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INFORMACION INTRODUCTORIA
FISIOPATOLOGIA DE LA LESION MEDULAR TRAUMATICA

La incidencia anual de lesiones en la médula espinal en los paises desarrollados es de
entre un 11,5 y un 53,4 por millén de habitantes, encontrandose entre las principales
causas los accidentes de trabajo, los deportes y actividades de aventura, caidas
domésticas y violencia 1. El paciente presenta paralisis motora y pérdida de la
sensibilidad de los segmentos corporales por debajo de la zona de la lesién.

Las lesiones pueden ser completas o incompletas siendo la mds comin la
combinacidon de un impacto seguido de una compresidon. Normalmente este tipo de
combinacidn de fuerzas se produce en las fracturas bruscas, dislocaciones con fractura
y en roturas de disco.

La fisiopatologia de la lesién medular traumatica, sea de causa enddgena o exdégena,
comprende mecanismos de dafio primario y mecanismos de dafo secundarios, debidos,
principalmente a efectos vasculares, celulares y bioquimicos 2.

La gravedad del dafo primario determina, en gran medida, el grado de afeccién
neurolégica del paciente y, a su vez, es un importante indicador del prondstico.

DANO PRIMARIO

La lesion medular traumatica puede generarse por cuatro mecanismos que
condicionan el dafio primario, como son el impacto con compresidn persistente, el
impacto con compresién transitoria, la distraccidon y la laceracidn/transeccion 3. El
mecanismo mas habitual es el provocado por una compresidn con presidn persistente.
Dicha compresiéon puede ser provocada por un fragmento de hueso o por el propio
hematoma generado por el impacto.

Se producen eventos sistémicos y locales, en los que se incluyen hipotension
sistémica, shock espinal, vasoespasmo, isquemia, trastornos homeostaticos y
acumulacion de transmisores entre otros fendmenos 2. El proceso se inicia con una
hemorragia local seguida de una interrupcién del flujo sanguineo, lo que provoca un
infarto debido a la hipoxia y a la isquemia secundaria. Este hecho dafia gravemente la
materia gris debido a sus altas necesidades metabdlicas. A su vez, la transmision

nerviosa es interrumpida por microhemorragias o edema cercano a la zona de la lesién
3

DANO SECUNDARIO
Respuesta Inmunomediada

La inflamacion, evento clave en la cascada del dafio secundario, ocurre
inmediatamente y persiste durante semanas incluso meses después de la lesidn
medular>.

Se secretan citoquinas proinflamatorias, incluyendo interleuquina (IL)-1B,
interleuquina-6, y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) que aumentan la inflamacién. La
respuesta inflamatoria es critica para la eliminacién de los restos celulares, que pueden
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prevenir la regeneracion de las neuronas supervivientes. De tos formas, la
sobreactivacion de la respuesta inflamatoria puede dafar el tejido sano y exacerbar la
lesién®.

La inflamacién producida tras la lesion atrae cuatro grandes categorias de células
inflamatorias: neutréfilos, monocitos, microglia y linfocitos T®.

Se producen dos fases en la respuesta leucocitica. Inicialmente, se produce una
infiltraciéon de neutrdfilos. Los neutrdfilos en el tejido espinal, elimina restos de tejido y
también libera citoquinas, proteasas y radicales libres, los cuales activan otras células
inflamatorias y gliales dentro de la cascada inflamatoria que finalmente pueden
provocar dafio neuronal o la muerte’.

Tras la lesidon también se produce una infiltracién de monocitos en la médula espinal
y su diferenciacién a macrofagos. Los macrofagos y la células gliales residentes activadas
secretan numerosas citoquinas, radicales libres y factores de crecimiento que pueden
afectar de forma positiva o negativa. Mientras los factores de crecimiento son criticos
para la supervivencia de las neuronas, los radicales libres y las citoquinas pro-
inflamatorias contribuyen a la expansion de la lesién 4. A su vez, el rol de los linfocitos
es controvertido. Existen argumentos de que algunos tipos de linfocitos, como los
linfocitos T reactivos, incrementan el dafio en los axones e inducen desmielinizacion
debido a la isquemia®. Otros argumentos indican que los linfocitos no son patoldgicos
sino que proporcionan proteccidn a las neuronas aisladas de la mielina®.

Asi, se confirma la existencia de diferentes efectos del sistema inmunitario en la
lesion medular de forma que su control o modulacidn se puede considerar como
potencial diana terapéutica para disminuir el dafio secundario de la lesién medular.
Daiio oxidativo

Muchos de los mecanismos secundarios afectan a la mitocondria. La mitocondria
tiene un papel muy importante en el metabolismo celular y en el mantenimiento de la
homeostasis del calcio celular?.

El dafio en el sistema nervioso central altera la habilidad de la mitocondria en la
respiracion celular y la fosforilacidn oxidativa. Se debe a la aparicidn de oxigeno reactivo
(ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS), evento que ocurre de forma temprana
tras la lesion medular®® y que produce un aumento del calcio intracelular, disfuncién
mitocondrial, descomposicién del dcido araquiddnico y la activacién de la éxido nitrico
sintasa. ROS y RNS producen, también, peroxidacion lipidica y dafio en proteinas y acidos
nucleicos'!. A su vez, los radicales libres generan dafio en el citoesqueleto y las organelas
mitocondriales. Adema3s, el dafio oxidativo incrementa la disfuncion mitocondrial y
contribuye al aumento del calcio intracelular que activan las proteasas, que también
dafian las proteinas del citoesqueleto 1°.

El dafio provocado por ROS y RNS es amplio y puede ser una causa principal de
muerte celular y perdida funcional tras la lesion medular.

De esta forma, ROS y RNS podrian ser dianas potenciales, asi como el Calcio, de forma
gue inhibiéndolo tendriamos un efecto neuroprotector como ocurre cuando se utilizan
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la ciclosporina A, capaz de inhibir el calcio inducido por los cambios de permeabilidad
mitoncondrial®?.
Excitotoxicidad

La lesion medular provoca una liberacién excesiva de glutamato, el mayor
neurotransmisor excitador del SNC. El aumento del glutamato provoca un dafio directo
en la médula y un dafio indirecto en la produccidn de oxigeno reactivo y especies de
nitrégeno asi como en alteraciones en la microcirculacion e isquemia secundaria3.

Olney introdujo el término “excitotoxicidad” para describir estos procesos producto
de la excesiva activacion del glutation que generaban dano neuronal. La excitotoxicidad
asume un papel central en la descripcion de mecanismos de dafio del SNC'3. La
activacion del receptor del glutamato resulta en la temprana acumulacién de sodio
intracelular con su consecuente edema citotdxico y acidosis intracelular?.

Las neuronas y los oligodendrocitos son particularmente vulnerables a la
excitotoxicidad del glutamato porque expresan una gama completa de receptores del
glutamato. El dafio excitotdxico sobre los oligodendrocitos y neuronas provoca una
desmielinizacion de los axones y una pérdida de neuronas entorno a la lesidn,
provocando una drastica reduccidn de la transmisién axonal®.

Apoptosis

En la fase aguda de la lesién medular, el dafio mecdnico provoca la muerte
instantanea de células por necrosis, que finaliza con la ruptura de la membrana celular.
Tras unas horas, otro tipo de muerte celular se inicia®. La apoptosis no provoca una
inflamacién asociada a la muerte celular, sino que provoca la fragmentacién celular
mediante una via programada que necesita energia y sintesis de proteinas’.Se sabe que
esta via programada de muertes neuronal estd implicada en la fisiopatologia de multitud
de desdrdenes neuroldgicos incluida la lesion medular 3.

La cascada apoptdtica se activa en neuronas, oligodendrocitos, microglia y, quiza,
astrocitos®. El mayor detonante parece ser el dafio inducido por el calcio intracelular.
Activa enzimas proteoliticas como caspasas y calpainas, que rompen las proteinas del
citoesqueleto desencadenando la muerte celular® >,

Trastornos vasculares

Los mecanismos vasculares que tienen lugar tras la lesién medular incluyen:
isquemia/reperfusidon, hipotension sistémica (shock neurogénico), hemorragia
(principalmente en materia gris) y trastornos microcirculatorios*. Se producen graves
hemorragias tras la lesidn principalmente en la materia gris, provocando una necrosis
hemorragica y la consecuente mielomalacia en la zona de la lesién?®.

Inmediatamente después de la lesién se produce una reduccidn del flujo sanguineo.
Esta isquemia empeora con el paso de las horas. Los mecanismos no estan claros pero
se asocian a vasoespasmo secundario al dano mecanico o a aminas vasoactivas. La
isqguemia estd, a su vez, implicada en la formacion de edema local lo que incrementa el
dafo medular. La pérdida de microcirculacién, la interrupcién directa de los pequefios
vasos y la hemorragia provocan un fallo en la autorregulacién® 1. La isquemia y
reperfusion producidas inducen dafio endotelial mediado por radicales libres y la
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produccion de productos toxicos!’. La produccién de radicales libres se produce
principalmente en el momento de reperfusidn e incluye: superdxido, radicales hidroxilo,
oxido nitrico y otros oxidantes de alta energia.

Estas especies altamente reactivas contribuyen al estrés oxidativo, mecanismo
patoldgico que contribuye al dafio secundario de la lesién medular.

En definitiva, el estrés oxidativo resultante de los compromisos en la microcirculacién
contribuyen a la lesién medular y estan intimamente relacionados con otros mediadores
de dafio secundario®.

Shock Neurogénico

El shock neurogénico se caracteriza por la triada hipotension, bradicardia e
hipotermia. Se sabe que la lesion medular causa hipotension por la pérdida de tono
simpatico y la disminuciéon de la resistencia periférica®. La bradicardia ocurre sin
oposicion vagal debido a la interrupcién simpética que nutre al corazén®®.

Sin tratamiento, la cascada neurogénica exacerba el dafio del tejido nervioso y
favorece la morbilidad y la mortalidad*®.

Cavitacion

Un fendmeno que se afiade a la complejidad de la regeneracién es la progresion de
una cavitacién central en la cual, desde dias hasta meses, la lesion medular puede
expandirse y generar una cicatriz glial mucho mayor que en el momento inicial®®.

Varios estudios sugieren que la cavitacidn esta relacionada con procesos de isquemia,
hemorragias, actividad de las lisozimas, infiltracion de macréfagos e inflamacion®.

El ambiente influencia el crecimiento intrinseco de una neurona lesionada. Durante
la lesidn numerosas moléculas actuan con efecto inhibidor en la regeneracién axonal.
Después de la lesién, la interrupcion de axones mielinizados y la muerte de los
oligodendrocitos, resulta en numerosos restos de mielina 2°.

Parte de estos eventos tienen lugar en las diferentes fases de la lesién medular

traumatica (Tabla 1):
AGUDA SUBAGUDA (¢:0] ][

Hipotension sistémica

Vasoespasmo Vasoespasmo
Muerte celular Muerte celular
Isquemia Isquemia
Edema Edema
Alteracion homeostasis Alteracion homeostasis
Acumulacion de Acumulacion de
neurotransmisores neurotransmisores
Compromiso de membranas Compromiso de membranas
plasmaticas plasmaticas

Produccién de radicales libres
Peroxidacion lipidica
Exceso de 6xido nitroso
Exceso de noradrenalina
Descenso de ATP
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Invasion células inflamatorias
Factores inhibitorios de
crecimiento neuronal
Compresion vertebral/
Inestabilidad columna

Alteracion canales i6nicos y
receptores
Procesos regenerativos
Neurocircuitos alterados

Siringomelia

Rectangulo superior: Eventos comunes en las fases aguda y subaguda (marcado en el mismo tono de azul).
Recténgulo inferior: Eventos comunes en las fases subaguda y crénica (marcado en el mismo tono de azul).
Tabla 1: Fendmenos que tienen lugar en las diferentes fases de la lesion medular traumatica. Versidn adaptada

QOyinbo, CA (2011) 4.

(o INFLAMACION  APOPTOSIS
* Liberacion GLUTAMATO

* Efectos Vaculares : VASOESPASMO
TROMBOSIS HEMORRAGIA

* EDEMA ISQUEMIA

Factores
Locales

Factores
Sistémicos

B Activacion ROS

‘i":l‘"‘ "e'i‘"’fé'l‘"" *  Activacién Receptor
*Fallo respiratorio
NMDA

ISQUEMIA Cambios iones de
membrana

Dafio Membrana

\ Celular

[ « MUERTE CELULAR

Principales eventos de dafo secundario producido tras la lesion medular
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FASES DE LA LESION MEDULAR

En la médula espinal dafiada por compresién o traumatismo, la secuencia temporal
de los cambios anatomopatoldgicos tras una lesién se compone de tres etapas: aguda,
subaguda y crénica?®.

AGUDA

La fase aguda tiene lugar en las primeras horas después de la lesién. Inmediatamente
tras el trauma se produce una ruptura de la barrera hematoencefilica y los vasos
sanguineos locales, ocasionando una alteracidon de la microvasculatura e induciendo
hemorragias petequiales. Se genera un edema y la destruccion de los capilares provoca
isquemia, anoxia e hipoglucemia. Debido al reducido flujo sanguineo durante estas
primeras horas, se producen cambios necréticos en la sustancia gris que afectan tanto
a las neuronas como a la glia 2% 27,

La necrosis y la degeneracidn de la mielina de los axones sigue 8-24 horas mas tarde
y después de 48 horas los macréfagos acuden para eliminar la mielina generada y los
restos celulares. Ademas, sustancias como los tromboxanos, los leucotrienos, el factor
activador de plaquetas, la serotonina y los opioides enddgenos, contribuyen a reducir el
flujo microcirculatorio.

Entre las cuatro y las 24 horas siguientes el rango metabdlico aumenta y se inicia un
metabolismo oxidativo en el tejido originando una acidosis lactica. Por otra parte, el
edema generado por la interrupcién del flujo sanguineo es maximo en los primeros dias
tras la lesion afectando inicialmente a la porcién central del corddn espinal y de forma
centrifuga a la sustancia blanca. Este ambiente induce liberacion de bradicininas,
citoquinas, histaminas y Oxido nitrico que, a su vez, contribuyen a aumentar la
permeabilidad vascular. Todo ello afecta a las concentraciones de iones, perturbando la
excitabilidad y la transmisidn sindptica. Esto provoca una acumulacién de calcio
intraaxonal y una disminucién de calcio extracelular. La concentracién total de calcio
alcanza sus valores maximos ocho horas tras la lesién permaneciendo elevado durante
una semana. Se sabe que el exceso de calcio tiene un efecto nocivo sobre las neuronas
y que la activacidn de las fosfolipasas dependientes de calcio, como la fosfolipasa Cy A2,
provocan una alteracién de la membrana celular y la produccién de diferentes
compuestos como los tromboxanos y los leucotrienos entre otros, que promueven el
dano tisular y la inflamaciéon. A su vez, la elevacidn del calcio intracelular estimula la
liberacion de aminodcidos excitatorios como el glutamato y el aspartato, cuya
concentracion maxima ocurre minutos después de la lesién, siendo muy tdxicos para las
neuronas que no sufrieron dafio?®.

SUBAGUDA

En esta fase tiene lugar la activacion de las células gliales como consecuencia de la
necrosis, la hemorragia e isquemia local posteriores al trauma. Durante la primera
semana se forman las dreas isquémicas que daran lugar a cavidades y quistes durante la
fase croénica. Los quistes se forman principalmente de microglia y astrocitos. De hecho,
la “cicatriz glial” consiste en una acumulacion de astrocitos fibrosos hipertréficos en la
superficie de la lesidn, llamados astrocitos reactivos.
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Estos astrocitos muestran incremento en la expresion de filamentos intermedios que
son reconocidos por anticuerpos contra la proteina fibrilar dcida de la glia (GFAP). Esta
respuesta alcanza un mdaximo a los 14 dias de la lesion, pero permanece hasta 28 dias
después. La cicatriz glial constituye uno de los mayores obstaculos para la restitucién de
las conexiones lesionadas, ya que la superficie de los astrocitos reactivos cambia debido
a la expresion de proteoglicanos inhibidores de la iniciacion, adhesién, crecimiento y
orientacién de las neuritas. Se produce una infiltracién de células inflamatorias. Primero
se infiltran los granulocitos polimorfonucleares en funcion de la hemorragia producida
durante la lesién ya que se producen fuertes quimioatrayentes y posteriormente los
monocitos-macrdfagos que fagocitan el tejido muerto. Otros tipos celulares que se
infiltran son las células de Schwann, células meningeas y fibroblastos, implicindose en
procesos de proliferacion de fibroblastos y angiogénesis 25 %7,

CRONICA

Tanto la fase aguda como la subaguda son etapas muy inestables, en las que los
cambios moleculares y celulares son continuos. Se considera fase crénica al estado de
la lesion mas estable, en el cual no se espera observar grandes cambios histolégicos ni
funcionales en el individuo lesionado. El intervalo de tiempo a partir del cual una lesion
alcanza su estado cronico depende del tipo de lesion y del propio individuo 2.

Aun asi, el proceso degenerativo de la médula espinal continua. El tejido neural
cercano al drea de lesion presenta actividad eléctrica y actividad funcional deprimidas y
evoluciona a lo que se conoce como lesion secundaria y posiblemente es responsable
de la pérdida de funcidén neuronal. Las neuronas muertas no son reemplazadas, los
axones lesionados no se regeneran y los trastornos funcionales son permanentes 2°.

La pérdida de mielina es dependiente del tiempo y empieza a las 24 horas de la lesion.
A los siete dias, los axones ya no poseen proteccidon de mielina y la desmielinizacion
aumenta después de dos semanas debido a que las células inflamatorias inician un
estado de inflamacién secundario. A las tres semanas, algunas fibras presentan
degeneracion walleriana y pérdida del didametro axonal. En zonas adyacentes a la lesidn
medular se encuentran formas inmaduras de oligodendrocitos no dafiadas, que al
madurar son capaces de remielinizar algunos axones. Se ha detectado remielinizacién
por células de Schwann en lesiones con una gran degeneracidn walleriana. Lo que indica
que las neurotrofinas, debidas a las células de Schwann o las administradas de forma
exogena, pueden inducir regeneracion axonal 2. A nivel macroscdpico, se produce un
considerable adelgazamiento dorsoventral de la zona de la lesion?’.

MODELO DE LESION MEDULAR CRONICA EN ROEDOR

Los modelos animales son un elemento critico para el desarrollo de terapias
experimentales en la reparacién de la lesion medular. Diversas especies han sido y son
utilizadas como modelo de lesidon medular 28-3°, Sin embargo, la rata es la especie mas
utilizada, principalmente por su coste, accesibilidad, facilidad de cuidados y la existencia
de técnicas de andlisis funcional bien establecidas, aunque los ratones también son
ampliamente utilizados por la habilidad de modificar su genoma3™.
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Por otra parte, cada modelo presenta sus propias limitaciones partiendo de la base
de que ningun modelo animal expresard exactamente las mismas condiciones que
tienen lugar en la clinica habitual. Los modelos de transecciéon son dificiles de
estandarizar y la lesidon provocada requiere unos cuidados intensivos que dificultan
dicha estandarizacion, los modelos de contusién controlada permiten reproducir los
experimentos pero son caros y la lesiéon que generan dificulta la diferenciacidon entre
axones regenerados y axones respuestos y los modelos fotoquimicos no unifican la
extension del drea afectada.

Otro elemento a tener en cuenta es localizacién de la lesidén ya que generar un
modelo de lesién cervical es muy complejo dadas las complicaciones que pueda
presentar al verse afectada la inervacidn cardiorespiratoria, a pesar de ser la lesion mas
habitual en humanos. No hay que olvidar el abordaje necesario para muchos modelos y
la anestesia empleada. La realizacion de una laminectomia tiene un impacto a nivel
fisiopatoldgico mayor que aquellos métodos, como la compresion por baldn, que no la
realizan por la afeccidon de tejido que conlleva la propia técnica. A su vez, la anestesia
puede afectar a la presion sanguinea, la frecuencia respiratoria, el metabolismo del
animal, etc... 32.

La mayoria de las lesiones medulares son causadas por accidentes de coche, caidas o
accidentes deportivos resultando una repentina compresién por la invasion del canal
medular, ya sea por el disco intervertebral o por el hueso.

El modelo de contusién es el modelo animal mas ampliamente utilizado, cuya base
radica en el impacto realizado a través de una mdaquina directamente sobre la médula
espinal, como la caida de una pesa con un peso especifico, conocido como New York
University Impactor. El impacto variara en funcién de la distancia de la pesa y de su peso.
El primer modelo de contusion controlado fue descrito por Allen en 1911 en el cual la
caida de la pesa liberaba una cantidad definida de energia sobre la medula espinal
expuesta, provocando una compresion y un desplazamiento de la médula®?.

Mds tarde, Noyes (1997) describié un modelo de impacto electromecénico, ahora
conocido como Ohio State University (OSU) Impactor. Este modelo se basa en la
utilizacidn de un solenoide montado sobre un marco rigido con una punta que impacta
directamente sobre la médula espinal expuesta siendo la médula firmemente sujeta. Un
estudio demuestra la existencia de 3 diferentes niveles de lesidn siguiendo la escala de
Tarlov 33. Tal y como sucede con el modelo de la pesa, los déficits funcionales aparecen
inmediatamente y se observa una mejoria que presenta un plato a las 2-3 semanas tras
la lesidn. Estudios describen déficits motores y de recuperacidn valorados con el plano
inclinado, el test grid-walking asi como el analisis de la pisada o la escala BBB. El sistema
OSU proporciona un buen control de los aspectosbiomecanicos del método como
velocidad, profundidad de compresién y fuerza 3% 3.

En 2003 surgid un método similar al OSU que utiliza la fuerza en lugar del
desplazamiento del tejido para lesionar la médula espinal de la rata 3¢. También requiere
la exposicion de la médula espinal y una rigida estabilizacién de la columna vertebral.
Una principal caracteristica de este Impactor, producido por primera vez por Infinity
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Horizon (IH), es la habilidad de producir lesiones reproducibles sin tocar o manipular la
médula antes del impacto. La lesidn generada imita fielmente la lesion vista en humanos
mejor que el modelo de transeccién. En el proyecto TIME to MOVE empleamos este
dispositivo de Infinity Horizon para realizar las lesiones (Figura 1).

El modelo IH se situa sobre la superficie expuesta de la médula espinal y desplaza la
médula hasta aplicar la fuerza predeterminada, a partir de la cual el Impactor se retira.

Una ventaja de este sistema es la monitorizacién de varios parametros biomecanicos
como velocidad, fuerza, compresidén/desplazamiento del tejido, y eso permite la rapida
eliminacidn del estudio de animales que no cumplan estandares establecidos. Aunque,
por otra parte y en comparacion con el modelo de transeccién es mas dificil distinguir
entre tejido repuesto y tejido regenerado 2% 3>,

a. Impacto por contusién severa enT8

b. Hematoma en tejido medular tras
impacto severo

c. Registro de la fuerza y el
desplazamiento producido durante
el impacto

Figura 1: Impacto en médula espinal por contusion severa con Infinity Impactor
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TERAPIA CELULAR BASADA EN EL USO DE PRECURSORES NEURALES (NSC)

Las células madre neurales (NSCs) son células multipotentes con la habilidad de
diferenciarse a neuronas, oligodendrocitos y astrocitos. Poseen una elevada capacidad
de autorenovacién siendo capaces de renovar las neuronas dafiadas y remielinizar
axones desmielinizados pero dicha capacidad no es suficiente para restaurar una lesién
medular 3. Debido a estas cualidades, son células candidatas a ser empleadas en la
reparacion de la lesion medular, de hecho ya se han iniciado algunos estudios
traslacionales con ellas, sea su origen cerebral o espinal 2°,

Sus caracteristicas difieren seguin su origen sea la médula espinal o el cerebro 3. En
el adulto se localizan principalmente en el tejido adyacente a los ventriculos, aunque
también se ha comprobado que el canal central de la médula espinal, el canal
ependimario, es fuente de precursores neurales capaces de diferenciarse 3% 4,

Estas células pueden ser aisladas y expandidas in vitro, habitualmente como
neurosferas. Su principal uso en lesién medular estd focalizado en el reemplazo de
tejido, principalmente neuronas y oligodendrocitos, asi como la provisiéon de factores
tréficos que apoyen la supervivencia del tejido neuronal. De hecho, se ha demostrado
gue las NSCs son capaces de secretar diversos factores como el factor de crecimiento
nervioso (NGF), el derivado cerebral (BDNF) y el glial (GDNF), in vitro e in vivo 241,

El crecimiento en condiciones in vitro de las NSCs muestra que son capaces de
mantener su capacidad de autorenovacién tras varios pases y que son capaces de
secretar factores neurotréficos 4> %3, aunque una desventaja del uso de estos
precursores cultivados in vitro para diversas terapias es la disminucién de su potencial
de diferenciacién tras varios pases.

Hay pocos estudios que traten sobre la integracion de las NSCs y su mecanismo para
promover la recuperacion funcional cuando son transplantados en la médula espinal
lesionada #4. Sin embargo, si se ha descrito que la manipulacién y tratamiento in vitro
previo al trasplante es crucial para la supervivencia y la integracién celular #> 46, Por
ejemplo, el cultivo celular en monocapa mejora la proliferacion de las NSCs
multipotentes, mientras el cultivo de neurosferas es mas restrictivo. Interesantemente,
los cultivos en monocapa y de neurosferas no se comportan igual tras el trasplante 4748,

Investigadores como Shihabunddi y Lu demostraron que la diferenciacién in vivo de
las NSCs estaba muy relacionada con el ambiente. Las células trasplantadas en el
hipocampo se diferenciaron a neuronas mientras que las trasplantadas en la médula
espinal lesionada solo a células gliales*®, aunque otros estudios han conseguido que la
diferenciacién se produzca tanto a células gliales (31.2% de astrocitos y 50% de
oligodendrocitos) como a neuronas (1%), aunque en menor proporcion *°.

Por otra parte, diversos estudios de trasplante de NSCs en medula espinal lesionada
observan resultados beneficiosos en la recuperacion funcional en modelos
experimentales pero su mecanismo aln no se conoce bien 3% 5%,

Como hemos comentado, el canal ependimario posee también una fuente de
precursores neurales. Las células ependimarias ciliadas no existen a lo largo del tubo
neural inmaduro, y conforme las células de la zona ventricular y las células gliales
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radiales retroceden, el canal central y los ventriculos son gradualmente cubiertos por
epéndimo ciliado *2. En 1992, Sarnat describié las funciones secretoras de las células
ependimarias fetales pero ya indicé que el epéndimo de cerebro adulto tenia funciones
a definir. Indicé que la superficie basal de las células ependimarias expresa proteinas de
matriz extracelular que funciona como guia para los axones, al menos en invertebrados
>3, También se ha definido una actividad importante a los cilios ependimales, los cuales,
crean unas diferencias de gradiente en el liquido cefalorraquideo que sirve para la
migracion de los neuroblastos >4,

En los ultimos afios han surgido evidencias que sugieren que un pequeiio grupo de
células ependimarias en el polo dorsal del canal central de la médula espinal de ratones
adultos, distinto a las células de la zona ventricular, pueden tener potencial como célula
madre tras una lesion medular °%>°> . Ademas son capaces de responder al EGF y FGF2
56

En una médula no lesionada, los astrocitos y las células ependimarias proliferan para
mantener la poblacidon mientras los progenitores de oligodendrocitos se autorenuevan
y generan mas oligodendrocitos maduros. Tras una lesion medular las células
ependimarias o epSPC aumentan y se diferencian ®’ y, de hecho, constituyen la principal
poblacién celular en la médula espinal intacta con propiedades in vitro de células madre
neurales®, pero el origen del incremento de células madre neurales que se produce tras
la lesién es desconocido. Este incremento se ha comprobado mediante cultivo de esta
poblacién de precursores, células ependimarias (epSPC), de animales sanos o tras lesion
medular y se observé que la proliferacidn in vitro fue 10 veces mayor en los cultivos de
epSPCs de animales tras lesion medular en comparacién con los cultivos de animales sin
lesion. Resultados previos de nuestro laboratorio demuestran en el modelo de lesién
agudo, que esta poblacidn de precuroses neurales, activados tras la lesidon y con mayor
capacidad proliferativa, rescatan la actividad locomotriz de ratas con lesién medular
cuando son transplantadas inmediatamente tras la lesién °! (Figura 2).

A su vez, las células madre ependimarias son capaces de migrar a la zona de la lesion.
Muestran inmunoreactividad a Sox9 y vimentina en su mayoria, aunque una pequeiia
poblacién expresa Olig2, marcador de oligodendrocitos inmaduros.

En nuestro grupo de investigacién hemos demostrado que el trasplante de células
madre neurales, células ependimarias (epSPCs) y oligodendrocitos prediferenciados
(OPCs) de una rata lesionada provoca una recuperacion de la funcién motora cuando
son trasplantadas en fase aguda, inmediatamente tras lesién >! (Figura 2)
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Figura 2. Transplante de células ependimarias en el modelo de lesion medular agudo. A la izquierda se muestra el
estudio funcional, de | actividad locomotriz, de animales trasplantado con celulas ependimarias (epSPC), precursores
de oligodendrocitos (OPC) o solo con medio de cultivo (Control). A la derecha, las imagenes muestran el estudio
histoldgico del tejido medular dos meses tras lesion y trasplante. En verde se visualizan las células ependimarias
trasplantadas.

El tipo de modelo animal, el momento del trasplante y el tipo de lesién también
afectan a la recuperacion, y aunque la comunidad cientifica apuesta por las NSCs
considerando su efectividad y su menor capacidad de generar tumores en comparacion
con las células embrionarias, una caracterizacién de las NSCs adultas y su aplicacion en
las diferentes lesiones espinales son necesarios para incrementar los estudios
traslacionales 2°,

En mamiferos superiores, incluidos los humanos, la proliferacién de dichas células
tiene lugar principalmente en el periodo embrionario y post-natal *° pero la presencia
de epSPCs en la médula adulta sugiere que los mecanismos enddgenos pueden ser
empleados en la reparacidn de lesiones medulares también en el individuo adulto.
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OBJETIVOS CONCRETOS DEL TOTAL DEL PROYECTO (DE 3 ANOS) (transcritos
directamente desde el proyecto en su version inglesa)

1) Cell replacement/transplantation of epSPC in chronic stage: Allosteric ependymal stem-
progenitor cells, from adult spinal cords, will be transplanted into the intramedullar space
and this will be compared to the intrathecal via of administration. IN RATS

2) Nanomedicine application for neuroprotection and axonal growth promotion: Individual
polymeric conjugations have been firstly approached for Fasudil as axonal growth
promotor. In the second stage of the project simple polymeric conjugates of Curcumin PGA
will be developed for neuroprotection. Based on the property of multivalency provided by
the use of polymeric carriers, a multiple conjugation of several bioactive agents in the same
polymer, neuroprotector, axon elongator will be constructed for a markedly enhancing the
therapeutic value of these independent macromolecules. Once assessed the biological
activity of the individual polymeric conjugates, both drugs (Fasudil and Curcumin) will be
incorporated to the same polymeric backbone vyielding a combination therapy
nanomedicine for neuroprotection and axonal growth promotion.

3) Combinatorial approaches: cell transplantation and pharmacological treatment of the
previous conjugates

4) Experimental probe of concept of previous objective by using human ependymal cells.

a. Toimprove the possibilities for tissue collection and in vitro characterization will
be the priority together with a set-up of animal-free protocol development for
better translational application of the cell isolation method.

b. In vivo human cell transplantation form the generated cell bank for functional
analysis and histological studies for cell survival and cell integration or rejection
will be performed in rodents

The proposed strategy is a convergent approach from individual efforts of two groups, V
Moreno and MJ Vicent labs, focusing on functional regeneration of SCI chronic lesions favouring
axonal regeneration and/or neural/glial protection by cell replacement- and nanomedine-based
approaches.

Although this proposal is based on a rodent experimental model we have incorporated
aspects to adapt the classical cell transplantation and pharmacological approaches to a more
innovative and efficient application for a more compatible translational strategy. To do so we
will first try to optimize the intrathecal administrations, either for cell transplantation
approaches or pharmacological delivery.

Second, we will conduct the polymer conjugation mainly with those molecules that have
already shown functional properties with no toxic or important side effects and be able to be
scaled in a high dimension. Third, this proposal includes the promotion, in tight collaboration
with the Clinicians from different Hospitals in Spain to obtain human samples from spinal cords
from organ donors post-mortem. From these samples we set up the procedure to efficiently
isolate human ependymal cells and we reproduce the transplantation experiments done with
rat ependymal cells transplanted in rats, in this case under immunosupresants treatment.
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Objetivo 1: Cell replacement/transplantation of epSPC in chronic stage

ADMINISTRACION UNICA, EN LESION MEDULAR CRONICA, DE epSPC
INTRAMEDULARMENTE:

Hemos realizado una primera fase que por un lado nos ha permitido poner a punto
el modelo de lesion medular por traumatismo severo y cronico como modelo base
para los tratamientos celulares y farmacolégicos asi como para desarrollar parte del
primer objetivo, que es el rescate de funcidon locomotriz tras trasplante Unico de
células ependimarias.

Hemos realizado el trasplante de precursores neurales adultos (epSPCi)
intramedularmene, por inyeccién en el tejido medular, en la zona de la lesién, y con
inyeccion Unica, una vez estabilizada la lesion y cuando la regeneracion espontanea
no mostré mas cambios significativos en el test locomotriz (BBB, Figura 3), alrededor
de la semana 5 tras lesidon medular. En este estudio tenemos dos grupos, un grupo
de animales con lesiones muy severas (Figura 3A) y un grupo de animales con
lesiones menos severas y que han evolucionado con con mejores recuperaciones
espontaneas (Figura 3B)
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Figura 3: Valoracidn de la recuperacion funcional a lo largo de la cronificacion de la lesion medular. A: Grupos con
lesion medular severa. B: Grupos con lesion medular leve. Obsérvese en la grafica A como los valores alcanzados en
la valoracién BBB se encuentran entre 6 y 7 mientras que la grafica B muestra valores superiores, indicando una lesion
medular mas leve. A: Grupo epSPCs. B: Grupo control.

El estudio funcional de la actividad motora resulta del seguimiento en el tiempo de
las valoraciones del BBB, siendo los valores medios los representados en la Figura 4. Asi,
en la segunda fase del estudio, una vez realizado el trasplante, se observd una
recuperacién funcional en los grupos trasplantados dependiente en el tiempo.

Por otra parte y tal y como se puede observar en la Figura 4, en el grupo
experimental de lesién severa (A), ambos grupos, control y trasplante, mejoran de
forma paralela y espontaneamente su actividad locomotriz tras la lesion medulary antes
de la intervencién celular como hemos comentado anteriormente en la figura 1. Entre
la quinta y sexta semana tras LM la recuperacion funcional espontdnea se estabiliza sin
mostrar mejoras reflejadas en la escala de BBB durante tres semanas mas. Esta
estabilizacién del BBB nos permite considerar la lesion medular ya cronificada. Cuando
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se realiza el trasplante, en la semana 0, se observa una pequefia depresion en la funcién
locomotriz en ambos grupos, en la primera semana tras trasplante con epSPCi o
inyeccion de medio en el caso del grupo control, presumiblemente por Ila nueva
intervencién quirurgica en ambos grupos. El grupo control se recupera del orden de un
grado en la escala BBB y se mantiene de media en ese nivel durante las 16 semanas
posteriores de estudio. Sin embargo, el grupo trasplante mejora significativamente en
la escala de valoraciéon funcional en comparacién con el grupo control hasta el final del
ensayo (Figura 4A). Animales con una valoracion de 6 en el BBB en el momento del
trasplante fueron capaces de alcanzar valores de 8 y 9 en dos semanas, pasando de un
estado en el que Unicamente pueden movilizar dos o tres articulaciones a otro en el que
posicionan la extremidad en posicién plantar e incluso cargan peso. En el grupo
experimental de lesion leve (Figura 4B), los grupos en los que ya parten de un estado
con apoyo plantar (valoracién 8 y 9 del BBB), los animales son capaces de alcanzar
estados en los que hay soporte de peso y coordinacion en el movimiento (valoracién 14-
15). Sin embargo, y a pesar de que la tendencia en los animales trasplantados muestra
mejor recuperacion funcional, en este grupo experimental, de lesidn leve, la dispersion
interindividuo es mayor, resultando no significativa la diferencia entre ambos grupos,
control y trasplantado.
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Figura 4: Valoracion de la funcion motora empleando la escala del test BBB a lo largo de todo el estudio. En la
imagen A se encuentran las valoraciones del grupo de lesion medular grave y en la grafica B las valoraciones de los

16 LABORATORIO DE REGENERACION NEURONAL Y TISULAR (Dra V. MORENO)
LABORATORIO DE POLIMEROS TERAPEUTICOS (Dra M2 J. VICENT)



REPORT DE RESULTADOS DEL PROYECTO TIME TO MOVE
(2014-2017)

grupos con lesién medular leve. A: Grupo epSPCs. B: Grupo control. En la grafica A se representan con asterisco los
tiempos en los que existen diferencias entre el grupo trasplante y el grupo control (*p< 0,05) En la gréfica B no se
observan dichas diferencias.

De forma complementaria, se realizd otra valoracién de la funcién motora también
mediante el test automatico de la pisada también llamado Catwalk®. Dicho test se
realizd en animales con diferente grado de lesién medular, sin embargo, su andlisis solo
se pudo llevar a cabo en aquel grupo de animales que presentaban a partir de un grado
8 en la escala BBB, con posicidon plantar y cierto soporte de peso.

Los animales con una valoracién del BBB superior a 8, con capacidad de realizar
posicidon plantar en las extremidades posteriores, si permiten el uso e interpretacion de
los resultados de este test (Figuras 5y 6). Este test permite valorar la pisada y la calidad
de las mismas de ambas extremidades, traseras y delanteras, con valoracién de la
coordinacion en el desplazamiento, y ademds permite valorar el uso de otras
estructuras que no intervienen directamente en el marcha pero que resultan indicativos
de la recuperacién funcional, como son el arrastre de las rodillas, las caderas, el
abdomen, la cola o incluso la nariz.

En la Figura 5 se muestra un ejemplo de un registro en la semana 14 post trasplante
de un animal trasplantado con epSPCi, con un valor en la escala BBB de 17. El registro y
posterior andlisis de la pisada muestra que este animal utiliza las extremidades
anteriores y posteriores siguiendo un patrén aparentemente normal en la marcha como
puede observarse en la imagen donde las extremidades aparecen representadas por
colores. Las extremidades anteriores derecha e izquierda se representan en verde y rojo,
respectivamente. Las extremidades posteriores en la misma gama de colores pero con
mayor intensidad. Se ha indicado, también, con las letras A, B, C y D. En la imagen
central, obsérvese que no existe contacto de otras estructuras como las rodillas, las
caderas, la cola o la nariz.

Sin embargo en la Figura 6 se muestra el resultado del analisis del Catwalk en un
animal control con 13 en la valoracion BBB, también en la semana 14 post trasplante.
Obsérvese como utiliza las extremidades anteriores y posteriores siguiendo un patrén
aparentemente normal en la marcha. Las extremidades derecha e izquierda se
representan en verde y rojo, respectivamente. Las extremidades posteriores en la
misma gama de colores pero con mayor intensidad. En la imagen central, obsérvese
como existe un arrastre del abdomen (se indica en azul en la imagen), principalmente, y
de otras estructuras como las rodillas
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Figura 5: Resultados del analisis del test Catwalk en un animal trasplantado con epSPCi del grupo
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Figura 6: Resultados del analisis del test Catwalk en un animal control del grupo experimental de lesiones
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leves

El drea de la pisada de cada una de las extremidades, anteriores y posteriores asi
como los contactos mas habituales de otras estructuras, como el abdomen y la cola, se

resumen en la Figura 7:
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Figura 7: Uso y contacto de estructuras en la marcha. Superficie de contacto expresada como pixeles. A mas pixeles,
mas contacto y por tanto mas arrastre. EPs: Extremidades Posteriores. EAs: Extremidades Anteriores. A: Grupo
Control lesidn leve (n=6) B: Grupo Trasplante lesién leve (n=10). En la tabla adjunta los resultados del estudio de
distribucién de frecuencias.

ESTUDIO HISTOLOGICO Y ESTRUCTURAL DE LA MEDULA ESPINAL TRAS LESION
MEDULAR CRONICA

Una vez concluido el estudio funcional in vivo de la actividad motora en este grupo
experimental, en la semana 16 tras el trasplante, todos los animales fueron
eutanasiados.

El estudio microscopico incluye el andlisis del espesor que presentaban las
médulas en la zona de la lesidn, asi como el area que abarca la arquitectura o anatomia
desestructurada en la zona de lesién. También se realizé un estudio mas detallado de la
morfologia bajo microscopia electrdénica.

En primer lugar se muestran los resultados del estudio de espesor en el grupo de
lesién severa (Figura 10). En las figuras 12 Al y A2 se puede apreciar el sistema de
medida utilizado. Como se puede observar, el grupo trasplante epSPCis aun
presentando espesores completos inferiores al grupo control, presenta mayor
uniformidad a lo largo de toda la zona de la lesién, mientras el grupo control muestra
un descenso importante en el epicentro. Se realizé un test Mann-Whitney para el
analisis estadistico entre grupos, mostrando diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (p=0,002).

19 LABORATORIO DE REGENERACION NEURONAL Y TISULAR (Dra V. MORENO)
LABORATORIO DE POLIMEROS TERAPEUTICOS (Dra M2 J. VICENT)



REPORT DE RESULTADOS DEL PROYECTO TIME TO MOVE
(2014-2017)

R .. R a;—,maam-ﬁg&iz@
+ +epSPCs Contro

0. 0-+—7F—"7F——

Figura 10: A: Secciones longitudinales de médula espinal tras tincion con H/E. Al: Trasplante. A2: Control. La
disposicion de las médulas se utilizo para realizar el calculo del espesor mediante el Adobe PS2. B: Resultados en mm
del espesor de las médulas de los grupos control y trasplante con lesién severa. Ambos grupos presentan diferencias

estadisticamente significativas (p=0,002). A: Grupo epSPCs (n=11). M: Grupo control (n=7). p value<0.05
comparando con el grupo trasplante (+epSPC)

Dentro del estudio ultraestructural se realizaron cortes ultrafinos de seccién
transversal con el fin de detectar a través del detalle ultraestructural el proceso de
remielinizacidn incipiente en ambos grupos, control y trasplantado con epSPCi (Figuras
11-12). En los animales trasplantados se observaron axones mielinicos valorados de
forma cualitativa en mayor cantidad que en los controles. A su vez, las vainas de mielina
presentes en el area de lesidn de los animales trasplantados estaba mejor organizada,
con menor deformidad y se observaron numerosos de oligodendrocitos activos
produciendo dicha mielina. En los controles se encontraron abundantes astrocitos
reactivos que se localizaban principalmente formando la barrera en la zona cicatricial,
entre la lesién y el tejido externo (Figural3).
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Se observaron estructuras compatibles con células fagociticas llenas de material
de desecho, tanto en el control como en el trasplante. Valorando de forma
cualitativamente, estas estructuras resultan mayoritarias en el control que en el

trasplante (Figura 14).

Figura 11: Imagenes representativas de microscopia electrénica de transmision. A y B: Imagenes de animales
control. Cy D: Imagenes de animales trasplantados. A: Axones mielinicos (sefialados en rojo) y amielinicos (sefialados
en amarillo), estos ultimos en gran cantidad. B: Axones mielinicos de la zona externa a la lesion. Obsérvese la
deformidad de las vainas de mielina. C: Axones amielinicos y oligodendrocitos produciendo mielina en la zona de la
lesion. D: Axones mielinicos de la zona externa a la lesion con morfologia similar a la normalidad.
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Figura 12: Imagenes representativas de microscopia electronica de transmision. A y B: Imagenes de animales
control. Cy D: Imagenes de animales trasplante. A: Célula anormal compatible con oligodendrocito. B: Célula anormal
compatible con astrocito reactivo. C: Oligodendrocitos activos produciendo vainas de mielina. D: Astrocito y

extensiones astrocitias.

i T Yeums :
Figura 13: Imagen de microscopia electrénica. Astrocitos reactivos formando la cicatriz glial.
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Figura 14: Imagen de microscopia electrdnica. Células fagociticas llenas de debris celular.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas se evalud la extensién de la cicatriz glial,
compatible con el drea de lesidn en los diferentes grupos. Para ello se utilizé el marcador
de astrocitos GFAP, de forma que se delimitara la barrera astrocitica que forma la cicatriz
glial (Figura 15):

Figura 15: Imagen inmunohistoquimica del estudio del area cicatricial. A: Animal Control. B: Animal trasplante. Se
observan en verde las células trasplantadas. En ambas imagenes, se observa el area GFAP negativa que delimita el
drea cicatricial (drea delimitada por la linea roja).

Se realizé un estudio comparativo cuantificando la extensién de la cicatriz glial
delimitada por la reactividad de GFAP como marcador astrocitario, entre ambos grupos,
control y trasplante. El estudio estadistico reveld que no existian diferencias entre las
medias de ambos grupos siendo el valor p 0,76. (Figura 16).
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Figura 16: Representacion grafica del area de lesion en el grupo control (negro) y en el grupo trasplante (rojo). La n
de estudio fue 5y 8, respectivamente.Se indican los resultados del estudio de distribucidén de frecuencias obtenidos.

Establecida el drea de lesidon se localizaron las células trasplantadas con el fin de
comprobar si habian sido capaces de migrar desde el punto de inyeccién y se observé
como las células epSPCi, GFP positivas, trasplantadas habian sido capaces no solo de

migrar sino de atravesar e incluso permanecer en la zona cicatricial de la lesion (Figura
17; epSPC marcadas en verde).

Figura 17: Imagen inmunohistoquimica que muestra las células GFP trasplantadas. A: epSPCs trasplantadas dentro
del area de lesidon (GFP) 4 meses después del trasplante (en rojo se marca GFAP, delimitando la zona de la cicatriz

glial). B: Migracion de las epSPCs a través de la médula, dentro y fuera de la lesidn. Obsérvese la extensidn de la
imagen B donde la barra de medida indica 200 pum.
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El estudio inmunohistoquimico con el marcador de fibras nerviosas,
neurofilamento tubulina Ill o TUJ1, muestra como las fibras nerviosas atraviesan el area
de lesidn (Figuras 18 y 19). Se realizé un estudio cuantitativo de las mismas en relacién
al area de cicatriz, area GFAP negativa. (Figuras 20).

Figura 18: Imagen inmunohistoquimica que muestra el paso de fibras nerviosas (naranja) por la zona de la lesion
(zona GFAP negativa) en un animal control, en menor proporcidn que en el caso del grupo trasplante.

BTUB

Figura 19: Imagen inmunohistoquimica que muestra el paso de fibras nerviosas (naranja) por la zona de la lesién
(zona GFAP negativa) en un animal trasplante.

Se cuantificaron las fibras nerviosas presentes dentro de las areas cicatriciales,
dentro de las areas GFAP negativas. El estudio estadistico revela que existen diferencias
entre los grupos con un valor p < 0,0001 con un incremento en la extension de fibras
nerviosas en el grupo con trasplante de epSPCi en comparacidn con el grupo control.

1 1 1
0 500 1000 1500 ne fibras
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Figura 20: Grafica representativa de las medias obtenidas al analizar las fibras nerviosas presentes dentro del area
cicatricial. En rojo el grupo trasplante (n=7) En negro el grupo control (n=4). Diferencias estadisticas entre grupos
(p<0,05) representadas con asterisco.

TRANSPLANTE DE epSPC VIA INTRATECAL:

Como parte del objetivo 1, hemos realizado un ensayo in vivo, con 30 animales,
distribuidos en 3 grupos, grupo control (con lesion medular severa), grupo intramedular
(LM severa con epSPC trasplantados intramedularmente inmediatamente tras la lesion,
agudo), grupo intratecal (LM severa con epSPC trasplantados intratecalmente
inmediatamente tras la lesion, agudo). Ambos grupos experimentales recuperan de
forma significa la actividad locomotriz en comparacién con el grupo control (para el
trasplante intramedular ya lo habiamos descrito con anterioridad, Moreno et al, Stem
Cell 2009), aunque no se observd diferencias significativas entre ambos grupos de
trasplante.
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Figura 21: Estudio funcional por test locomotor (BBB) en grupos de animales sélo lesionados en comparacion con
aquellos ademas trasplantados con epSPCi intramedular (IM) o intratecalmente (IT) en estadio agudo

Hemos analizado el tejido medular post-mortem, dos meses tras lesion y trasplante,
con el objetivo de estudiar la distribucion y supervivencia del trasplante de epSPC en
ambas aproximaciones (Figura 22). Aun no hemos analizado suficiente nimero de
animales para poder hacer un estudio cuantitativo, pero la tendencia en general es que
el trasplante IT muestra mejores tasas de supervivencia. La distribucidn de las células
trasplantadas, muestra un patrén diferente en ambas estrategias, aunque aln estamos
analizando las consecuencias de cada una de ellas. Sin embargo, es apreciable en las
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imagenes que en ambos tipos de trasplante existe una distribucion en todo el espesor
medular.

epSPCi IM epSPCi IT

Figura 22: Estudio anatomico de distribucion y supervivencia del trasplante de epSPCi intratecal (IM) versus
intramedular (IT) en modelo agudo:

Estamos analizando el tejido por técnicas de inmunohistoquimica y western blot para
evaluar la diferencia, si hubiera, en mecanismos relacionados con neuroproteccién y
reparacion.

En estos momentos estamos reproduciendo este experimento realizado en agudo en
fases crénicas.

Objetivo 2 y 3: Nanomedicine-based and Combinatorial Treatments:

En el proyecto TIME to MOVE hemos generado varias nanomedicinas, seleccionando
principios activos que ya han mostrado un beneficio en su uso en forma “libre” sin nano-

conjugar, pero que por su naturaleza labil y mala biodisponibilidad mejorarian
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significativamente su actividad en forma de nanoconjugados poliméricos. Hemos empleado
hasta la fecha, dos principios activos, la Curcumina y el Fasudil. Los resultados obtenidos con la
combinacion del nanofarmaco de Curcumina (PA-Curcumin) han sido recientemente publicados

en la prestigiosa revista cientifica Biomaterials (Biomaterials 113 (2017) 18e30).

La curcumina es un componente antiinflamatorio natural de la circuma (Curcuma longa)
ligado a la regulacidn de la apoptosis, con efectos antioxidantes y actividad neuroprotectora en
el tratamiento agudo de las LM®. Sin embargo, su baja hidrosolubilidad y la inestabilidad del
compuesto en solucidn acuosa hacen que su biodisponibilidad sea muy baja®!. Es por ello que
va se han hecho esfuerzos para mejorar estas propiedades utilizando diversos nano-
transportadores®?. Los sistemas poliacetdlicos sensibles al pH (96) tienen varias caracteristicas
gue los convierten en portadores ideales de farmacos para el tratamiento de la LM. Son
relativamente estables a pH fisioldgico, pH 7,4, y muestran una degradacién dependiente en
medio ligeramente dacido, alrededor de pH 6 que es el que se encuentra en los endosomas, los

lisosomas y en un ambiente inflamatorio®.

El laboratorio de la Dra M2 Jesus Vicent, es quien ha realizado el desarrollo experimental
de la parte quimica, generando el nuevo nanoconjugado de Curcumina (PA-Curcumin) y en el
laboratorio de la Dra Victoria Moreno hemos realizado los ensayos en células y en el modelo
animal de lesién medular. La conjugacion polimérica de curcumina a una cadena portadora de
poliacetales (PA), sensible a cambios pequefios en el pH, favorece por un lado la hidrosolubilidad
del principio activo, y por otro lado su estabilidad manteniendo la molécula activa por mas

tiempo generando asi un sistema de liberacion sostenida (Figura 1).

En primer lugar se realizaron estudios in vitro de toxicidad, en cultivos primarios de
epSPCs y neuronas maduras desde los ganglios dorsales (DRGs) de ratas adultas. El estudio
comparativo del efecto de la forma libre de curcumina con su formado conjugada PA-Curcumina
(a una dosis final de 10 uM en equi-molecularidad de curcumina en ambos casos) durante 72
horas en cultivo mostré que el nanoconjugado mejoraba significativamente la supervivencia
celular en ambos casos (Figura 2A, B). Al valorar los tratamientos morfolégicamente se observo
la evidencia de una mayor elongacidn axonal en los cultivos de neuronas maduras en presencia

de PA-Curcumina (Figura 2C), efecto evidenciado ademas en organocultivos de lonchas de
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médula espinal neonatal (Figura 2D). Este efecto de elongacion axonal no se vio alterado en co-

cultivo con epSPCi (Figura 2E).
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Fig. 1. Polyacetal (PA)-Curcumin: Structure, synthesis and characterization. (A) Synthetic approach followed to obtain polyacetal curcumin conjugate (PA-curcumin). (B) Stacked
"HNMR (300 MHz) of (a) free Curcumin (CDCl3), (b) Control polyacetal (CDCl3) and (c) PA-Curcumin(3.8% w/w Curcumin loading) (d6-acetone). Indicating * PEG-acetal and **
Curcumin acetal bonds. (C) Example of particle size obtained by Dynamic Light Scattering (DLS) from PA-curcumin (3.8% w/w) at 1 mg/mL in PBS 7.4 at 25 °C. Size distribution by
number. (D) pH-responsive Curcumin release from PA-curcumin (3.8%w/w) conjugate.
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Fig. 2. PA-curcumin Improves Neural Survival and Axon Growth in vitre. (A) Increasing equimolecular doses (0—10 pM, drug equivalent) of both PA-curcumin and free curcumin
were assayed for 24 h in epSPCi neurosphere forming culture for cell survival rate analysis. (B) Adult primary DRG culture were incubated with 10 puM curcumin-equiv. of both PA-
curcumin or the free form for 72 h to determine cell survival. (C) Immunostaining for Tau (mature neural marker of projecting axonal fibers) was performed to measure axonal
length in all tested conditions. Quantification of axonal length is showed in the right graph. (D) Spinal cord neonatal (8 days-old rats) organotypic slices culture were incubated
Este trabajo muestra cdmo el conjugado de curcumina aumenta la neuroproteccién y el
crecimiento axonal en las epSPCi, mostrandose como un nuevo inhibidor de la ruta Rho/Rock.
Ademas si se aplica el tratamiento en fase aguda en un modelo de LM, la PA-Curcumina mejora
la recuperacidn funcional a través de la inhibicion de la formacién de la cicatriz glial, la
inflamacidn y la muerte celular. Al indagar en el posible mecanismo de acciéon que media este
efecto de crecimiento axonal, se demostrd que la curcumina, en forma libre y conjugada, tiene

capacidad inhibitoria de la kinasa Rho, responsable del colapso del crecimiento axonal,

inhibiendo la activacién de uno de sus proteinas diana, Limk (Figura 5).

El tratamiento con PA-Curcumina en un modelo de LM severa en fase aguda mejord

significativamente el rescate locomotriz en comparaciéon con el grupo control (Figura 3A).

Sin embargo, la recuperacion funcional de la fase crdnica de la LM requiere no sélo de
actividad neuroprotectora sino que es prioritaria la actividad regeneradora. En este modelo, no
se encontraron recuperaciones significativas a nivel locomotor en aquellos animales tratados
soélo con el nanoconjugado, sin embargo la combinacidon de éste con el trasplante de epSPCi
mostroé los mejores resultados en el rescate funcional en comparacion con el resto de los grupos

experimentales (Figura 4A). En ambos modelos, agudo y crénico, el tratamiento con PA-
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Curcumina redujo la formacidn de quistes y cavidades (Figura 3C; Figura 4B), la extensién de la
cicatriz (Figura 3D; Figura 4C) y mejord la preservacion de fibras neurales en la zona de la lesion
(Figura 3D; Figura 4C). Sin embargo, todos estos pardmetros mejoraron en el tratamiento

combinado con la terapia celular basada en el trasplante intratecal de epSPCi (Figura 4 y 5).
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Fig. 3. PA-curcumin Rescues Functional Activity after Severe Acute Rat Spinal Cord Injury (SC1). (A) IVIS” imaging system showing PA-curcumin diffusion series, before injection
(left), immediately after injection (middle), and 48 h post-injection (right) in which the compound reach the injured area. (B) Functional locomotion analysis (BBB scores) over 4
weeks post-treatment with PA-curcumin or PA polymer as control. (C) (upper panel) Hematoxylin-Eosin staining of sagittal sections from spinal cords showing the cavities 4 weeks
after SC1 of PA-curcumin group and PA control group; (lower panel) Quantitation of the cavitation volume. (D) Immunohistochemical analysis (upper panels) and Western Blotting
(lower panels) of GFAP negative area and Tul positive fibers from rats treated with PA-curcumin or PA (left panels). NG2, GFAP and TUJ1 merge representative images (right panels)
of PA-curcumin or PA (left panels) spinal cord injured area (right panels); (E) Western-blotting analysis of GFAP and Tull. (F) Immunostaining for ED1 (macrophages) and Ibal
(microglia). (G) Immunostaining (upper panel) and western blot analysis (lower panel) of caspase 9 expression (apoptotic marker). Quantitative data are expressed as mean + S.EM.
*p <005, *"p < 0.01 (ANOVA; n ~ 12,n ~ 15 and n - 8 in PA, PA-curcumin and untreated groups respectively for BB analysis; n - 6 for histological analysis and western blotting).
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Fig. 4. Effects of Combinatorial Therapy of epSPCi and PA-curcumin Conjugate in Chronic SCI. (A) Functional locomotion analysis (BBB scores). Week 0 was considered the
chronic stage and the time of first treatments. (B) Histological analysis from spinal cords stained with hematoxylin-eosin of cavitation volume. (C) Immunohistochemical analysis,

and quantification of GFAP negative or scar area (upper graph) and Tu]l positive fibers in the scar area (lower graph).

histochemical

lysis of caspase-9 (D) and ED1 (E) in

sagittal section of thoracic region including the injured area from all the animals groups. Enlarged images corresponding to the injured area shown on the right of each original.

Quantitative data are expressed as mean + SEM. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs PA group or the indicated comparison (ANOVA; n

9 in all four groups).
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Fig. 5. Rho/Rock Pathway Inhibition by Curcumin and PA- in P Axonal Growth. (A) Proposed model of Rho/Rock-kinase signaling pathway regulation by PA-

curcumin. (B) Immunostaining (upper panel) and Western blotting (lower panel) of Rock substrate Limk1 (phosphorylated form) on primary DRGs treated with curcumin or
PA-curcumin or vehicle (control) or PA. (C) Spinal cord organotypic slices culture subject to immunohistochemical analysis of P-Limk1 upon the indicated treatments. Cell nuclei
were stained with DAPI. (D) Representative sagittal spinal cord sections including the injured area from chronic SC1 of all indicated treatments, were immunostained with Tuj1 (left)
a neurofilament for neuronal marker, GAP43 (middle) as growth cone marker, and p-Limk1 (right) as Rock target-protein marker. Enlarged images corresponding to the injured area
shown on the right of each original. Quantification of each protein expression is represented as mean + S.E.M. *p < 0.05, **p < 0.01 vs PA group or the indicated comparison (ANOVA;
n = 9 in all four groups).
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Segun lo acordado con el grupo de Regeneracién Tisular y Neuronal (V. Moreno), se
propuso la preparacién de un conjugado polimérico con un farmaco inductor del
crecimiento axonal como el Fasudil® (inhibidor de Rho-kinasa) para su posterior
evaluacién en un modelo animal de lesion medular crénica y en combinacién con el
tratamiento mediante células madre. Hemos generado hasta tres nanofarmacos que
liberan el principio activos, Fasudil, en respuesta a diferentes estimulos, y se han
probado todos con éxito en ensayos bioldgicos in vitro, con neuronas maduras y
precursores neurales asi como en el modelo in vivo de lesion medular crénica, con
resultados muy prometedores. Sin embargo esta informacion ain no podemos
difundirla ya que estos resultados se encuentran en proceso de proteccién de patente.
En pocos meses podremos hacer publicos todos lo resultados obtenidos hasta la fecha
en relacion al uso individual de los nanoconjugados, en combinaciéon con la terapia
celular o en combinacién con otros principios activos.
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Objetivo 4: human ependymal cell transplantation:

Planteamos la traslacion de los resultado de laboratorio realizados en roedor, en
primer lugar, generando lineas de células ependimarias primarias de origen humano.
En una primera aproximacién hemos podido realizar hasta tres cultivos primarios
procedentes de médula espinal no lesionada, extraida post-mortem, desde pacientes
adultos donantes de érganos. La primera muestra fue enviada desde A Coruiia, por el Dr
Antonio Rodriguez Sotillo y las siguientes dos muestras las recibimos desde el Hospital
la Fe por la Dra Eugenia Pareja y el Dr Jose Mir. En los tres casos seguimos el
procedimiento de cultivo establecido y seguido para las muestras de roedor, y
obtuvimos neurosferas morfolégicamente similares a las obtenidas desde médulas
sanas en roedor (Figura 28). Parte del cultivo enriquecido en neurosferas, en los tres
casos, se ha criopreservado para proseguir con su estudio. Sin embargo todas las
muestras de médula humana adulta que se cultivaron no mostraron una buen eficacia
en la amplificacion del cultivo, que fue en todos los casos muy escaso y pobre con una
vida media muy corta. Es por ello que realizamos ensayos de microscopia electrdnica
(fotos en gris de la derecha en figura 29) y observamos que el canal ependimario en
adulto no mantiene el patrén fenotipico del canal adulto en rata.

N

Neonatal
SC-NPC

Figura 29: Cultivo primario de células ependimaras desde tejido medular humano para el aislamiento de epSPC
adulto y neonatal

Una primera alternativa fue generar el banco desde tejido neonatal, para poder
asegurar asi un crecimiento de la poblacidén precursora. En la parte inferior de la figura
se muestra el cultivo desde muestra neonatal tanto en forma de neurosferas como en
adherencia. En este caso, la imagen de microscopia electrénica muestra una estructura
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fenotipica del canal con células ependimarias viables. Sin embargo esta estrategia no se
ha podido continuar ya que no hemos obtenido mas muestra neonatal. Es por ello que
en la actualidad hemos establecido una colaboracién con el departamento de obstetricia
del Hospital Val De Hebron, y con los pertinentes permisos del comité ético clinico, ya
aprobados, vamos a generar el banco de células humanas de médula espinal desde
tejido fetal, de abortos legalmente inducidos. Este banco se va a generar en las
instalaciones de grado clinico, en salas GMP, del banco de sangre y tejidos de Catalufia.
Las primeras muestras seran procesadas en el mes de Abril de 2018.
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CONCLUSIONES PRELIMARES:

1. El transplante Unico via intramedular de células ependimarias en un modelo de rata de
lesién medular crénica mejora significativamente la actividad locomotriz desde dos
semanas tras el transplante

2. El transplante intratecal en el modelo agudo de LM en rata muestra similares resultados
de recuperacién funcional al trasplante intramedular

3. La terapia combinatoria del nanoconjugado de curcumina con células ependimarias por
administracién intratecal mejora la actividad locomotriz tras una lesion medular crénica
significativamente mejor que el grupo solo transplantado con celulas ependimarias
Las células ependimarias humanas pueden aislarse y amplificarse desde tejido neonatal

5. La sintesis de nanoconjugados con PGA de Fasudil sensibles a su liberacién por pH
ligeramente acido, por la accién de proteasas o por un ambiente reductor muestra
buenos perfiles de internalizacion, de viabilidad celular en ensayos in vitro con células
ependimarias, de elongacién axonal y de recuperacién funcional en un modelo de lesién
medular crénica (en proceso de proteccidn por patente)
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