en ambos
casos en proporcion 2:1. Los datos son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05,
**p <0.01, ***p < 0.001.

Finalmente, se llevé a cabo microscopia confocal para determinar si existia alguna diferencia en
la interaccién entre las células NK y su diana o la formacién del centro de organizacién de
microtubulos, pero no se observaron diferencias significativas en los diferentes tiempos de co-

incubacién (Fig. R33).
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Fig. R33. Conjugacion de las células NK murinas, tratadas o no con NPMs, con su diana celular RMA/S.
Imagenes representativas de la conjugacion entre las células NK murinas, en presencia o ausencia de
NPMs, con las células RMA/S a diferentes tiempos de incubacion, adquiridas por microscopia confocal
(actina (rojo), microtibulos (azul), perforina (verde)). Escala: 10 um.

2.3.2. Capacidad de desgranulacion frente a diferentes estimulos

Por otro lado, como ya se comentd, la proteina de membrana asociada a lisosomas CD107a se
encuentra incrementada en la superficie de las células NK tras su desgranulacién y activacidn
por parte de aquellas células diana capaces de inducir una respuesta citolitica. La expresion de
CD107a se correlaciona con la secrecion de citoquinas y la lisis mediada por las células NK, por
lo que se utiliza como marcador para determinar si estas células sufren defectos en su funcién
citolitica . Tras la estimulacion con las células diana (células K562 en el caso de la linea
celular NK-92Ml), o a través del entrecruzamiento con ligandos de los receptores activadores de
las células NK (como NKG2D, NK1.1y NKp46) , se evalué la presencia de este marcador
en las células NK asociadas a concentraciones crecientes de APS-NPMs. No se observaron
diferencias significativas en la desgranulacion de estas células en presencia de las NPMs tras los
diferentes estimulos, aunque si se incrementd la desgranulacién basal o inespecifica tanto en la
linea celular NK-92MI (2.9 £ 0.3 % en ausencia de NPMsvs 3.6 £0.3%,4.1+0.5%y 4.7+ 0.7 %
en presencia de las concentraciones crecientes de NPMs) como en las células NK primarias (12.0

+2.5 % en ausencia de NPMsvs 19.3+4.1 %y 23.5+ 7.0 % en presencia de las concentraciones



mas altas de NPMs) (Figs. R34-35). También se observd un ligero incremento en la
desgranulacion obtenida tras la estimulacion con a-NKG2D en las células NK-92MI a la dosis mas
alta de APS-NPMs (7.2 = 0.2 % en ausencia de NPMs vs 8.1 + 0.3 % con la dosis mas alta de
NPMs).
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Fig. R34. Evaluacion de la capacidad de desgranulacion de las células NK-92Ml tras su asociacion con
NPMs. A) Dotplots representativos de la capacidad de desgranulacidn de las células NK-92Ml, tratadas
con diferentes concentraciones de NPMs, sin estimular o estimuladas con anti-NKG2D humano o la linea
celular diana K562. B) Capacidad de desgranulacidon de las células NK-92MlI, tras ser tratadas con
diferentes concentraciones de NPMs, sin estimular o estimuladas con anti-NKG2D humano o la linea
celular diana K562. Los datos son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001.
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Fig. R35. Evaluacién de la capacidad de desgranulacion de las células NK murinas tras su asociacion con
NPMs. A) Dotplots representativos de la capacidad de desgranulacion de las células NK murinas,
expandidas durante 7 dias con IL-2 y tratadas con diferentes concentraciones de NPMs, sin estimular o
estimuladas con anti-NKG2D, -NK1.1 o -NKp46 murinos. B) Capacidad de desgranulacidon de las células NK
murinas, tras ser expandidas durante 7 dias con IL-2 y tratadas con diferentes concentraciones de NPMs,
sin estimular o estimuladas con anti-NKG2D, -NK1.1 o -NKp46 murinos. Los datos son representativos de
cuatro experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p<0.0001.

2.3.3. Capacidad citotdxica frente a diversas lineas celulares diana

Finalmente, se evalud si la asociacién de las NPMs con las células NK afectaba a la capacidad
citolitica de las mismas. Para ello, se analizo el porcentaje de células diana lisadas en diferentes
ratios de célula efectora y célula diana. No se observd ninguna diferencia significativa en el
porcentaje de células lisadas por parte de las células NK tras su asociacidn con concentraciones
crecientes de NPMs, en las diversas proporciones utilizadas, ni en la linea celular NK-92Ml (9.3
+ 5.5 % lisis en ausencia de NPMs vs 7.1 £ 3.7 % lisis en la dosis mas alta de NPMs a ratios
menores y 21.8 £ 7.4 % lisis vs 22.0 £ 8.2 % lisis a ratios mayores) (Fig. R36) ni en las células NK

murinas (34.7 £ 4.1 % lisis en ausencia de NPMs vs 29.9 £ 4.1 % lisis en la dosis mas alta de NPMs



a ratios menores en co-cultivo con RMA/Sy 54.8 +5.0 % lisis vs 50.9 £ 3.2 % lisis a ratios mayores)

(Fig. R37). De esta manera, se comprueba que la presencia de NPMs no afecta a la capacidad

litica y/o citotoxicidad de las células NK, tanto de origen humano como murino.
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Fig. R36. Evaluacion de la actividad citotdxica de las células NK-92Ml tras su asociacion con NPMs. A)
Dotplots representativos de la capacidad citotéxica de las células NK-92Ml, tras ser tratadas con
diferentes concentraciones de NPMs, frente la linea celular K562, co-incubadas en diferentes ratios
durante 4 h. Cada fila representa la lisis obtenida tras haber incubado previamente las células NK-92MlI
con concentraciones crecientes de NPMs. B) Actividad citolitica de las células NK-92MlI, tras ser tratadas
con diferentes concentraciones de NPMs, frente a la linea celular K562, co-incubadas en diversas
proporciones durante 4 h. Los datos son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05,

**p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. R37. Evaluacion de la actividad citotoxica de las células NK murinas tras su asociacion con NPMs. A)
Dotplots representativos de la capacidad citotéxica de las células NK murinas, tras ser expandidas durante
7 dias con IL-2 y tratadas con diferentes concentraciones de NPMs, frente la linea celular RMA/S, co-
incubadas en diferentes ratios durante 4 h. Cada fila representa la lisis obtenida tras haber incubado
previamente las células NK murinas con concentraciones crecientes de NPMs. Actividad citolitica de las
células NK murinas, tras ser expandidas durante 7 dias con IL-2 y tratadas con diferentes concentraciones
de NPMs, frente a la linea celular B) RMA/S o C) YAC-1, co-incubadas en diversos ratios durante 4 h. Los
datos son representativos de 3 experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

2.3.4. Capacidad de produccion de IFN-y tras su exposicion a diferentes estimulos

Otro aspecto importante en la funcionalidad de las células NK es la rdpida produccién de diversas
citoquinas proinflamatorias, siendo una de las mas importantes IFN-y . Por ello, se analizé
la produccion de esta citoquina por parte de las células NK-92Ml, en presencia de diferentes
concentraciones de NPMs, tras ser expuestas a diversos estimulos. El porcentaje de células NK-
92MI IFN-y* fue ligeramente incrementado tras el tratamiento a dosis altas de NPMs y ser
expuestos a PMA/ionomicina (64.5 + 4.6 % en ausencia de NPMs y 72.1 + 2.4 % a la dosis mas

alta de NPMs) (Fig. R38.A,B).
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Fig. R38. Evaluacion de la produccion de IFN-y de las células NK-92MI tras su asociacion con NPMs. A)
Histogramas representativos de la expresion de IFN-y intracelular en las células NK-92MI, tras su
asociacion con diferentes concentraciones de NPMs y activacion mediante diferentes estimulos. B)
Cuantificacién del porcentaje de células NK-92MI IFN-y*. Los datos (media + DE) son representativos de
tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

Ademas, se evalué mediante un ensayo ELISA, la capacidad de las células NK murinas, tras ser
tratadas con diversas concentraciones de NPMs, de producir esta citoquina, tras la activacién
mediante entrecruzamiento con ligandos de diferentes receptores activadores (NKG2D, NK1.1
y NKp46) . No se observaron diferencias significativas en la produccién de IFN-y tras

incubar con las NPMs (Fig. R39), por lo que la presencia de NPMs no parece afectar esta

—* Células NK +: propiedad de las células NK murinas.
* %
40 _ 1 l gg:ﬁ;ig:ﬂ Fig. R39. Evaluacion de la produccién de
[100 pg Fe/ml IFN-y de las células NK murinas tras su
30 H 150 pgFe /ml asociacion con NPMs. Produccion de IFN-
—_— E— v (medida por un ensayo ELISA) por parte
20 de las células NK murinas después de ser

expandidas durante 7 dias con IL-2 vy
10 tratadas con diferentes concentraciones
de NPMs y tras ser expuestas a diversos
estimulos. Los datos son representativos
Basal NKG2D NK1.1 NKp46 de cuatro experimentos independientes,
*p < 0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.
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2.4. MIGRACION Y RETENCION IN VITRO

2.4.1. Retencidn en presencia de factores fisicos (fuerzas de flujo)

Aligual que las células T, las células NK también circulan de manera continua entre la circulacién
sanguinea y los diferentes tejidos, por lo que se procedié a estudiar si la retencién magnética en
un sistema de flujo dindmico era posible en este tipo celular. De la misma manera que en el
primer capitulo, se utilizaron diferentes concentraciones de NPMs asi como diversas fuerzas
magnéticas (Tabla M1) y se analizé el desplazamiento de estas células hacia el gradiente
magnético al que se encontraban expuestas. Como ocurria con las células T, la retencion
aumentd en ambos modelos celulares al incrementar la cantidad de NPMs asociadas a las células
(56 +97 um con 100 pg Fe/ml vs 124 £ 236 pm con 150 pg Fe/ml en células NK-92MI con el iman
Ay 36106 um con 100 pg Fe/ml vs 72 + 145 um con 150 pg Fe/ml en células NK murinas con
el iman B) asi como la fuerza del gradiente magnético (Fig. R40.A,B). En este caso la retencion
también fue algo mayor en el caso de la linea celular humana NK-92MI en comparacién con las
células NK murinas (89 + 184 um en células NK-92MI vs 72 + 145 um en células NK murinas a la
dosis mayor con el iman B) (Fig. R40.A,B), a pesar de que la cantidad de hierro asociada a ambas
por célula era similar en este caso. Ademds, un mayor numero de células se desplazé al
aumentar la dosis y la fuerza del campo, como se puede ver reflejado en el incremento de la

desviacion estandar.

2.4.2. Retencidn en presencia de factores biolégicos (gradiente quimiotactico)
Tras evaluar la retencién magnética de las células NK asociadas a NPMs en presencia de un flujo
similar al flujo sanguineo, se procedié a evaluar la capacidad de estas células de responder a un
factor biolégico como un gradiente quimiotdctico. De igual manera que en las células T, las
células NK también responden a diversas quimioquinas, lo que afecta directamente a su
localizacién tanto durante su desarrollo y maduracién como durante una respuesta inmune
. En los diferentes ensayos traswell realizados (Fig. 41.A), se observé que la presencia de
NPMs en las células NK afectaba de manera leve pero no significativa la migracidn de las mismas
en respuesta a un gradiente quimiotactico (17.2 £ 1.9 % de migracidn en ausencia de NPMs vs
15.4 + 1.6 de migracién en presencia de NPMs en las células NK-92MIly 51.6 + 14.3 % vs 50.4 +
10.5 % de migracion en células NK murinas) (Fig R41.B,C). Ademas, la aplicacién de un CME en
el mismo sentido que en el gradiente quimiotactico, producia un aumento en la migracion de
las células asociadas con las NPMs, de manera mas notable y significativa en las células NK-92MI
(15.4 £ 1.6 % vs 19.4 £ 2.1 de migracion en presencia de NPMs en ausencia y presencia de un
CME en las células NK-92MIy 50.4 + 10.5 % vs 61.1 + 12.7 % de migracidn en el caso de las células
NK murinas) (Fig. R41.B).
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Fig. R40. Retencion in vitro de los modelos de células NK tras su asociacion con NPMs mediante la
aplicacion de un CME en camaras de flujo. Desplazamiento en la direccidn del gradiente magnético (eje
Y) de las A) células NK-92Ml y de las B) células NK murinas tras ser tratadas o no con NPMs y expuestas a
diversos CMEs. El desplazamiento celular fue cuantificado mediante el analisis de al menos 100 células
por video mediante el software Imaris. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres
experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

2.5. CAPACIDAD DE ADHESION Y TRANSMIGRACION DE LAS CELULAS NK MURINAS
ASOCIADAS A NPMs SOBRE CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO

Finalmente, el proceso de reclutamiento de linfocitos juega un papel esencial durante la
respuesta inmune a diversos patdgenos infecciosos y otras respuestas inflamatorias. Este
proceso comprende una compleja cascada de diferentes eventos, comenzando desde la
adhesidn de las células sobre el endotelio hasta la migracién transendotelial . En una serie
de ensayos, se evalud si la presencia de NPMs sobre la superficie de las células NK murinas

afectaba a la adhesidon de dichas células sobre un endotelio, asi como a su capacidad de
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transmigracion sobre la misma (Fig. R42.A). No se observaron grandes diferencias significativas
en la capacidad de adhesion (Fig. R42.B) ni en la capacidad para transmigrar (obteniéndose
siempre en torno al 73% de transmigracion) (Fig. R42.C). Si se observé un ligero incremento en
la adhesion en presencia de NPMs (16 + 4 células adheridas /campo en ausencia de NPMs vs 20
+ 7 células adheridas /campo en presencia de la menor dosis de NPMs) (Fig. R42.B), que podria
deberse a la presencia de dichas NPMs sobre la superficie, que podrian interaccionar a su vez

con las células endoteliales.

B
30 :
H *
®  Células NK-92MI
c " Células NK-92MI
:g 20 » + NPMs
S :
S :
X :
A 10 |
i5 2
0 T T — T
CME - + - +
+CME BASAL +CXCL12

20 e Células NK murinas
= Células NK murinas

- ﬁ}% J:f% o

40

% Migracion

20

=F T

0 1 1 ; I 1
CME - + - +
BASAL +CX3CL1

Fig. R41. Analisis de la respuesta quimiotactica de los modelos de células NK tras la asociacion con
NPMs. A) Aplicacion de un CME en el ensayo transwell. Capacidad migratoria de las B) células NK-92MI o
C) células NK murinas tras el tratamiento con NPMs en respuesta a un gradiente quimiotactico especifico
y en presencia o ausencia de un CME en la misma direccién. Los resultados se normalizaron frente a un
pocillo control (en ausencia de transwell). Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de

cuatro experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. R42. Adhesion y transmigracion de células NK murinas, asociadas o no con NPMs, sobre una
monocapa de células endoteliales. A) Imagenes representativas de las células NK murinas, tratadas o no
con NPMs, migrando sobre una monocapa de células endoteliales murinas (linea celular SVEC-4)
adquiridas mediante microscopia confocal. El panel superior representa la parte apical de la monocapa,
mientras que el panel inferior representa la parte basal de la misma. (células NK murinas (verde),
citoesqueleto en células endoteliales (rojo)). Escala: 50 um. Cuantificacidn de B) la capacidad de adhesion
y C) de transmigracidn de las células NK murinas en presencia de concentraciones crecientes de NPMs
sobre células endoteliales murinas. Los resultados mostrados (media * DE) son representativos de tres
experimentos independientes, analizando al menos 50 campos por condicién, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p
<0.001.

2.6. PRINCIPALES OBSERVACIONES
Como se ha visto a lo largo de esta segunda parte, la asociacién de NPMs con células NK no

afecta de manera crucial en los diversos aspectos funcionales evaluados. Las células NK, adn en
presencia de NPMs, son capaces de desgranular y producir citoquinas proinflamatorias, de
conjugarse con diversas células diana y producir la lisis de las mismas, asi como migrar en
respuesta a un gradiente quimiotactico y adherirse a un endotelio. La aplicacion de un CME,
ademas, promueve la retencion in vitro de las células NK asociadas a NPMs, alin en presencia de
otros factores como un flujo dindmico. Por tanto, la combinacién de NPMs y CMEs podria
utilizarse para promover la acumulacion especifica de células citoliticas, como las células NK que
aqui se evaltan, en un modelo in vivo, con el fin de mejorar los protocolos de transferencia

celular, incrementando el porcentaje de células transferidas en la regidn de interés.
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Como se vio en el capitulo anterior, las NPMs no afectan a la funcionalidad de células linfoides
efectoras como las células NK. Con el fin de probar la eficacia in vivo de la retencién magnética
de células citoliticas asociadas con NPMs, se decidié comenzar utilizando un modelo de tumores
que sobreexpresa un antigeno especifico, y transferir células T CD8* transgénicas que expresan
un receptor especifico para dicho antigeno. El modelo de ratén OT-l es un modelo muy utilizado
para el estudio de respuestas T a antigenos tumorales [239-242]. Las células T CD8* de los
ratones OT-l, como ya se comentd, expresan el TCR transgénico OT-l, que reconoce el péptido
SIINFEKL (derivado de OVA), y, por tanto, se activan en presencia de células tumorales que
expresen dicho péptido para proceder a su eliminacién. El uso de este modelo tumoral,
dependiente principalmente de células T CD8" especificas, permitird determinar si el uso de
NPMs y CMEs promueve la retencion de estas células en el tumor y, por tanto, si el tratamiento

es mas eficaz.

Por tanto, durante la tercera y Ultima parte de esta Tesis se evalta la posibilidad de asociar
células T CD8*, activadas y especificas de antigeno, a NPMs, con el objetivo de determinar, en
una primera aproximacion in vitro, si las NPMs pudieran servir como una plataforma para
mejorar la migraciéon de las células T, totalmente funcionales, hacia una zona de interés. Una vez
realizado este primer estudio, se comprobd si este sistema pudiera ser utilizado para mejorar
los protocolos de transferencia celular en un modelo tumoral in vivo. Para ello, se ha llevado a
cabo un analisis sobre la asociaciéon de las NPMs con este tipo de células, asi como sobre la
funcionalidad de las mismas y su retencidon magnética, primero en un modelo in vitro, y después,

in vivo, tras la aplicacién de un CME.

PARTE 3: EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LAS NPMs SOBRE CELULAS

T CD8* CITOTOXICAS Y SU POTENCIAL DE RETENCION MAGNETICA IN
VITROE IN VIVO
3.1. GENERACION DE CELULAS T CD8* CITOTOXICAS ESPECIFICAS DE ANTIGENO (OT-1)

3.1.1. Mantenimiento y fenotipaje de la cepa de ratones OT-I

Para llevar a cabo este estudio, se utilizaron células T CD8* procedentes de ratones transgénicos
OT-l. Estos ratones fueron previamente fenotipados con el objetivo de mantener y utilizar
Unicamente aquellos cuyas células expresaban el transgén. Para ello, tras el destete, se llevé a
cabo un andlisis de muestras de sangre por citometria de flujo. Se analizd, dentro de la poblacidn
CD90.2*, indicativo de células T maduras, la presencia de Va2 en las células T CD8*, especifico

de este tipo de receptores transgénicos (Fig. R43).
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Fig. R43. Fenotipaje de la sangre de los ratones de la cepa transgénica OT-l. Graficas representativas,
obtenidas con el software FlowlJo, que muestra, dentro de la poblacién de células T maduras (CD90.2%), la
presencia de Va2 en células CD8*. El panel superior muestra los resultados obtenidos en un ratdn
transgénico mientras que el panel inferior muestra los resultados en un ratén que ha perdido el transgén.
Histograma gris sombreado: control de isotipo; linea azul: marcaje con el anticuerpo correspondiente.

3.1.2. Aislamiento y expansion de células OT-I

Para la obtencidn de células OT-I, se procedié al aislamiento y procesamiento de los NLs y el
bazo de ratones considerados transgénicos tras el fenotipaje. Después, se activaron por 2 dias
con el péptido especifico de OVA que son capaces de reconocer (OVAss7.264) Y posteriormente,
se expandieron con IL-2. El porcentaje de células CD8", asi como su perfil de activacion basado
en la expresion de marcadores como CD69 y CD25, se comprobé por citometria de flujo a dia 0
y a dia 5, justo antes de su uso en los diferentes experimentos (Fig. R44.A,B). Ademas, se pudo
comprobar la especificidad para el antigeno de estas expansiones con los mismos cultivos en

ausencia de los estimulos de activacidn o expansion (Fig. R44.C).

3.2. INTERACCION DE LAS NPMs CON LAS CELULAS OT-I

3.2.1. Evaluacidn de la toxicidad en las células OT-I y cuantificacion del hierro asociado

En primer lugar, se realizé un primer estudio para determinar la toxicidad de las diversas NPMs,
asi como la cantidad de las mismas asociadas a las células OT-I. La toxicidad se evalué mediante
el ensayo AlamarBlue y el estudio por citometria de flujo de anexina/PI. El primer ensayo mostré
que las NPMs no eran tdxicas para estas células en las dosis estudiadas. (Fig. R45.A). En este
caso no se encontré un aumento en la seiial de fluorescencia y, por tanto, en el metabolismo
mitocondrial, como en el caso de los modelos de células T primarias (Fig. R4.A,B) y en la linea

celular NK-92MI (Fig. R25.A).
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Fig. R44. Purificacidn y expansion de las células OT-I. Graficas representativas, obtenidas con el software
FlowJo, de las diferentes poblaciones obtenidas A) a dia 0, tras el procesamiento de bazo y NLs, y B) a dia
5, tras su activacion con OVAzs7-264 Yy posterior expansion con IL-2. En ambos casos se muestra el
porcentaje de células CD8* y su perfil de activacion, mediante los marcadores de superficie CD69 y CD25.
Histograma gris sombreado: control de isotipo; linea azul: marcaje con el anticuerpo correspondiente. C)
Gréficas representativas del cultivo, a dia 5, en ausencia de los estimulos: OVA257-264 0 IL-2.

El andlisis de apoptosis/necrosis por citometria de flujo no mostré cambios significativos
importantes cuando las células fueron incubadas con las diferentes NPMs, ya que no se
encontraron cambios en la proporcién de células apoptdticas o necréticas en las diversas dosis
utilizadas (Fig R45.B). Tras estos estudios se concluyd que las NPMs utilizadas en este trabajo
tampoco causan una toxicidad significativa importante a las concentraciones usadas en células

T CD8* citoliticas.

Posteriormente, se evalué también la cantidad de NPMs que se asocia a este tipo celular. En los
capitulos anteriores pudimos observar que las NPMs recubiertas de APS (APS-NPMs) eran las
gue se asociaban en mayor medida con ambos tipos de células T y NK. Los analisis obtenidos

mediante ICP-OES tras la incubacién de estas células con las NPMs, confirmaron que las APS-



NPMs daban lugar a una deteccidn de hierro mayor en las muestras celulares analizadas (13.7 +
4.5 pg Fe/célula usando APS-NPMs frente a 4.0 £ 0.7 y 2.5 £ 0.5 pg Fe/célula con DMSA-NPMs y
DEXT-NPMs respectivamente) (Fig. R45.C). El resultado fue muy parecido al obtenido en las
células Jurkat (Fig. R6.A) y en los modelos de células NK (Fig. R26). De esta manera,

seleccionamos las mismas NPMs (APS-NPMs) que en los casos anteriores para seguir el estudio.
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Fig. R45. Evaluacion de la toxicidad y cuantificacion de la captacion de las NPMs recubiertas en las
células OT-I. A) Viabilidad celular de las células OT-I después del tratamiento con NPMs, medido mediante
el ensayo fluorimétrico AlamarBlue. B) Andlisis mediante citometria de flujo de la formacion de células
apoptoticas o necroticas tras la incubacion con NPMs en las células OT-I, a través de la tincion de Anexina
V/PI. C) Cuantificacién del hierro asociado a las células OT-I tras la incubaciéon con las diferentes NPMs,
mediante ICP-OES. Los resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres experimentos
independientes en todos los andlisis, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

3.2.2. Estudio sobre la localizacion subcelular de las NPMs en las células OT-I

A continuacion, se analizé la localizacidn en las células de estas NPMs, mediante las diversas
aproximaciones en microscopia ya utilizadas previamente. La tincién de Azul de Prusia y la
microscopia confocal, al igual que en las células T primarias o NK, mostraron que las NPMs se
qguedaban asociadas a la membrana plasmatica (Fig. R46.A,B). Un estudio mas en detalle se llevd
a cabo a través de la microscopia electrdnica de transmision. De igual manera se observé cémo

las NPMs permanecian asociadas en la superficie de las células (Fig. R46.C).
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Fig. R46. Localizacion subcelular de las NPMs en las células OT-I. A) Imagenes representativas de las
células OT-I tras el tratamiento con APS-NPMs adquiridas por microscopia confocal (membrana celular
(rojo), NPMs (gris) y nucleo (azul)) (escala = 10 um). Las proyecciones ortogonales se compusieron
mediante el software Image). B) Tincidn de Azul de Prusia y contratincidon en rojo neutro de las células OT-
| tras su asociacion con las NPMs. (escala = 10 um). C) Imagenes representativas obtenidas por TEM de las
células OT-I tras el tratamiento con las NPMs. Los paneles superiores ofrecen una vision global de la célula,
mientras que los paneles inferiores muestran en mayor detalle regiones celulares para ilustrar mejor las
interacciones entre las NPMs y la membrana celular. Las flechas indican la presencia de NPMs asociadas
a las células.

Los resultados obtenidos tras la evaluacion de la toxicidad de las NPMs, asi como el grado de
asociacién de las NPMs con las células OT-l, y la interaccion de las mismas con la membrana
celular, muestra que no existen diferencias significativas entre los diferentes tipos de células

linfoides utilizados a lo largo de esta tesis.

3.2.3. Andlisis fenotipico de las células OT-I tras su asociacion con NPMs

Una vez analizada la capacidad de estas células para asociarse con las NPMs, asi como la
localizacién subcelular de las mismas, se analizd la expresién de algunos marcadores de
superficie de estas células tras el tratamiento con las NPMs. Se analizaron marcadores de
activacidon temprana y tardia tales como CD69, CD27, CD44 y CD25 y moléculas de adhesion y
memoria CD11a, CD62Ly CD127. Como se observa en la Fig. R47.A,B, no se detectaron grandes

diferencias significativas en la expresion de los diferentes marcadores analizados.
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Fig. R47. Analisis fenotipico de las células OT-l tras su asociacion con las NPMs. A) Histogramas
representativos y B) cuantificacion (IMF, intensidad media de fluorescencia) de la expresidon de
marcadores de superficie relevante en las células OT-I, tras la incubacion con NPMs. Estos resultados
(media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

3.3. EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD IN VITRO DE LAS CELULAS OT-I TRAS SU ASOCIACION
CON NPMs

3.3.1. Capacidad de conjugacion y desgranulacion

Una vez comprobado que el fenotipo efector de estas células no se ve afectado por la presencia
de las NPMs, y con el objetivo de evaluar si su funcionalidad no se veia alterada tras su asociacion
con las NPMs, se llevaron a cabo, en primer lugar, experimentos de conjugacion con la linea
celular EG7-OVA, la cual puede ser reconocida por las células OT-I por expresar el péptido de
OVA especifico en su superficie. En la Fig. R48.A,B se observa la cinética de conjugacién entre
las células OT-l y su diana EG7-OVA. No se detectaron diferencias significativas entre la
conjugacidon obtenida entre las células OT-l libres de NPMs o asociadas con diferentes

concentraciones de APS-NPMs (9.1+5.2 % vs 7.2 £ 2.3 % de conjugacién en ausencia o presencia
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de la dosis mas alta de NPMs respectivamente a tiempos cortos, y 38.4 + 13.2 % vs 36.1 + 11.3

<% a tiempos largos).
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Fig. R48. Evaluacion de la capacidad de conjugacion y desgranulacion de las células OT-I tras su
asociacion con NPMs. A) Dotplots representativos de la cinética de conjugacién de las células OT-I, tras
ser incubadas con diferentes concentraciones de APS-NPMs, con la linea celular EG7-OVA, en proporcion
1:1 (célula efectora : célula diana). B) Cinética de conjugacion de las células OT-I, tras ser tratadas con
NPMs, con la linea celular EG7-OVA, co-incubadas en proporcion 1:1. C) Capacidad de desgranulacion de
las células OT-I, tras ser tratadas con diferentes concentraciones de NPMs, tras ser expuestas a diversos
estimulos. Los datos (media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001.

Después, se analizd la capacidad de desgranulacidn de las células OT-I tras su activacion, tanto
por la presencia de las células EG7-OVA solas o en combinacidn de éstas junto con el péptido
OVA;s7.264 soluble. Como ya se comentd en el capitulo anterior, la expresion de CD107a se
correlaciona con la secrecion de citoquinas y la lisis mediada por las células citoliticas, por lo que
el andlisis de este marcador se utiliza como indicador de la capacidad citolitica [234]. Tras la
estimulacién con las células EG7-OVA, o con el péptido OVAxs7261 €n forma soluble en

combinacion con las células EG7-OVA, se evalud la presencia de este marcador en las células OT-



| asociadas a concentraciones crecientes de APS-NPMs. Se observd que la desgranulacion basal
de estas células no se veia alterada de manera significativa debido a la presencia de las NPMs,
aunque si se encontré un ligero aumento en la desgranulacidon de las células OT-I tras los
diferentes estimulos especificos en algunas condiciones de incubacién con las NPMs (8.0 + 1.1
% en ausencia de NPMs vs 10.1 + 0.8 % en presencia de la mayor dosis de NPMs tras la
estimulacién con células EG7-OVAy 7.9+ 0.9 % en ausencia de NPMsvs 11.7 £ 1.2 % en presencia
de la menor dosis de NPMs tras la estimulaciéon conjunta con células EG7-OVA vy el péptido

OVAus7-264) (Fig. R48.C).

3.3.2. Capacidad citotdxica frente a células diana

Posteriormente, se evalué si la asociacion de las NPMs con las células OT-I producia alteraciones
en la capacidad citolitica de las mismas. Para ello, se analizé el porcentaje de células EG7-OVA
lisadas en diferentes ratios entre las células efectoras (células OT-l) y las células diana (EG7-
OVA). No se observé ninguna diferencia significativa en el porcentaje de células lisadas por parte
de las células OT-I tras su asociacidn con concentraciones crecientes de NPMs, en los diferentes
escenarios evaluados (17.6 £ 5.5 % vs 17.0 £ 2.0 % de lisis en ausencia o presencia de la dosis
mas alta de NPMs respectivamente a ratios menores, y 47.0 + 12.2 % vs 41.8 + 8.7 % a ratios
mayores) (Fig. R49.A,B). De esta manera, se comprueba que, al igual que en el caso de las células

NK, la presencia de NPMs no afecta a la capacidad litica de las células OT-I.

3.3.3. Capacidad de produccion de IFN-y tras su exposicion a diferentes estimulos

Como ya se comentd, otro aspecto esencial en la funcionalidad de células citoliticas es la
capacidad para producir citoquinas proinflamatorias como IFN-y. Por ello, se evalué por
citometria de flujo, la capacidad de las células OT-l, tras ser tratadas con diversas
concentraciones de NPMs, de producir esta citoquina, tras su activacion con diferentes
estimulos, tanto inespecificos (PMA/ionomicina) como especificos (células EG7-OVA en
combinacion con el péptido OVAas7-264) (Fig.50.A). No se observaron diferencias significativas en
el porcentaje de células capaz de producir IFN-y (Fig. R50.B) ni en la capacidad de produccidn
de la misma (IMF) (Fig. R50.C), por lo que la presencia de NPMs no parece afectar esta funcion

en las células OT-I.
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Fig. R49. Evaluacion de la actividad citotdxica de las células OT-I tras su asociacion con NPMs. A) Dotplots
representativos de la capacidad citotéxica de las células OT-l, tras ser tratadas con diferentes
concentraciones de NPMs, frente la linea celular EG7-OVA, co-incubadas en diferentes proporciones
durante 5 h. B) Actividad citolitica de las células OT-I, tras ser tratadas con diferentes concentraciones de
NPMs, frente a la linea celular EG7-OVA, co-incubadas en diversas proporciones durante 5 h. Los datos
(media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

3.4. MIGRACION Y RETENCION IN VITRO

3.4.1. Retencidn en presencia de factores fisicos (fuerzas de flujo)

Al igual que en las células T primarias y las células NK, se evalué la capacidad de retencién
magnética de las células OT-I asociadas a NPMs en un sistema de flujo dindmico, mediante el
uso de diferentes fuerzas magnéticas (Tabla M1). El desplazamiento de las células OT-I hacia el
CME obtenido en este sistema fue muy similar al obtenido en los casos anteriores con las células
T primarias (Fig. R12) y las células NK (Fig. R40). La retencién magnética, como en los casos

anteriores, aumenté con el incremento de las NPMs asociadas (28 + 80 um con 100 pg Fe/ml vs
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69 * 134 um con 150 pg Fe/ml utilizando el iman A), asi como con el aumento de la fuerza del
gradiente magnético (69 £ 134 um con el iman A vs 90 + 188 um con el iman B, en ambos casos
con la dosis mayor de NPMs) (Fig. R51). El incremento en la desviacidn estandar es también un
reflejo del aumento en el nimero de células afectadas por el CME y que se desplazan en mayor
o menor medida hacia él. Este estudio corrobora el hecho de que un CME es capaz de promover
la retencion in vitro de células linfoides asociadas a NPMs en presencia de fuerzas de flujo

similares a las presentes en los capilares sanguineos.
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Fig. R50. Evaluacion de la produccion de IFN-y de las células OT-I tras su asociacion con NPMs. A)
Histogramas representativos de la expresién de IFN-y intracelular en las células OT-I, tras su asociacion
con diferentes concentraciones de NPMs y activacion mediante diferentes estimulos. Cuantificacion B)
del porcentaje de células OT-I positivas para IFN-y y C) de la IMF de dichas células. Los datos (media * DE)
son representativos de cuatro experimentos independientes, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,
***%p<0.0001.
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Fig. R51. Retencion in vitro de las células OT-I tras su asociacién con NPMs mediante la aplicacién de un
CME en camaras de flujo. Desplazamiento en la direccién del gradiente magnético (eje Y) de las células
OT-l tras ser tratadas o no con NPMs y expuestas a diversos CMEs. El desplazamiento celular fue
cuantificado mediante el analisis de al menos 100 células por video mediante el software Imaris. Los
resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, *p < 0.05,
**p < 0.01, ***p < 0.001.

3.4.2. Retencidn en presencia de factores bioldgicos (gradiente quimiotactico)

Posteriormente, se evalué la capacidad de las células OT-I de migrar en respuesta a un gradiente
guimiotactico. Al igual que en el resto de los ensayos transwell realizados en células T primarias
(Figs. R13, R41), se observd que la presencia de NPMs en las células OT-I afectaba de manera
leve pero no significativa la migracién de las mismas en respuesta a un gradiente quimiotactico
(44.4 £5.0 % vs 40.9 + 4.9 % de migracion en ausencia o presencia de NPMs respectivamente)
(Fig. R52). Ademas, la aplicacién de un CME en el mismo sentido que en el gradiente
quimiotactico, parece producir un aumento, aunque no significativo, en la migracion de las
células asociadas con las NPMs (40.9 + 4.9 % vs 52.3 + 4.7 % de migracion de las células asociadas

a NPMs en ausencia o presencia de un CME) (Fig. R52).

3.5. CAPACIDAD DE ADHESION Y TRANSMIGRACION DE LAS CELULAS OT-1 ASOCIADAS A NPMs
SOBRE CELULAS ENDOTELIALES IN VITRO

Finalmente, se evalud si la presencia de NPMs sobre la superficie de las células OT-I afectaba a
la adhesion de dichas células sobre un endotelio, asi como a su capacidad de transmigracion
(Fig. R53.A). Al igual que en el estudio en células NK (Fig. R42), no se observaron grandes
diferencias significativas ni en la capacidad de adhesidon (siempre se encontraron en torno a 60
células adheridas/campo) (Fig. R53.B) ni en la capacidad para transmigrar (siempre en torno al

75-80%) (Fig. R53.C) de las células OT-l asociadas a concentraciones crecientes de NPMs.
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Fig. R53. Adhesion y transmigracion de células OT-Il, asociadas o no con NPMs, sobre una monocapa de
células endoteliales. A) Imagenes representativas de las células OT-I, tratadas o no con NPMs, migrando
sobre una monocapa de células endoteliales murinas (linea celular SVEC-4) adquiridas mediante
microscopia confocal. El panel superior representa la parte apical de la monocapa, mientras que el panel
inferior representa la parte basal de la misma (células OT-I (verde), citoesqueleto en células endoteliales
(rojo)). Escala: 100 pm. Cuantificacion de B) la capacidad de adhesidn y C) de transmigracion de las células
OT-l en presencia de concentraciones crecientes de NPMs sobre células endoteliales murinas. Los
resultados mostrados (media + DE) son representativos de tres experimentos independientes, analizando
al menos 50 campos por condicidn, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Como se ha visto a lo largo de este primer conjunto de ensayos in vitro, la asociacion de NPMs
con las células OT-I no afecta de manera crucial la funcionalidad de las mismas. Las células OT-l,
aun en presencia de NPMs, son capaces de desgranular y producir IFN-y tras diversos estimulos,
de conjugarse con células que expresan un péptido especifico y producir la lisis de las mismas,
asi como de migrar en respuesta a un gradiente quimiotactico y de adherirse a un endotelio. La
aplicacion de un CME, ademas, promueve la retencidn in vitro de estas células asociadas a NPMs
en presencia de un flujo dindmico. Por tanto, la combinaciéon de NPMs y CMEs sera evaluada a
continuacién para determinar si este sistema podria utilizarse para promover la acumulacién
especifica de estas células citoliticas en un modelo in vivo, con el fin de optimizar los protocolos

de transferencia celular.

3.6. TRANSFERENCIA DE CELULAS OT-1 ASOCIADAS CON NPMs EN PRESENCIA DE UN CME EN
UN MODELO TUMORAL SINGENICO

Con el fin de evaluar la eficacia del uso combinado de NPMs y CMEs en la transferencia de células
con actividad antitumoral para el tratamiento de cdncer, se eligi6 un modelo animal para la
aplicacion del tratamiento in vivo. Los modelos murinos son los mas utilizados en inmunologia,
debido a que la estructura general de su sistema inmune es similar al del ser humano . Se
eligié un modelo basado en la inyeccidn subcutanea de una linea tumoral singénica en ratones
inmunocompetentes de fondo genético C57BL/6, para asi, potenciar la respuesta inmune
antitumoral. Ademas, se escogié la linea celular EG7-OVA, usada previamente en los ensayos in
vitro, debido a que este tipo de celular, al expresar en su superficie el péptido OVA;s7.264, puede
ser facilmente reconocido y, por tanto, eliminado por las células OT-I. Este modelo, por tanto,
podria indicarnos si es posible el aumento en el nimero de células OT-Il en la regién del tumor
debido a la posible retencidon magnética que podria obtenerse al usar un CME en la zona tumoral

para promover la acumulacion de las células OT-I asociadas a NPMs.

3.6.1. Generacidon de un modelo tumoral singénico

Para la generacién del modelo tumoral singénico, se inocularon diferentes concentraciones de
células de origen murino EG7-OVA, en el flanco de ratones C57BL/6. Se procedié al seguimiento
del crecimiento de los tumores (Fig. R54.A), asi como del peso de los ratones a lo largo del
tiempo (Fig. R54.B). Las concentraciones mas altas (1.0 y 3.0 x 10° células/ratén) produjeron
tumores de gran tamafio de manera muy rapida, mientras que la concentracién mas baja (0.5 x
108 células/ratén) produjo tumores de crecimiento mas lento y controlado (Fig. R54.A), por lo

que se decidid utilizar esta Ultima concentracidon para la generacién de los tumores que



posteriormente se tratardn mediante transferencia celular. El peso de los ratones no se vio

alterado en ninguno de los casos (Fig. R54.B).
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Fig. R54. Evolucién del tamaifo tumoral y del peso de los ratones tras la inoculaciéon de diferentes
concentraciones de células tumorales en el flanco de los ratones. Evolucion A) del volumen tumoral y B)
del peso de los ratones durante los 20 dias tras la inoculacidon de las células tumorales. Cada linea
representa un ratén individual.

3.6.2. Transferencia celular

Una vez establecidos los tumores adecuados mediante la inyeccion subcutdnea de las células
EG7-OVA (0.5 x 108 células/ratén), se llevé a cabo la administracidn intravenosa de los diferentes
tratamientos. Los ratones se aleatorizaron en 4 grupos, que recibieron una inoculacidon de PBS
como control, de células OT-I, de células OT-I tratadas con NPMs o de células OT-I tratadas con
NPMs junto con la aplicacion de un CME sobre la region del tumor durante aproximadamente
90 min. El tamafio tumoral, asi como el peso de los diferentes ratones, se monitorizd durante
las dos semanas posteriores al tratamiento (Fig. R55.A,B). El grupo control, tratado Unicamente
con PBS, fue el que presentd el mayor crecimiento tumoral (1744 + 63 mm3), mientras que los
grupos tratados sélo con células OT-I o con células OT-l asociadas a NPMs, presentaron un
crecimiento tumoral més reducido (662 + 391 mm?Y 590 + 315 mm? respectivamente). El grupo
inoculado con células OT-l tratadas con NPMs y expuesto al CME presenté un crecimiento
intermedio (1200 + 337 mm?3) (Fig. R55.A). Ademas, las diferencias comenzaron a ser altamente
significativas a partir del dia 10 después del tratamiento. El peso de los ratones no sufrio
alteraciones en ninguno de los grupos, ya que siempre se mantuvo entre los 18 y 21 gramos (Fig.

R55.B). Tras los 14 dias de seguimiento, se procedié al sacrifico de los ratones, asi como a la
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extraccién de los tumores (Fig. R55.C), los bazos y los NLs proximales y distales al tumor, para

su posterior andlisis.
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Fig. R55. Evolucion del tamafio tumoral y del peso de los ratones tras la aplicaciéon de los diferentes
tratamientos. A) Evolucion del volumen tumoral y B) del peso de los ratones durante los 14 dias
posteriores al inicio del tratamiento de los diferentes grupos de tratamiento. Los resultados mostrados
(media £ DE) se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
C) Fotografias de los tumores correspondientes a los diferentes grupos de tratamiento, una vez extraidos,
tras el sacrificio de los animales al final del tratamiento.

3.6.3. Andlisis de las muestras bioldgicas
Las muestras recogidas tras el final del tratamiento y el sacrificio de los animales fueron
procesadas y analizadas por citometria de flujo, con el objetivo de determinar la presencia de

los diferentes tipos celulares infiltrados en el tumor.

3.6.3.1. Infiltracién de células T CD8* Va2/VB5* en el tumor

Para abordar el andlisis de las células OT-I transferidas que se habian infiltrado en el tumor, se
llevo a cabo la estrategia de gating mostrada en la Fig. R56.A. Tras seleccionar la poblacion
celular en funciéon de su morfologia (FSlin vs SSlog), se seleccionaron los singletes de células (FS-
H vs FS-A) y posteriormente la poblacion de células CD45* vivas. Dentro de esta ultima, se
seleccionaron las células CD8* y finalmente aquellas que co-expresaban los Va2 y V5,
especificos de los TCRs transgénicos de las células OT-1[244, 245] (Fig. R56.A). El porcentaje final
de células T CD8* Va2/VB5* infiltrado se expresd en relacion al porcentaje de células CD45* vivas

(Fig. R56.B). El analisis del porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* en el tumor reveld que el



grupo de PBS presentaba el valor mas bajo (0.07 £ 0.03 %), mientras que el mayor nimero de
células transferidas se encontrd en aquellos grupos en los que se habian inoculado Unicamente
células OT-I o células OT-I tratadas con NPMs sin haber estado expuestos a un CME (0.14 + 0.03
% vy 0.14 + 0.07 % respectivamente). El grupo expuesto al CME presentd un valor intermedio
(0.11 + 0.05 %) (Fig. R56.B). Estos datos se correlacionan con el resultado clinico obtenido al

final del experimento (Fig. R55.A).
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Fig. R56. Infiltracion de células T CD8* Va2/VB5* en el tumor en los diferentes grupos de tratamiento.
A) Estrategia de gating seguida para el analisis del porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* infiltradas en el
tumor. B) Porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* con respecto al porcentaje de células CD45* vivas,
infiltradas en el tumor, en los diferentes grupos de tratamiento. Los resultados mostrados (media + DE)
se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Ademas, se analizd la expresion de diferentes marcadores de activacion de este infiltrado de
células T CD8* Va2/VB5* en el tumor, asi como su potencial de respuesta al péptido OVA;s7.264
analizando su capacidad para producir IFN-y (Fig. R57). No se encontraron cambios significativos
en el porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* CD69*, aunque si se aprecia un ligero aumento en

los grupos transferidos con células OT-I (ya sea en presencia o no de NPMs y CME) con respecto
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al tratado con PBS. Los grupos inoculados con células OT-I tratadas con NPMs y expuestos o no
a un CME fueron los que presentaron un mayor porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* CD25%,
sobre todo respecto al grupo inoculado sélo con células OT-1 ((2.6 + 0.5) x 102 % en el grupo
transferido con células OT-lvs (4.9+1.1) x 102 %y (4.5 + 1.0) x 102 % en los grupos tratados con
células OT-I con NPMs y en ausencia o presencia de un CME respectivamente). También se
analizd su potencial de respuesta al péptido OVA;s7.26s, mediante el andlisis de la producciéon de
IFN-y. En este caso, todos los grupos transferidos con células OT-I (ya sea en presencia o no de
NPMs y CME) presentaron un porcentaje mayor de células T CD8* Va2/VB5* IFN-y*, en
comparaciéon con el grupo tratado con PBS, siendo mas significativo en el grupo tratado con
células OT-1 asociadas a NPMs ((0.5 +0.2) x 102 %, (0.6 + 0.2) x 102 % y (1.2 + 0.8) x 102 % en los
grupos tratados con células OT-l, células OT-l + NPMs y células OT-l + NPMs + CME
respectivamente vs (0.2 + 0.1) x 102 % en el grupo tratado con PBS) (Fig. R57.D).
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Fig. R57. Analisis fenotipico de las células T CD8* Va2/VB5* infiltradas en el tumor en los diferentes
grupos de tratamiento. A) Dotplots representativos del porcentaje de células Va2/VB5* dentro de las
células CD45*CD8" vivas. Porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* B) CD69* C) CD25* y D) IFN-y*. Los
resultados mostrados (media + DE) se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

3.6.3.2. Infiltracién de células T CD8* Va2/VB5* en los 6rganos secundarios linfoides
Posteriormente, se analizd la presencia de células T CD8* Va2/VB5* también en dérganos

secundarios linfoides tales como el NL que drenaba el tumor, un NL cualquiera, alejado del



tumor, asi como el bazo. Para estos casos, se siguio la estrategia de gating mostrada en la Fig.
R56. Brevemente, se selecciond la poblacidn celular en funcién de su morfologia, se
seleccionaron los singletes de células y posteriormente la poblacién de células CD3* vivas.
Dentro de esta ultima, se seleccionaron las células CD8* y finalmente aquellas que co-
expresaban los Va2 y VB5, al igual que en el apartado anterior (Fig. R58). El porcentaje final de

células T CD8* Va2/VB5* infiltradas se expresd en relacidn al porcentaje de célulasvivas.
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Fig. R58. Anilisis de las células T CD8" Va2/VB5* en los NLs proximal y distal y en los bazos en los
diferentes grupos de tratamiento. Estrategia de gating seguida para el analisis del porcentaje de células
T CD8* Va2/VB5* presentes en los NLs proximal y distal y los bazos.

El analisis del porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* en el NL que drenaba el tumor revel6 que
el grupo inoculado con células OT-I tratadas con NPMs y expuesto al CME presentaba el valor
mas alto en comparacion con el resto de los grupos (1.15 + 0.9 % en el grupo de PBS vs 0.53 +
0.04 %, 0.56 + 0.03 % y 0.53 + 0.04 % en los grupos de PBS, células OT-l y células OT-I tratadas
con NPMs respectivamente) (Fig. R59.A,B). Las células T CD8* Va2/VB5* infiltradas en el NL
proximal de este grupo también presentaron una mayor expresion de los marcadores de
activacion CD25 ((10.04 + 10.75) x 102 % en el grupo de PBS vs (0.07 + 0.06) x 102 %, (0.03
0.02) x 102 % y (0.55 + 1.07) x 10 % en los grupos de PBS, células OT-l y células OT-I tratadas
con NPMs) y CD25/CD69 en conjunto ((1.29 + 1.04) x 102 % vs (0.02 + 0.02) x 102 %, (0.03
0.04) x 102 % y (0.04 + 0.07) x 102 % en los grupos de PBS, células OT-l y células OT-I tratadas
con NPMs) (Fig. R59.C). Ademas, el porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* IFN-y* en respuesta
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al péptido OVAzs7.262 fue mayor en este grupo en comparacion con el grupo inoculado
Unicamente con PBS o células OT-I ((47.8 £ 28.5) x 102 % vs (24.4 + 0.6) x 102 % y (17.1 £ 6.1) x
102 % en los grupos de PBS y células OT-I respectivamente) (Fig. R59.D).
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Fig. R59. Infiltracion de células T CD8* Va2/VB5* en el NL proximal en los diferentes grupos de
tratamiento. A) Dotplots representativos del porcentaje de células Va2/VB5" dentro de las células
CD3*CD8" vivas. B) Porcentaje de células T CD8" Va2/VB5* con respecto al porcentaje de células CD45*
vivas, en el NL proximal, en los diferentes grupos de tratamiento. C) Porcentaje de células T CD8* Va2/VB5*
CD69*, CD25* y CD69*CD25* en el NL proximal en los diferentes grupos de tratamiento. D) Porcentaje de
células T CD8* Va2/VB5* IFN-y* e IMF correspondiente en el NL proximal en los diferentes grupos de
tratamiento. Los resultados mostrados (media + DE) se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p
<0.01, ***p < 0.001.

De la misma manera, se analizé la presencia de células T CD8* Va2/VB5* en un NL alejado del
tumor. Este andlisis no mostrd diferencias significativas en el porcentaje de células T CD8*
Va2/VB5* infiltradas en los diferentes grupos de tratamiento (Fig. R60.A,B). Ademas, tampoco
se encontraron cambios significativos en la expresion de los marcadores de activacion CD69 y

CD25 (Fig. R60.C) ni en la produccidn de IFN-y tras la estimulacidn con el péptido OVA;s7.264 (Fig.
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R60.D). Asimismo, se observo que el perfil de activacidon era menor en este caso en comparacion

con el perfil encontrado en el NL proximal (Figs. R59.C,D; R60.C,D).

Infiltracion en el NL distal
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Fig. R60. Infiltracion de células T CD8* Va2/VB5* en el NL distal en los diferentes grupos de tratamiento.
A) Dotplots representativos del porcentaje de células Va2/VB5* dentro de las células CD3*CD8* vivas. B)
Porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* con respecto al porcentaje de células CD45* vivas, en el NL distal,
en los diferentes grupos de tratamiento. C) Porcentaje de células T CD8" Va2/VB5* CD69*, CD25" y
CD69*CD25* en el NL distal en los diferentes grupos de tratamiento. D) Porcentaje de células T CD8*
Va2/VB5* IFN-y* e IMF correspondiente en el NL distal en los diferentes grupos de tratamiento. Los
resultados mostrados (media + DE) se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001.

Finalmente, se analizé la presencia de células T CD8* Va2/VB5* en el bazo. Este andlisis mostro
que los bazos de los ratones inoculados con células OT-l o células OT-I tratadas con NPMs
presentaban un mayor nimero de células T CD8* Va2/VB5* (0.21 £ 0.03 % y 0.18 + 0.02 %
respectivamente) en comparacion con el grupo tratado Unicamente con PBS (0.15 + 0.01 %) (Fig.
R61.A,B). Ademads, no se encontraron cambios significativos en la expresidon de los marcadores
de activacion CD69 y CD25 (Fig. R61.C) ni en la produccién de IFN-y tras la estimulacion con el
péptido OVA,s7.264 (Fig. R61.D). Si se observo que la expresion del marcador de activacion CD44
era mayor en comparacion con el grupo tratado con PBS, siendo mas significativo en el caso del

grupo tratado con células OT-1((3.1+0.5) x 102 % en el grupo de PBS vs (5.5 +0.7) x 102 %, (4.3
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+0.9)x 102 %y (4.5 +0.8) x 102 % en los grupos de PBS, células OT-l y células OT-I tratadas con
NPMs) (Fig. R61.C).

Infiltracion en el bazo
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Fig. R61. Infiltracién de células T CD8* Va2/VB5* en el bazo en los diferentes grupos de tratamiento. A)
Dotplots representativos del porcentaje de células Va2/VB5* dentro de las células CD3*CD8* vivas. B)
Porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* con respecto al porcentaje de células CD45* vivas, en el bazo, en
los diferentes grupos de tratamiento. C) Porcentaje de células T CD8* Va2/VB5* CD69*, CD25%,
CD69*CD25* y CD44* en el bazo en los diferentes grupos de tratamiento. D) Porcentaje de células T CD8*
Va2/VB5* IFN-y* e IMF correspondiente en el bazo en los diferentes grupos de tratamiento. Los resultados
mostrados (media + DE) se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

3.6.3.3. Infiltracidn de otras células inmunes en el tumor

Finalmente, se determind la presencia de otros tipos celulares inmunes en el tumor mediante el

analisis por citometria de flujo de la presencia de macréfagos (células F4/80*CD11b*), DCs

convencionales (células MHC-II'CD11c*), células B (células CD19*CD11b*) y neutrdfilos (células

CD11b*Ly6G*). No se detectaron diferencias significativas en la infiltracion de macréfagos, DCs



convencionales, células B o

tratamiento (Fig. R62.A-D).
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Fig. R62. Infiltracion de diversas células inmunes en el tumor en los diferentes grupos de tratamiento.
Cuantificacidn de los resultados obtenidos por citometria de flujo de la infiltracién de A) macrofagos, B)
células dendriticas, C) células B y D) neutrdfilos en la region tumoral. Los resultados mostrados (media +
DE) se corresponden a 4-5 ratones/grupo, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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VIil. DISCUSION



Los componentes del sistema inmune, tanto innato como adaptativo, desempefian un papel
clave en ciertas situaciones patoldgicas y pueden utilizarse en el tratamiento frente a las mismas.
En concreto, es esencial en el reconocimiento y la eliminacion células tumorales y por ello ha
resurgido el concepto de inmunoterapia como una terapia prometedora que busca dirigir y

potenciar la respuesta inmune para controlar el desarrollo, en este caso, de cancer.

Dentro de la inmunoterapia, la ACT utiliza diferentes células inmunes como células T [68] o NK
[124] con actividad antitumoral que migraran al tumor y mediardn su destruccidn. Sin embargo,
a pesar de ser una estrategia prometedora y que ha tenido éxito en el tratamiento de ciertos
tipos de cancer, existe una falta de respuesta en ciertos casos [65]. Una de las principales causas
de esta falta de respuesta, es el trafico ineficiente de células efectoras vy, por tanto, el pequefio
porcentaje de las mismas que consigue migrar hacia el tumor e infiltrarse en él [151, 152, 154].
Actualmente, existen diversas estrategias destinadas a derribar las diversas barreras celulares y
moleculares que crea el tumor y que restringen la entrada eficiente de las células efectoras en
él, como la introduccién de receptores de quimioquina, asi como de selectinas e integrinas,
adecuados para cada tipo de tumor [164, 166, 171] o la normalizacién de la vasculatura tumoral
para eliminar el flujo irregular que impide la circulacién eficiente de células inmunes [155, 167].
Sin embargo, aunque muchas de estas estrategias han tenido cierto éxito en algunos tipos de
cancer, seria de gran interés una aproximacion mas general, que no dependiera del tipo de
tumor, con el objetivo de mejorar facilmente la migracidon de células inmunes de manera

especifica hacia cualquier tumor, y facilitar su acumulacidn e infiltracidon en el mismo.

En este trabajo se presenta una estrategia basada en nanotecnologia para resolver esta
limitacion. En concreto, se propone analizar la posibilidad de controlar la localizacién de células
linfoides mediante la utilizacion combinada de NPMs y la aplicacion de CMEs con el fin de

promover su acumulacién y retencion en una region de interés.

1. EVALUACION DE ASPECTOS BASICOS ENTRE LA INTERACCION DE
CELULAS LINFOIDES Y NPMs Y SU RETENCION MAGNETICA IN VIVO EN
NLs COMO PRUEBA DE CONCEPTO

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de utilizar NPMs como plataforma para dirigir o retener
magnéticamente células linfoides a una regidén de interés, se han sintetizado y caracterizado
NPMs con diferentes recubrimientos y, por tanto, diversas cargas superficiales. Las NPMs
utilizadas en este estudio se produjeron por el método de sintesis por co-precipitacién y
presentaron un nucleo de 6xido de hierro de 12.5 nm de didmetro. Los analisis por

espectroscopia infrarroja y las medidas por DLS confirmaron la correcta presencia del
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recubrimiento, asi como la monodispersidad de las preparaciones y las diferentes cargas
superficiales. Se eligié el método de co-precipitacidn para la sintesis de las NPMs ya que es uno

de los métodos mas utilizados, ademas de sencillo y facilmente reproducible y escalable [246].

El tratamiento con las NPMs no causé ninguna toxicidad relevante en ninguno de los modelos
de células T utilizados, tanto en la linea celular humana Jurkat como en células T primarias
murinas y células T CD8" (OT-1) activadas. En el caso de las células NK, tampoco se encontrd una
toxicidad significativa en la linea celular NK-92MI, pero si en algunos casos en las células NK
primarias, junto con un ligero aumento en la apoptosis temprana. Existen diversos estudios que
reportan que la toxicidad de las NPMs depende principalmente de su recubrimiento y del tipo
celular con el que se encuentren, ademas de la concentracién de uso y del tiempo de exposicion
[247-249]. Por lo general, las NPMs no suelen causar una toxicidad notable en diferentes tipos
celulares inmunes, siendo la viabilidad celular > 80% [250]. Aunque existen estudios que
muestran la toxicidad de algunas NPMs en células linfoides, eso ocurre principalmente cuando
se utilizan altas dosis y tiempos de exposicion prolongados [251, 252] o con ciertos
recubrimientos [253]. Por otro lado, existen algunos estudios entre los que se encuentran
ensayos con lineas celulares T y células T primarias, tanto humanas como murinas [253-260], asi
como con lineas celulares de NK, como NK-92 [189, 261-263] que demuestran la baja toxicidad
de este tipo de NPs sobre células linfoides. Hasta el momento no hay descrito ningln ensayo
con células NK primarias. En este trabajo sélo se encontré cierta disminucién en la viabilidad de
las células NK primarias y Unicamente en algunas de las mayores concentraciones de un tipo de
NPM (APS-NPMs), aunque no se llegd a una viabilidad menor del 75-80%, como se comentd

previamente [250].

Ademas, en el caso de las lineas celulares Jurkat y NK-92Ml y las células T primarias, se observd
un aumento en la viabilidad medida por el ensayo de AlamarBlue. Este ensayo de viabilidad esta
basado en la capacidad metabdlica de las mitocondrias, por lo que valores mayores en este
estudio podrian indicar un aumento en el metabolismo de estas células tras la asociacién con
NPMs. Esto podria indicar cierta activacién inespecifica por parte de las NPMs, ya que un
aumento en la masa y actividad mitocondrial suelen estar relacionados con la activacion de
células Ty NK [264-266], en ocasiones debido a la presencia de ROS [267], lo cual a veces ocurre
en presencia de NPMs [268, 269]. En cambio, en las células NK murinas y OT-l, dado que ya se
encuentran en un estado activo tras su activacidén y expansion, es probable que sea mas dificil

inducir o detectar cambios significativos en este aspecto.



El andlisis mediante la tecnologia Seahorse del estado metabdlico de las células T primarias
reveld que presentaban una mayor respiracién mitocondrial y glicélisis en asociacion con NPMs.
Esto podria estar asociado con un estado activado en las células T, ya que la glicélisis aerdbica
aumenta durante la transicion a células T efectoras y la proliferaciéon que tiene lugar tras el
reordenamiento genético del TCR. Por el contrario, el catabolismo glicolitico se asociaria en
mayor medida con la transicidon hacia células T reguladoras y de memoria [270]. Ademas, en las
imagenes obtenidas por TEM en el caso de las células T primarias, pudimos apreciar una mayor
presencia de mitocondrias tras el tratamiento con NPMs. Dado que estas células, en sus estadios
tempranos, apenas son activas metabdélicamente y el nimero de mitocondrias es muy escaso,

dio lugar a pensar que efectivamente se esta dando lugar cierta activacidn metabdlica.

El estudio de la localizacién subcelular de las NPMs mediante microscopia confocal y electrdnica
mostrd que, a diferencia de células macrofdgicas, mesenquimales o tumorales, las cuales son
capaces de internalizar diferentes tipos de NPMs [178, 184, 209, 210, 271], incluidas las NPMs
utilizadas en el presente trabajo (Fig. R9) [211], las células linfoides, tanto células T como NK,
son aparentemente incapaces de hacerlo. Estd ampliamente descrito que la captacion de las NPs
depende del tipo celular [272, 273]. En este caso, las NPMs permanecen en la superficie celular,
en estrecho contacto con la membrana plasmatica. Las células linfoides presentan tipicamente
una baja capacidad fagocitica [274] con un gran nudcleo y un citoplasma reducido, que podria
impedir o dificultar la entrada de las NPMs en el citoplasma. Asimismo, también esta descrito
que la transfecciéon de estos tipos celulares siempre ha presentado muchas dificultades y
limitaciones, obteniéndose siempre una muy baja eficiencia en este proceso [275-281]. Por
tanto, la baja capacidad endocitica de estas células ya habia sido descrita anteriormente y suele
requerirse un disefo especial durante la sintesis de NPMs para mejorar la internalizacion por

parte de estas células no fagociticas [252, 258, 282, 283].

Ademas, los analisis por microscopiay las mediciones de captacion de hierro mostraron que las
NPMs recubiertas con APS (APS-NPMs) fueron aquellas que se asociaban en mayor medida
con todos los tipos de células linfoides analizados. Las NPMs recubiertas con DMSA y dextrano
(DMSA-NPMs y DEXT-NPMs) presentan una carga superficial negativa y neutra respectivamente,
mientras que las APS-NPMs estan cargadas positivamente, lo que podria favorecer su
interaccidon electrostatica con el potencial negativo de la membrana celular. Existe una
tendencia general a asumir que NPs positivamente cargadas interaccionan en mayor medida
con las membranas celulares, posiblemente debido a interacciones electrostaticas [273, 284-
290]. No obstante, existen ciertos factores relevantes como la proteina corona, y el hecho de

que diversas proteinas y moléculas presentes en el medio puedan adherirse a la superficie de la
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NP, que pudieran provocar cambios en las caracteristicas de las NPs [291-295] y, por tanto, en
su interaccién con las células. La presencia de proteina corona puede influenciar la captacion
por parte de la célula [296, 297] pudiendo verse reducida [298, 299] o incrementada [300]. En
funcién de la carga de las NPs y del medio en el que se encuentren, pueden adquirir una proteina
corona u otra, lo que condiciona su asociacidon a la membrana y la posible internalizacidn
posterior. En este caso, las NPMs positivas (APS-NPMs) fueron las que interaccionaron mds con
la membrana de las células linfoides, lo que se correlaciona con lo descrito en la literatura.
Ademas, en ningun caso fueron internalizadas, probablemente por la combinacién de la poca
capacidad fagocitica de estas células junto con la presencia de una proteina corona que podria
dificultar aun mas su internalizacién. Cabe destacar que las células T primarias se asociaron en
menor medida con las NPMs en comparacion con las células T CD8* activadas. Existen estudios
gue demuestran que el estado de activacion de las células afecta en su captacidn o asociacion
con las NPMs, y que, tras la estimulacidn in vitro de las células T, éstas son capaces de incorporar

mayor cantidad de NPs [252].

El analisis del fenotipo de los diferentes tipos celulares mostré que la asociacion de las células
con APS-NPMs no producia grandes diferencias significativas en los niveles de expresion de
marcadores de superficie importantes como: moléculas de adhesidn, integrinas, receptores de
qguimioquinas o de otro tipo de ligandos activadores o inhibidores, etc. Estos datos se
encuentran en consonancia con estudios previos que muestran que las NPMs pueden no afectar

de manera significativa a la expresion de los niveles de expresién de marcadores de superficie

de gran variedad de células [185, 186, 260, 301-303]. En cambio, si existen otros estudios que
muestran que las NPMs pueden desencadenar la activacion celular en determinados casos [210,

304, 305] aunque este hecho depende principalmente del disefio de la NP [306].

Por otro lado, la respuesta quimiotactica es critica y esencial ya que guia el movimiento de las
células linfoides a través de los diferentes tejidos y de las regiones donde su actividad es
requerida. La asociacidn de las células linfoides con NPMs disminuye ligeramente en algunos
casos la respuesta por parte de estas células a un gradiente quimiotactico. Sin embargo, los
resultados indican que la aplicacion adecuada de un CME en el mismo sentido del gradiente
quimiotactico podria corregir este defecto, probablemente debido a que la fuerza magnética
facilitaria la migracidn de aquellas células linfoides asociadas a NPMs que no fueron capaces de
migrar debido Unicamente al gradiente quimiotdctico. Se han descrito resultados similares en
DCs [183, 186], lo que indica que la carga de células inmunes con NPMs podria afectar a su
guimiotaxis. Al mismo tiempo, el ensayo de migracidn in vitro “under agarose”, que muestra el

comportamiento de las células T polarizadas bajo un sistema de confinamiento in vitro, expuso



que la migracion de las células también se vio afectada en este sistema, debido tanto a la
presencia de NPMs, asi como de un CME. Ademas, a distancias mayores del CME, donde el
efecto del mismo es muy reducido, las células volvian a comportarse de la misma manera que
en su ausencia. Por un lado, existen diversos estudios que muestran que la presencia de NPMs
en las células puede afectar al reordenamiento del citoesqueleto de actinay de los microtibulos,
limitando de esta manera su motilidad [307-310]. En este caso, las NPMs se encuentran
asociadas a la membrana plasmadtica, y no en el citoplasma, por lo que la disminucién en la
migracion no podria explicarse de esta manera. Por otro lado, se ha observado que la presencia
de componentes magnéticos como NPMs asi como la exposicidon a campos magnéticos estaticos
moderados pueden influenciar los sistemas bioldgicos principalmente a través de alteraciones a
nivel de los flujos idnicos transmembrana, como el de calcio, entre otros [218-220]. Se sabe que
los niveles de calcio intracelular son necesarios para la rdpida remodelacién del citoesqueleto,
clave en ciertos aspectos como la activacion de las células T [311], asi como su migracién en
respuesta a quimioquinas o su extravasacion, entre otros [312, 313]. Esto podria explicar lo que

ocurre en las células linfoides, y serd comentado en mayor profundidad mds adelante.

Otro de los principales puntos a evaluar en este trabajo es la capacidad de un CME para
promover la retencién o acumulacidn de células linfoides asociadas a NPMs en presencia de
fuerzas de flujo similares a las encontradas en los capilares sanguineos. Los resultados obtenidos
en este trabajo mostraron que una minima cantidad de NPMs asociadas a las células era
necesaria para que éstas fueran retenidas por un CME. Esta retencion magnética, ademas,
aumenta con la cantidad de NPMs asociadas a las células, asi como con la fuerza del gradiente
magnético aplicado. Otros estudios previos también mostraron que estos dos parametros, junto
con el tiempo de aplicacién del CME, son criticos para que el direccionamiento magnético tenga

lugar [187, 314].

El andlisis in vivo de la capacidad de homing de las células T en presencia o ausencia de NPMs
mostré que un mayor nuimero de células T asociadas a NPMs era retenido en los NLs en
comparacién con las células T libres de NPMs. Esto indica que la presencia de NPMs en la
superficie de las células podria aumentar la retencion de estas células por si mismas, al menos,
en los drganos secundarios linfoides. Sin embargo, las células T asociadas a NPMs no mostraron
una localizacién o distribucidn preferencial por un determinado érgano linfoide. La acumulacién
preferencial de las células T asociadas a NPMs en tejidos linfoides incluso en ausencia de un CME
podria tener potencial para favorecer las interacciones entre las células T con células accesorias
en estos drganos, donde tiene lugar el fendmeno de activacidn de las células T. Esta propiedad

podria ser estudiada con el fin de promover las respuestas de las células T a un antigeno en
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trabajos futuros. Estos resultados también fueron confirmados con el andlisis por microscopia
(SPIM) de los NLs. En este analisis in vivo, la aplicacion de un CME favorecid la retencién de las
células T cargadas con NPMs transferidas en el NL expuesto al CME, indicando que después de
llegar al NL, mas células asociadas a NPMs fueron retenidas debido a la presencia de un CME. Se
han descrito resultados similares, pero utilizando diferentes tipos celulares, en su mayoria
células macrofagicas o mesenquimales, y otras regiones de interés [183-188]. Estos resultados
refuerzan la idea de que el direccionamiento magnético puede ser utilizado para promover la
acumulacion celular de manera especifica y extender su aplicacion a células linfoides, un
campo apenas explorado hasta el momento [189] y mds complejo de abordar, debido a la alta

motilidad y continua migracién de estas células.

Los estudios de microscopia multifotdnica sobre el comportamiento in vivo de las células T
asociadas con NPMs en el NL popliteo, mostraron una reduccion del 10% en la velocidad de las
células T cuando estaban asociadas a NPMs en comparacion con aquellas libres de NPMs.
Ademas, estos estudios también confirmaron el aumento en la retencidon de las células T
asociadas a NPMs en los NLs ya que en todos los casos el nimero de éstas fue superior al de las
células libres de NPMs. Este aumento en la retencion de células asociadas a NPMs, incluso en
ausencia de un CME, podria ser debido a la reduccién de la velocidad de dichas células, que
podria prolongar su interaccién con la vasculatura del tejido linfoide y facilitar su retencion.
Sorprendentemente, la velocidad tanto de aquellas células T asociadas a NPMs como libres de
NPMs se vio reducida en presencia de un CME. Esto podria deberse a la interaccion entre ambos
tipos de células durante la mezcla que se prepara de manera previa a la inoculacién en el ratén.
Este hecho se demostré en el experimento donde la transferencia Unicamente de células T sin
NPMs no se veia afectada de manera preferencial por ningiin NL, incluso en presencia de un
CME. Esto podria indicar, por tanto, que se transfiere parte de las NPMs a las células que no han
sido tratadas previamente con ellas, o que ambos tipos celulares se asocian. Anteriormente se
ha descrito que las células asociadas con NPMs presentan mayor tendencia a agregarse [315],
por lo que seria probable que las células tratadas con NPMs interaccionaran en mayor medida
con el resto de células, cargadas o no con NPMs. De manera alternativa, como ya se ha
comentado previamente, existen diferentes estudios que demuestran que los campos
magnéticos estaticos moderados pueden influenciar los sistemas biolégicos principalmente a
través de alteraciones a nivel de los flujos idnicos transmembrana y de los fosfolipidos que
constituyen las membranas celulares [218-220]. Estudios basicos de microscopia de calcio no
mostraron grandes afectaciones en el flujo del calcio, el cual es esencial en la funcionalidad de

las células T, en el caso de las células Jurkat. Las células T murinas si vieron reducidas tanto su



respuesta maxima como la respuesta media tras haber sido tratadas con NPMs, lo que podria
indicar que la presencia de ciertos componentes magnéticos en las membranas celulares podria
alterar este tipo de sefializacién. Este hecho es importante ya que, por ejemplo, se ha descrito
que la magnitud y la duracidn de los flujos de calcio influencian la velocidad basal de las células
T en los NLs [311] y que una menor amplitud en los picos de calcio intracelular esta relacionada
el arresto o movimiento mas confinado de las células T, para favorecer su interaccién con el
estroma y otras células leucocitarias [316, 317]. Por tanto, dependiendo de la magnitud y de la
duracion de los cambios en los niveles de calcio intracelular, pueden obtenerse diferentes
respuestas celulares y verse afectados aspectos esenciales tales como la activaciéon de las células
T [311], asi como su migracidn en respuesta a gradientes quimiotacticos [313], como ya se
observé previamente. Un estudio en mayor profundidad seria necesario para confirmar estos

resultados y determinar su significancia bioldgica.

Por otro lado, también se ha descrito que los efectos bioldgicos causados por un campo
magnético dependen mas de la magnitud del gradiente magnético que de la fuerza del campo
[318], lo que podria explicar la elevada reduccién en la velocidad durante los ensayos de
microscopia multifotdnica cuando se utilizan dos imanes alrededor del NL, aumentando asi el
gradiente magnético, en lugar de uno sélo. Los analisis de las trayectorias seguidas por las células
en estos experimentos indicaron que la carga con NPMs no altera significativamente el trayecto
del linfocito dentro del NL cuando se aplica un CME, aunque un estudio en mayor profundidad
a tiempos mas largos y con un CME mayor podria ser necesario para detectar cambios en la
trayectoria debido a la complejidad tisular del NL. Algunos de estos efectos podrian verse
reducidos debido a la posible transferencia de NPMs a células no tratadas durante la

preparacion del inéculo y, por tanto, a la disminuciéon en la carga de NPMs.

Con el fin de determinar si células inmunes con una mayor capacidad de internalizacién que las
células T podrian asociarse con mayor nimero NPMs vy si esto permitiria una mayor capacidad
de atraccion por un CME, se realizd una prueba con DCs, ya que son capaces de internalizar
mayor cantidad de NPMs [183, 186, 319, 320]. Al igual que en la transferencia de células T, se
observé un mayor nimero de DCs cargadas con NPMs en el NL popliteo observado, confirmando
que la presencia de NPMs parece incrementar la retencién o infiltracion de células inmunes en
el NL [185]. Asimismo, también se observé una disminucién en la velocidad de las células,
aunque aqui sélo debido a la presencia de NPMs, y probablemente debida a ciertas limitaciones
en la reorganizacién del citoesqueleto por las NPMs [307-310], como ya se comentd
anteriormente. Finalmente, en este caso si parece observarse un ligero cambio en la trayectoria

de las células, tanto de aquellas que estaban cargadas con NPMs como de las que no, ya que un
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mayor porcentaje migra hacia el lado del CME. El hecho de que las DCs libres de NPMs también
se puedan ver influenciadas puede deberse a la posible interaccién entre las células con y sin
NPMs en la mezcla previa a la inoculacién como en el caso anterior o in vivo, tras la inoculacion
en el ratdon. Como ya se comentd previamente, esta descrito que las células asociadas con NPMs
tienen mayor tendencia a agregarse [315] por lo que esto podria ser una explicacion. Un estudio
en mayor profundidad ayudaria a comprender mejor el comportamiento in vivo de las DCs
asociadas a NPMs y en presencia de un CME.
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2. EVALUACION DE LA FUNCIONALIDAD DE CELULAS EFECTORAS CON
ACTIVIDAD ANTITUMORAL CON NPMs Y SU RETENCION MAGNETICA IN VIVO
EN UN MODELO TUMORAL

Como se ha podido ver, las células T asociadas con NPMs pueden ser retenidas magnéticamente
en los NLs, lo que podria ser util con el fin de modular la respuesta inmune en un contexto
patoldgico. Por ejemplo, se ha descrito que en una enfermedad autoinmune que afecta al
ovario, la acumulacion de células T reguladoras en el NL préoximo al ovario, contrarrestaban la
respuesta inmune patogénica, inhibiendo el desarrollo de la enfermedad [321]. Asimismo, la
retencién de DCs en el NL también podria ser Util en la vacunacidn en cancer, con el objetivo de
desencadenar una respuesta antigeno especifica contra un tumor. Existen diversos estudios que
muestran diferentes estrategias para acumular DCs en los NLs con este fin, incluyendo el uso de

NPMs [183, 185] Por otro lado, también esta descrito que la duracién de la interaccion entre las



DCs y las células T en el NL produce respuestas mds o menos especificas y potentes [322-326],
por lo que la disminucidon en la velocidad tanto de las células T como de DCs observada
previamente en los NLs, podria servir para favorecer su interaccién y la generacién de respuestas

T mas potentes y con mayor afinidad.

Esta estrategia, ademas, podria ser aplicada a otras regiones de interés, como un tumor, con
el objetivo de aumentar la respuesta inmune antitumoral llevada a cabo por células efectoras
activadas. Con este fin, se ha analizado también la influencia de las NPMs sobre la funcionalidad
de células NKy T efectoras, para asi determinar si se podria promover la retencién especifica de

células, en este caso, con actividad antitumoral y totalmente funcionales.

Hasta el momento, existen estudios poco detallados sobre el efecto de las NPMs en la
funcionalidad de células T o NK citotdxicas. La mayoria de ellos analizan algun aspecto funcional
de estas células tras su asociacién con las NPMs con el fin de observarlas por resonancia

magnética nuclear y realizar un seguimiento de las mismas.

En el caso de las células T, tanto humanas como murinas, se ha observado que su proliferacion
en respuesta a antigenos especificos, asi como su capacidad citotdxica frente a ciertas dianas
celulares o la produccidn de ciertas citoquinas, no parecen verse afectadas por las NPMs in vitro
[259, 260, 327, 328]. También existen estudios que muestran que las células T efectoras
mantienen su actividad citotdxica y antitumoral in vivo, y son capaces de migrar en infiltrarse en
el tumor sin problema aparente [258, 329]. No obstante, también se han descrito ciertos
defectos en la capacidad citolitica y produccién de citoquinas de estas células, pero Unicamente
en presencia de dosis muy altas de NPMs (>500 pg Fe/ml) [252]. Por ende, los estudios descritos
hasta el momento indicarian que las NPMs podrian asociarse con células T efectoras, pudiendo

éstas mantener y preservar sus funciones principales.

Respecto a las células NK, iunicamente hay estudios que evaltan los efectos que pueden tener
las NPMs en lineas celulares humanas de NK tales como NK-92 o KHYG-1, pero no en células NK
primarias humanas o murinas. Estos estudios muestran que las lineas celulares de NK preservan
su capacidad citolitica in vitro y son capaces de migrar e infiltrarse en el tumor al igual que
aquellas que no estan asociadas con NPMs in vivo [189, 197, 261-263, 330]. Por tanto, estos
estudios también indicarian que las células NK podrian asociarse con NPMs sin que sus

funciones principales pudieran verse afectadas.

Sin embargo, es esencial un andlisis mas exhaustivo sobre estos y otros aspectos funcionales
de estas células, asi como de células NK primarias, tras la asociacién con NPMs, y en concreto,

con las NPMs utilizadas en este trabajo (APS-NPMs).
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Como ya se comentd, uno de los principales pasos clave para que una célula T o NK efectora

ejerza su actividad citolitica frente a células malignas es la interaccion fisica entre ambas [233],
fendmeno denominado conjugacién. La dinamica de formacién de conjugados entre las células
NK-92MI o las células NK primarias de ratdon con sus correspondientes dianas celulares no
parecié verse afectada por la presencia de NPMs en la membrana de las células NK. Este proceso
tampoco se vio afectado en el caso de las células T CD8" activadas (OT-I) con su diana celular
EG7-OVA. Ademas, la visualizacién de estos conjugados por microscopia no mostrd diferencias
en la formacién de estos conjugados ni en la formacién del centro organizador de microtubulos.
Estos resultados indican, por tanto, que la presencia de NPMs en las membranas celulares de

células citotdxicas no afecta a su capacidad para interaccionar fisicamente y adherirse a las

células susceptibles de ser lisadas para su correcto reconocimiento y posterior activacion.

Otro de los aspectos evaluados durante este trabajo fue la capacidad de desgranulacién. Como
ya se ha comentado, la presencia del marcador CD107a en membrana aumenta en las células
citoliticas una vez que se han activado y liberado los granulos con las enzimas que produciran la
lisis de las células diana. Por tanto, se trata de una medida indirecta de la capacidad citolitica
[234] y puede producirse bien por la activacion en presencia de células diana o a través del
entrecruzamiento con ligandos de los receptores activadores [235, 236]. El andlisis de la
capacidad de desgranulacion en células NK, tanto en la linea celular NK-92MI como NK
primarias de ratén, mostré un aumento, dependiente de la concentracién de NPMs, en la
desgranulacion espontdnea, es decir, en ausencia de estimulos; mientras que la
desgranulacion en presencia de diversos estimulos aumentaba sélo debido a ese aumento en
los niveles basales. Esto podria deberse a cierta activacion inespecifica de las células NK por
parte de las NPMs. En el caso de las células OT-l no se encontré este aumento en la
desgranulacion basal, pero si se incrementd en alguna de las dosis utilizadas tras la activacion

con su célula diana o en combinacidon con el péptido especifico de OVA (OVA;s7.264).

Como ya se ha visto, las NPMs no parecen afectar de manera negativa a las capacidades de
conjugacion y de desgranulacién de las células NK y T, por lo que posteriormente se evalud la
capacidad citotéxica directa frente a diversas dianas. La citotoxicidad de las células NK, inducida
por diferentes dianas celulares que presentan nulos o muy bajos niveles de MHC-I como RMA/S
(frente a células NK primarias de raton) o K562 (frente a la linea celular NK-92Ml) o el ligando
del receptor activador NKG2D como YAC-1 (frente a células NK primarias de ratén), no se vio
afectada por la presencia de las NPMs. La citotoxicidad de las células OT-I frente a la linea celular
EG7-OVA, que activa de manera especifica este tipo celular, tampoco se vio afectada por la

presencia de NPMs. Tanto las células NK como T son capaces de activarse y producir la lisis de



células diana in vitro, ain en asociacion con las NPMs, tal y cdémo ya se habia descrito

previamente [189, 197, 252, 260, 262, 329].

Ademas, también se evalud la capacidad para producir IFN-y tras diversos estimulos, dado que
es una de las citoquinas pro-inflamatorias mas importantes que producen este tipo de células
[109]. Tanto las células NK humanas (linea NK-92MI) como murinas, asi como las células OT-I,
fueron capaces de producir IFN-y tras su activacion mediante diversos estimulos, inespecificos
como PMA/ionomicina, o especificos como dianas celulares (células K562 o EG7/0OVA) o el
entrecruzamiento con ligandos de los receptores activadores (NK1.1, NKG2D y NKp46) [235,
236] en niveles similares en presencia o no de NPMs. Estos estudios son similares a resultados
obtenidos previamente [252, 259, 328]. No obstante, se encontré un aumento en el porcentaje
de células NK-92MI capaces de producir IFN-y tras su estimulacién con PMA/ionomicina en la
mayor dosis de NPMs, aunque un andlisis en mayor profundidad seria necesario para justificar
gué estd causando dicho aumento. Es importante sefialar que la activacién de NKG2D es capaz
de estimular la produccion de IFN-y en células murinas pero no humanas [331, 332], por lo que
la produccion especifica de IFN-y en células NK-92MI sdlo se analizd a través de su activacidon en

presencia de células diana (células K562).

Finalmente, es relevante el hecho de que estas células con actividad antitumoral estan
continuamente circulando y se reclutan desde la circulacidon hasta el tumor por una serie de
diferentes procesos que involucran desde la adhesidn al endotelio hasta la extravasaciéon [157,
158]. Por ello, se evaluaron la capacidad de adhesién a un endotelio y la capacidad de
transmigracion de las células NK primarias de ratén y células OT-I. En ninguno de los casos se
observaron defectos en la capacidad de estas células para adherirse o transmigrar a través de
una monocapa de endotelio. La presencia de las NPMs en la membrana de las células podria,
en ocasiones, aumentar la adhesion a las células endoteliales, como en el caso de las células NK.
Hipotéticamente, esto podria ocurrir probablemente por el hecho de que estas NPMs, expuestas
en la membrana, interaccionaran a su vez con las células endoteliales. Los resultados obtenidos
en este ensayo se muestran en concordancia con el hecho de que diversos estudios mostraban
que tanto las células T como NK asociadas a NPMs podian migrar en infiltrarse en el tumor in

vivo sin problemas [197, 258, 260-263, 329].

Una vez evaluados diferentes aspectos funcionales de las células T y NK efectoras, y habiendo
observado que las NPMs no causan alteraciones o defectos en ellas y que pueden mantener su
funcionalidad mas o menos intacta en presencia de NPMs, se procedio a evaluar si la retencidn

magnética de estas células in vivo en un modelo de cancer produce una mejora en el tratamiento
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del mismo. Hasta el momento, sélo existen estudios que han utilizado este tipo de estrategia
con el fin de acumular células madre, células mesenquimales, macréfagos o DCs en terapias de
regeneracion tisular y desérdenes autoinmunes [183-188]. Su uso en el redireccionamiento de

células linfoides para el tratamiento de cancer es muy limitado y apenas esta investigado [189].

En este trabajo, se ha evaluado la posibilidad de su uso en el reclutamiento especifico de células
OT-l en un modelo tumoral determinado. Los resultados obtenidos demostraron que la
presencia de NPMs en las células OT-I no afecté a su migracion e infiltracién en el tumor, asi
como a sus propiedades antitumorales in vivo, ya que el resultado fue muy similar al
conseguido por parte de las células OT-l solas, sin NPMs. Estos resultados estan en concordancia
con los estudios previos que muestran que las NPMs no interfieren en la capacidad de células T
efectoras para migrar e infiltrarse en el tumor y producir la subsecuente eliminacion de las
células tumorales [258, 329]. Sin embargo, cuando se evalud si la aplicacién de un CME en la
zona del tumor podia favorecer la retencién e infiltracion de las células OT-I transferidas,
mediante un aumento en el tiempo de adhesidn en esa regidn, no se obtuvo un resultado mejor
gue en ausencia del mismo. De hecho, la eficacia en el control del crecimiento tumoral en este
grupo fue intermedio entre aquél obtenido tras el tratamiento Unicamente con PBS, como
control negativo, y los grupos tratados con células OT-I tratadas o no con NPMs (como control
positivo). El anélisis de la infiltracion de células T CD8* Va2/VB5 (como medida de la infiltracién
de células OT-I, caracterizadas por la coexpresion de Va2/VB5 en su TCR) se correlacioné con el
resultado clinico obtenido, ya que ésta era mayor en los grupos tratados unicamente con
células OT-I (con y sin NPMs), mientras que el grupo expuesto adicionalmente a un CME
presentaba una infiltracidn intermedia entre estos grupos y el tratado unicamente con PBS. El
grupo tratado con PBS presentd ciertos niveles basales de células T CD8* Va2/VB5, debido
posiblemente a la reorganizacion aleatoria de los TCRs y generacion de algun clon que pueda
reconocer esas células tumorales. Ademas, el analisis de la activacién de estas células en los
diferentes grupos mostrd que, en general, las células infiltradas en los tumores de todos los
grupos tratados con células OT-I tenian un mayor estado de activaciéon (mayor porcentaje de
células CD69* y CD25%) y tenian mayor capacidad de producir IFN-y tras una re-estimulacién

con el péptido OVA257.264.

El analisis posterior del NL que drena el tumor reveld que, mientras que los grupos tratados con
PBS o células OT-I con y sin NPMs sin exposicion a un CME mostraban una muy reducida
infiltracién de células T CD8* Va2/VB5 en dicho NL, el grupo tratado con células OT-I con NPMs

y expuesto al CME presentaba una mayor infiltracién. Ademas, estas células T CD8* Va2/VB5



infiltradas tenian un mayor estado de activacién segun los marcadores CD25 y CD69 vy

presentaban mayor capacidad para producir IFN-y tras su re-estimulacion.

Estos resultados indican que probablemente una fraccion de las células OT-I transferidas se ha
infiltrado en el NL préximo al tumor y ha permanecido en él, limitandose de esta manera la
infiltracion en el tumor por parte de estas células. Esto podria deberse al hecho de que, debido
a la proximidad que existe entre el NL y el tumor, la exposicion a un CME favorecio la retencidn
de las células transferidas en esa zona, infiltrandose finalmente en el NL, un lugar de mas facil
acceso para estas células. La aplicacidon de uno o mas imanes de menor tamafio como las “agujas
magnéticas”, que pueden facilitar un campo magnético mas concentrado en una zona limitada
para la localizacion magnética en areas pequenas [333], pudieran ser utilizados para mejorar la
infiltracidn especifica en el tumor y no en el NL. Ademas, en los estudios previos en el inicio de
esta Tesis ya observamos que las células T naive se infiltraban y retenian mas en los NLs cuando
estaban asociadas a NPMs, aunque en este caso no se estudié si estas células eran capaces de
abandonar el NL sin problema o no. La razén por la cual permanecerian en el NL en lugar de
salir e infiltrarse en el tumor seria de gran interés. Una hipdtesis pudiera ser, como ya se
comentd anteriormente, que la reduccién de la velocidad en las células T debido a las NPMs y al
CME podria prolongar su interaccidn con la vasculatura del tejido linfoide y facilitar su retencidn.
Ademas, la tendencia a agregarse de las células que llevan NPMs [315] podria dificultar su salida

y contribuir a la incapacidad para abandonar el NL.

Por otro lado, se sabe que la salida de los linfocitos T de los NLs estd regulada por la expresion
de S1PR1 y su interaccidn con el ligando S1P [334-337]. También se ha descrito que tras la
estimulacién del TCR, disminuye la expresion de S1PR1 [335] y que la sobreexpresion del
marcador de activacion CD69 produciria la disminucidn en la expresion de S1PR1 debido a la
formacién de complejos entre ambos y a la subsecuente internalizacién de los mismos [335, 338,
339], quedando los linfocitos T atrapados en el NL inflamado. Asimismo, también se ha descrito
que células T reguladoras especificas de antigeno ejercen su accion inmunosupresora en los NLs
y son capaces de desplazarse a los mismos e inducir una disminucidn en la expresion de S1P1R
tanto en ellas como en células T efectoras, quedando ambos tipos celulares atrapados en el NL
por largos periodos de tiempo [340]. Ademas, se ha visto que tras la unién especifica de un
antigeno con el TCR se generan sefiales en el linfocito con el fin de detener su migracién y
favorecer los contactos entre el propio linfocito y las CPAs [341]. Se sabe que existe una
reversion en la polaridad de la célula, disminuyendo asi su velocidad y aumentando su capacidad
de adhesidn, principalmente a través de LFA-1 y otras integrinas [342]. Asimismo, existen

estudios que reportan que la sefializacién del TCR puede inducir cierta inhibicidén en la migracidn
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de las células T via Racl, con el fin de promover su retencion en el sitio de inflamacidn e infeccién
[343]. Todo esto podria tener lugar en el NL al encontrarse inicialmente en él. De igual manera,
para moverse en el interior del NL y localizarse de manera adecuada en él, las células T deben
ser capaces de formar diversas estructuras (lamelipodia y urépodo) que permitan su migracion,
mediante la reorganizacion de componentes del citoesqueleto [344, 345]. Sin embargo, algunos
de estos elementos como el MTOC, presentan una orientacion diferente en funcién de si la
célula estd migrando o activada e interaccionando con CPAs [341], por lo que el balance entre
la formacion o relocalizacidon de ciertas estructuras podria estar inclinado hacia éste ultimo,
produciendo una disminucién en la migracidn. Estas podrian ser algunas de las razones por la

cual las células T CD8* Va2/VB5" activadas permanecen retenidas en el NL.

Finalmente, también se ha observado que los macrdfagos del NL, tanto subcapsulares como
medulares, estan involucrados en el atrapamiento de células T y6 en los NLs por largos periodos
de tiempo [346]. Ademas, las interacciones entre los linfocitos con la ECM suelen ser transitorias
cuando el linfocito tiene gran capacidad migratoria, ya que la formacién de adhesiones focales
se correlaciona inversamente con la velocidad de migracién [347]. Esto podria indicar que tal
vez, las células T CD8* Va2/VB5* asociadas con NPMs podrian asociarse en mayor medida,
debido en parte a la disminucidn en su velocidad, con ciertos tipos celulares, como macréfagos
o fibroblastos reticulares, o la ECM, dentro del NL, asi como ver reducida la formacién de
estructuras necesarias para la migracién [344] dificultando su localizacion adecuada en el NL
[335, 348, 349] y, por tanto, su salida del mismo. Como se ha visto, existen diversos motivos por
los que las células T podrian quedarse “atrapadas” en el NL y un analisis en mayor profundidad
ayudaria a determinar la razdn especifica por la cual las NPMs inducen esta aparente retencion
en los mismos. La modulacién del trafico de los linfocitos podria tener cierto interés también en
el tratamiento de enfermedades autoinmunes [350]. De hecho, el farmaco FTY720, aprobado
por la FDA para el tratamiento de la esclerosis multiple, esta dirigido al bloqueo de la salida de

los NLs de células T autorreactivas para evitar asi su invasion a las regiones inflamadas [351].

Por otro lado, la infiltracién de las células T CD8* Va2/VB5* en un NL alejado del tumor no
mostré diferencias entre los diversos grupos de tratamiento, asi como en su estado de
activacion. Los niveles de infiltracién también fueron menores en comparacién con el NL
proximo al tumor. Esto refleja que la acumulacién de las células tratadas con NPMs en el NL
que drena el tumor en el grupo expuesto al CME era especifica y se deba principalmente al
CME. Asimismo, la infiltracion de estas células en el bazo fue mayor en los grupos tratados con
células OT-l con y sin NPMs, y algo menor en el grupo expuesto al CME, pero siempre

ligeramente mayor en comparacién con el grupo tratado con PBS. Esto reflejaria la presencia de



células T CD8* Va2/VB5* en el torrente sanguineo. Finalmente, no se observaron diferencias en

la infiltracion de otros tipos celulares inmunes en el tumor tras los diferentes tratamientos.

En este trabajo se propone el uso combinado de NPMs y CMEs para promover la acumulacion

especifica de células linfoides con capacidad antitumoral en la regién del tumor, y solventar asi

una de las principales limitaciones en la ACT en cancer. La presencia de NPMs en las células
linfoides, asi como la aplicacién especifica de un CME, aumenta su retencién en NLs, lo que
podria ser Util en ciertas patologias autoinmunes. A pesar de que la funcionalidad de las células
linfoides se preserva tanto in vitro como in vivo, la acumulacidn especifica de las mismas en el
tumor en un modelo murino tumoral mediante la aplicacidon de un CME sobre el mismo resulta
dificil de conseguir, dada la proximidad entre dicho tumor y otros érganos, como el NL que lo
drena. El uso de CMEs mas focalizados podrian resolver dicha limitacidon. En este caso, esta
aplicacion podria ser combinada con otro tipo de estrategias destinadas a la normalizacién de la
vasculatura tumoral, la modificacidon de células T o NK con TCRs o CARs transgénicos, o la
utilizacion de inhibidores de la inmunosupresién tumoral, con el objetivo de atacar al tumor
desde diferentes frentes y obtener una respuesta inmune antitumoral dptima. La
nanotecnologia ha tenido gran éxito en la mejora de ciertas terapias, y el control del trafico de
células inmunes tendria un gran potencial en el tratamiento de diversidad de enfermedades,
aunque aun queda mucho esfuerzo en este ambito debido a la compleja regulacidon a diferentes

niveles a la que se encuentran expuestas.
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IX. CONCLUSIONES

Las NPMs utilizadas (DMSA-, APS- y DEXT-NPMs) no afectan de manera significativa a la
viabilidad celular de las lineas celulares humanas Jurkat y NK-92Ml, asi como de las
células murinas T primarias, NKy OT-I. De hecho, las NPMs parecen promover un estado
ligeramente mdas activo metabdlicamente en células T primarias en reposo,

favoreciendo su transicion hacia un estado efector.

Las NPMs se asocian, independientemente de su recubrimiento, con la membrana
plasmatica de las lineas celulares humanas Jurkat y NK-92Ml, asi como de las células
murinas T primarias, NK y OT-l, que son incapaces de internalizarlas. Las NPMs
recubiertas con APS (APS-NPMs) son las que presentan una mayor asociacion con estas
células, probablemente debido a la interaccidn electrostatica entre las NPMs, que estan

cargadas positivamente, y el potencial negativo de la membrana celular.

La asociacion de las células linfoides con APS-NPMs no produce cambios significativos
en los niveles de expresion de marcadores de superficie relevantes en las lineas celulares
humanas Jurkat y NK-92Ml, asi como en las células murinas T primarias, NK y OT-I. Sin
embargo, su capacidad de respuesta a gradientes quimiotdcticos puede verse limitada
por la presencia de APS-NPMs, aunque la aplicacion adecuada de un CME en el mismo

sentido del gradiente quimiotactico puede corregir este defecto.

Las lineas celulares humanas Jurkat y NK-92Ml, asi como las células murinas T primarias,
NKy OT-l asociadas a APS-NPMs pueden ser retenidas in vitro mediante un CME aln en
presencia de un flujo similar al flujo sanguineo, siempre y cuando se alcance una minima
cantidad de NPMs asociadas o se aplique una minima fuerza magnética. Esta retencién
depende, por tanto, de la cantidad de NPMs asociadas, asi como de la fuerza del

gradiente magnético aplicado y del tiempo de aplicacion del mismo.

La presencia de APS-NPMs en la superficie de las células Jurkat y de las células T
primarias de ratén aumenta la retencidn de estas células por si mismas, al menos, en
drganos secundarios linfoides. Ademas, el direccionamiento magnético puede ser
utilizado para promover la acumulacidn de células T primarias asociadas a APS-NPMs de

manera especifica sobre un NL en concreto.

La velocidad de las células T primarias de ratdn se ve reducida, tanto in vitro como in
vivo dentro de los NLs, debido a la presencia de APS-NPMs y a la aplicacion de gradientes

magnéticos externos. Tanto las APS-NPMs como los CMEs podrian afectar los flujos
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idnicos transmembrana como el de calcio, afectando asi la capacidad migratoria de estas
células. Ademas, esta disminucién en la velocidad podria ser la responsable de un
aumento en la interaccién con la vasculatura del tejido linfoide y facilitar su retencién

en los NLs.

La funcionalidad de las células NK humanas y murinas, asi como de las células OT-l, no
parece estar afectada por la presencia de APS-NPMs. Estas células asociadas con APS-
NPMs son capaces de reconocer y conjugarse con sus respectivas células diana, asi como
de desgranular, de producir la lisis de las mismas y de producir IFN-y en respuesta a
diversos estimulos de manera efectiva. Ademas, pueden adherirse y transmigrar sobre

una monocapa de células endoteliales.

En un modelo tumoral singénico, donde se implanté un tumor subcutaneo que expresa
un antigeno de OVA, reconocido de forma especifica por las células CD8"* aisladas de
ratones OT-l, la asociacidn de APS-NPMs con dichas células no afecta a su capacidad de
migracion e infiltracién del tumor tras la transferencia adoptiva de las mismas, ni a su
capacidad antitumoral in vivo, siendo capaces de producir el mismo efecto antitumoral
que células OT-I libres de NPMs, como nos indica la expresion de IFN-y intracelular y los

marcadores de activacion CD69 y CD25.

La aplicacién de un CME sobre el tumor durante y tras la transferencia de células CD8+
aisladas de ratones OT-l, y asociadas a APS-NPMs, si bien no produjo un aumento
significativo en la infiltracion de dichas células en el tumor y, por tanto, una reduccion
en el tamafio tumoral, en comparacién con la transferencia de dichas células en
ausencia de CME o de APS-NPMs, indujo una mayor activacién en estas células, como
nos indica la expresion de IFN-y intracelular y los marcadores de activacién CD69 y CD25,

asi como su acumulacidn en el nddulo linfatico que drena el tumor.
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The MNPs used in this work (DMSA-, APS- and DEXT-MNPs) do not significantly affect
the cell viability of the human Jurkat and NK-92MI cell lines, as well as of the primary
murine T, NK and OT-l cells. In fact, MNPs seem to promote an increase in the
metabolically active state in primary resting T cells, favouring their transition to an

effector state.

MNPs are associated, regardless of their coating, with the cell membrane of the human
cell lines Jurkat and NK-92M, as well as of the primary murine T cells, NK and OT-I, which
are unable to internalize them. The MNPs coated with APS (APS-MNPs) present a
greater association with these cells, probably due to the electrostatic interaction
between these APS-MNPs, which are positively charged, and the negative potential of

the cell membrane.

The association of lymphoid cells with APS-NPMs does not produce significant changes
in the expression levels of relevant surface markers in the human Jurkat and NK-92Ml
cell lines, as well as in the primary murine T, NK and OT- | cells. However, its ability to
respond to chemotactic gradients can be limited by the presence of APS-NPMs, although
the application of a CME in the same direction of the chemotactic gradient can correct

this defect.

The human Jurkat and NK-92MI cell lines, as well as the primary murine T, NK and OT-I
cells associated with APS-MNPs can be retained in vitro even in the presence of a flow
similar to the blood flow with a magnetic field, provided that a minimum amount of
associated MNPs is reached or a minimum magnetic force is applied. This cell retention
depends, therefore, on the number of associated MNPs, as well as on the strength of

the applied magnetic gradient and the duration of the application.

The presence of APS-MNPs on the surface of Jurkat and primary murine T cells increases
the retention of these cells, at least, in lymphoid secondary organs. In addition, magnetic
targeting can be used to promote the accumulation of primary T cells associated with

APS-MNPs in a specific manner over a particular LN.
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The speed of primary murine T cells is reduced, both in vitro and in vivo within the LNs,
due to the presence of APS-MNPs and the application of external magnetic gradients.
Both APS-MNPs and magnetic gradients could affect transmembrane ionic fluxes such
as calcium, affecting the migratory capacity of these cells. In addition, this decrease in
velocity could be responsible for an increase in the interaction with the lymphoid tissue

vasculature and facilitate its retention in the LNs.

The functionality of human and murine NK cells, as well as of OT-I cells, does not seem
to be affected by the presence of APS-MNPs. These APS-MNP-loaded cells associated
are able to recognize and conjugate with their respective target cells, as well as
degranulate, lyse them and efficiently produce IFN-y in response to different stimuli. In

addition, they can adhere and transmigrate over an endothelial cell monolayer.

The association of APS-MNPs with CD8" T cells isolated from OT-I mice, which can
recognize an specific OVA antigen, does not affect their ability to migrate and infiltrate
into the tumour after the adoptive transfer of these cells, or their antitumor capacity in
vivo, since these cells produce the same antitumour effect as OT-I cells free of MNPs,
and have similar expression of intracellular IFN-y and CD69 and CD25 activation markers,

in a syngeneic tumour model expressing the specific OVA antigen.

The application of an external magnetic field on the tumour during and after the transfer
of CD8*T cells isolated from OT-I mice, and associated with APS-MNPs, did not produce
a significant increase in the infiltration of those cells in the tumour and, therefore, a
reduction in tumour size, compared to the transfer of the same cells in the absence of a
magnetic field or APS-MNPs, but induced a greater activation in these cells, as well as

their accumulation in the tumour-draining lymph node.
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PIES DE FIGURA DE LOS VIDEOS

Video 1. Secuencia de imagenes del ensayo en camaras de flujo con células T libres de APS-NPMs
(verde), antes y después de la aplicacién de un campo magnético externo en la parte superior
de la camara de flujo. Las lineas muestran las trayectorias seguidas por algunas células.

Video 2. Secuencia de imagenes del ensayo en cdmaras de flujo con células T asociadas con APS-
NPMs (150 pg Fe/ml) (verde), antes y después de la aplicacidon de un campo magnético externo
en la parte superior de la cdmara de flujo. Las lineas muestran las trayectorias seguidas por
algunas células.

Video 3. Secuencia de imagenes del ensayo 2PM que muestran células T libres de APS-NPMs
(azul) y células T asociadas con APS-NPMs (150 ug Fe/ml) (rojo) en el NL popliteo, poco después
de la transferencia de dichas células en el ratdn y en ausencia de un campo magnético externo.
Escala: 20 um.

Video 4. Secuencia de imagenes del ensayo 2PM que muestran células T libres de APS-NPMs
(azul) y células T asociadas con APS-NPMs (150 ug Fe/ml) (rojo) en el NL popliteo, poco después
de la transferencia de dichas células en el raton y en presencia de un campo magnético externo.
Escala: 20 um.

Video 5. Secuencia de imagenes del ensayo 2PM que muestran células T libres de APS-NPMs
(azul) y células T asociadas con APS-NPMs (150 ug Fe/ml) (rojo) en el NL popliteo, poco después
de la transferencia de dichas células en el ratén y en presencia de dos campos magnéticos
externos enfrentados. Escala: 20 um.

Video 6. Secuencia de imagenes del ensayo 2PM que muestran DCs libres de APS-NPMs (azul) y
DCs asociadas con APS-NPMs (150 pg Fe/ml) (rojo) en el NL popliteo, 24 horas después de la
transferencia de dichas células en el ratén y en ausencia de un campo magnético externo. Escala:
20 um.

Video 7. Secuencia de imagenes del ensayo 2PM que muestran DCs libres de APS-NPMs (azul) y
DCs asociadas con APS-NPMs (150 pg Fe/ml) (rojo) en el NL popliteo, 24 horas después de la
transferencia de dichas células en el ratén y en presencia de un campo magnético externo.
Escala: 20 um.
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Articulos publicados (o en revision) durante el desarrollo de esta Tesis

+* Publicaciones derivadas de la tesis

- “T cells loaded with magnetic nanoparticles are retained in peripheral lymph nodes by the
application of a magnetic field”

Sanz-Ortega L, Rojas JM, Marcos A, Portilla Y, Stein JV, Barber DF
J Nanobiotechnology. (Recién aceptado, doi: 10.1186/s12951-019-0440-z)
-> En preparacion

- “In vitro assessment of magnetic nanoparticles loading on human and murine NK cells to
improve their delivery to tumours”; Sanz-Ortega L, Rojas JM, Portilla Y, Barber DF

- “In vitro and in vivo targeting of antigen-specific CD8+ T cells using magnetic nanoparticles
and external magnetic fields in a tumor model”; Sanz-Ortega L, Portilla Y, Pérez-Yaglie S, Barber
DF

+* Publicaciones relacionadas con la tesis

- “Polyethylenimine-coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles impair in vitro and in
vivo angiogenesis”

Mulens-Arias V*, Rojas JM*, Sanz-Ortega L*, Portilla Y, Pérez-Yaglie S, Barber DF
Nanomedicine (En segunda revisidon) *Contributed equally to the work
1.“Time-course assessment of the aggregation and metabolization of magnetic nanoparticles”

Rojas JM, Gavilan H, Del Dedo V, Lorente-Sorolla E, Sanz-Ortega L, da Silva GB, Costo R, Perez-
Yaglie S, Talelli M, Marciello M, Morales MP, Barber DF, Gutiérrez L

Acta Biomater. 2017 Aug;58:181-195. doi: 10.1016/j.actbio.2017.05.047. Epub 2017 May 20.

2. “Superparamagnetic iron oxide nanoparticle uptake alters M2 macrophage phenotype, iron
metabolism, migration and invasion”

Rojas JM*, Sanz-Ortega L*, Mulens-Arias V, Gutiérrez L, Pérez-Yagle S, Barber DF.
Nanomedicine. 2016 May;12(4):1127-1138. doi: 10.1016/j.nan0.2015.11.020. Epub 2015 Dec 28
*Contributed equally to the work

+* Otras publicaciones

1. “PI3K p858 regulatory subunit deficiency does not affect NK cell differentiation and
increases NKG2D-mediated activation”

Rojas JM, Spada R, Sanz-Ortega L, Morillas L, Mejias R, Mulens-Arias V, Pérez-Yaglie S, Barber
DF

J Leukoc Biol. 2016 Dec;100(6):1285-1296. doi: 10.1189/jlb.1A1215-541RR. Epub 2016 Jul 5
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