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1. ABSTRACT

En este estudio se pretende evaluar el posible tratamiento de pacientes con lesion
medular espinal. El tipo de lesién medular que se va a tratar es una contusion medular,
ya que este es el tipo de dafio medular més frecuente. Se propone la utilizacion de una
terapia celular génica. Est4 basada en la modificacion genética de células de la mucosa
olfatoria para que sobreexpresen el factor neurotrofico neurotrofina 3. Estas células
modificadas genéticamente, mediante un vector lentiviral, son implantadas en la zona
de la lesién medular incluidas en el interior de un hidrogel. El hidrogel que se utiliza esta
compuesto por acido hialurénico y quitosano, lo que hace que este hidrogel sea

biodegradable y genere un soporte para la regeneracion axonal.

En este estudio se describen los andlisis preclinicos in vitro, al igual que en modelos
animales. Los modelos animales que utilizamos son ratas de la cepa Wistar y cerdos
miniatura Yucatan. Estos animales son sometidos a dos cirugias para generar el modelo
de lesibn medular y posteriormente para aplicar el tratamiento. En estos modelos
animales se evalla directamente la regeneracion axonal mediante cortes histolégicos e

indirectamente gracias a una ganancia de sus funciones motoras y sensoriales.

Por altimo, se llevan a cabo los ensayos clinicos con pacientes, inicialmente en Fase |
para valorar la factibilidad y la seguridad del tratamiento; y posteriormente, las Fase Il y
lll, en las que se evaluara tanto la eficacia como la seguridad. Una vez completada la
Fase Ill, se comienza el proceso de evaluacion por las agencias reguladoras y

comercializacion del tratamiento y, por tanto, la Fase IV del mismo.



2. INTRODUCCION

2.1. Lesi6n medular

La lesion de médula espinal (LME) es un evento traumético o no-traumatico que resulta
en trastornos de la funcién sensorial, motora o autbnoma y que afecta el bienestar fisico,
psicolégico y social del afectado (Singh et al., 2014; New et al., 2014) con consecuencias
socioecondmicas graves relativas a los costes de recuperacion y de trabajo util perdido
(van Den Hauwe et al., 2020).

Se estima que mas de 27 millones de personas en todo el mundo viven con una
discapacidad a largo plazo después de una LME, el 90% resultado de un trauma y el

10% como consecuencia secundaria de una enfermedad (Bradbury & Burnside 2019).

En Estados Unidos la principal causa de LME es por traumas de tipo contundente,
comunmente a causa de accidentes de automoévil (48%), seguido de caidas (21%) y
lesiones deportivas (14,6%); y después por casos de asalto y traumas de tipo penetrante
gue representan el 10-20% de los casos. Un dato relevante, es que la mayoria de las
LME suceden en la franja de los 15-30 afios representando el 60% de la poblacion que
las sufren y que las lesiones relativas a caidas en los mayores de 65 afios no han dejado

de aumentar (van Den Hauwe et al., 2020).

En datos que respecta a Espafia, durante el 2000-2008 la tasa de incidencia media
anual de altas hospitalarias con diagndstico principal de lesién medular traumatica, se
estimaba en 24 casos por millon de habitantes (35,6 por millon de varones y 12,4 por
millon de mujeres), ocupando los accidentes de trafico el 36,67% de los casos (8,8 por
millon de habitantes, 13,6 por millén de hombres y 4,0 por millon de mujeres), siendo la
franja de edad de 18-24 afios la mas proclive a la LME, y la franja de los mayores de 65
afios la que acumula el mayor nimero de LME relacionadas a “otros mecanismos” como

por ejemplo caidas (Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad de Espafia, 2011).

Adicionalmente, la supervivencia de estas lesiones esta inversamente relacionada a la
edad del paciente y la gravedad de la LME, con una menor supervivencia general para
los pacientes tetrapléjicos en comparacion con los parapléjicos (van Den Hauwe et al.,
2020), lo cual, quizas se relaciona (como uno de mdultiples factores) a episodios del

sindrome de la disreflexia autonémica que puede aparecer en lesiones superiores o al



mismo nivel del sexto segmento de la médula espinal toracica (Eldahan & Rabchevsky,
2018).

Profundizando en el concepto de LME, es una lesiébn que surge por una compresion,
sangrado y/o isquemia que compromete al componente éseo de la columna vertebral,
la médula espinal y sus cubiertas. A la cual, pasado 1 a 3 dias del evento de la LME
prosigue una pérdida de vasos sanguineos, neuronas, células gliales y tractos axonales
qgue llevara a la pérdida de funciones de la region dafiada en la mayoria de las
ocasiones. Podemos, generalmente, diferenciar 3 estadios clinicos de la LME (Figura
1).

Acute Injury (0-48 Hours) Subacute Injury (2-14 Days) Intermediate (2 Weeks - 6 Months)
and Chronic Injury (>6 Months)
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Figura 1. Evolucion fisiopatoldgica de la lesion medular. En la fase aguda (0-48 horas
post-lesion) se caracteriza por hemorragias, edemas, factores proapoptoticos (por
ejemplo, citoquinas, K+, ADN, restos necréticos, etc), lesibn de neuronas y
oligodendrocitos, activacion y proliferacion de astrocitos que se infiltran y excretan
condroitin sulfato proteoglicano, y desmielinizacion de los axones. En la fase subaguda
o intermedia tardia, sucede una continla muerte celular apoptética y necrética que deja
cavidades microquisticas que, finalmente, en la fase crénica (>6 meses) se unen para
formar barreras formidables a la regeneracion. La cicatriz de fase cronica final es una
entidad dindmica que consiste en una red estrechamente tejida de procesos astrociticos
con un denso depésito fibroso de condroitin sulfato proteoglicanos que actlla como una
barrera fisica y bioquimica para el crecimiento de neuritas y la migracién celular

regenerativa (Ahuja et al., 2017).

e [Fase aguda: que es dada por destruccion de la barrera hematoencefalica,
alteraciones a la microvasculatura de la materia gris y la induccién de hemorragias
petequiales, que conllevan la muerte de células neuronales y dafio de axones.
Presencia de células inflamatorias, especialmente neutrofilos (Gomez et al.,
2018), debido a la rotura de la barrera hematoencefalica (Ahuja et al., 2017) y la

muerte de las células necroéticas que liberan su contenido activando la microglia



que libera citoquinas proinflamatorias y recluta células inflamatorias periféricas
(Badhiwala et al., 2018). Desregulacion del balance i6nico que conduce a una
pérdida de los impulsos nerviosos y la formacién de edemas. Aumento del calcio
intracelular libre, que activa las proteasas y fosfolipasas dependientes de calcio,
involucradas en la destruccion de la mielina (Gomez et al., 2018) ademas de
causar una disfuncién mitocondrial provocando la muerte celular (Ahuja et al.,
2017). Liberacion de glutamato y aspartato que promueve una excitacion excesiva
de las neuronas viables y la interrupcion de la homeostasis redox, con la
consiguiente generacion de radicales libres (Gomez et al., 2018) incluidos los
producidos por las células fagociticas inflamatorias que producen especies
reactivas de oxigeno (ROS) que causan dafio oxidativo en el DNA, oxidacion
proteica y peroxidacion lipidica (Ahuja et al., 2017), todo ello causando procesos

de necrosis y apoptosis en células gliales y neuronas.

e [ase subaguda: donde ocurre la apoptosis de neuronas y oligodendrocitos
debido a la activacién de las células gliales como consecuencia de los procesos

de necrosis, hemorragias e isquemias locales.

e [Fase crdnica: donde contindan y se extienden los procesos neurodegenerativos
fuera de la lesion (Gémez et al., 2018), y cuando la cicatriz astroglial madura para
convertirse en un potente inhibidor de la regeneracién (Badhiwala et al., 2018;
para mas informacion sobre la cicatriz glial/astroglial, consultar Bradbury &
Burnside, 2019). Algunos autores como Badhiwala et al. (2018) definen esta fase
como la fase intermedia, durando de 14 dias a 6 meses, y denominando fase

cronica a aquella que supera los 6 meses del evento traumatico.

En esencia, la pérdida de funciones por el LME se debe a la degeneraciéon glial y
neuronal siendo evidente la desmielinizacion como también las alteraciones

morfologicas y estructurales anormales de la materia gris y blanca.

Tras la LME se dan déficits funcionales que persistirAn debido a la baja capacidad de
regeneracion axonal de las neuronas para reinervar (Ahuja et al., 2017; Gomez et al.,
2018). Esta deficiente capacidad de regeneracion es producto de 1) una baja expresion
de genes de regeneracién/recrecimiento axonal del sistema nervioso central existente
en los mamiferos adultos, 2) la presencia de factores inhibidores en la cicatriz glial
desarrollada tras el traumatismo y 3) una escasez de factores troficos de

neuroproteccion y de regeneracion (Gémez et al., 2018).



Los factores inhibitorios que se localizan en la LME son debidos a varias causas: 1) la
degradacion de la mielina, lo que no sucede en el caso de la mielina del sistema nervioso
periférico; 2) la accion de los astrocitos que secretan condroitin sulfato proteoglicanos,
gue son inhibidores del crecimiento formando una barrera quimica (ademas de una
barrera fisica llamada cicatriz glial por hipertrofia de los astrocitos desde la que secretan
estos inhibidores); 3) y la infiltracion de fibroblastos en la region peri-lesionada formando
tejido conectivo y depositando una matriz extracelular que acumula factores inhibitorios

que también limitan la regeneracion axonal (Ahuja et al., 2017).

En conclusién, la lesién medular esta influida por factores intrinsecos y extrinsecos al
trauma y de varios estadios que comienzan con la lesion del tejido que desemboca en
una serie de desbalances osmoticos, dafios celulares e infiltracion de células
inflamatorias a nivel local, que conllevaran, ya pasado el evento traumatico, una
persistente limitacion funcional por liberacion de diversos factores inhibitorios de la
regeneracion, y escasez de factores neuroprotectores y regenerativos, seguido de una
extension del proceso neurodegenerativo fuera de la region local de la lesion y la
formacion de la cicatriz glial en la regién de la lesiébn que genera un microambiente

inhibitorio de la regeneracion axonal.

2.1.1. Recuperacion funcional de la LME.

La recuperacién de la LME depende de la propia fisiopatologia y las distintas estrategias

gue se han desarrollado para lograrlo, de uso individual o combinado.

En modelos animales se han desarrollado estrategias que consisten en: el aporte de
factores neurotroéficos, la neutralizacion de los factores inhibitorios de la cicatriz glial, y
el trasplante de distintos tipos de células gliales, células madre o fibroblastos

modificados o no (Gémez et al., 2018).

En los casos clinicos, las estrategias (de fase |, Il o lll) que se han probado en pacientes
con LME, son: terapias farmacoldgicas (inhibidores Rho-ROCK, anticuerpos anti-
NOGO), terapias de estimulacién de la médula espinal, terapias celulares (células madre
neurales, mesenquimales, hematopoyéticas y embrionarias; células de Schwann,
células de la glia envolvente olfatoria, astrocitos, etc) y aplicacion de
biomateriales/scaffolds (Ahuja et al., 2017; Venkatesh et al., 2019) y de scaffolds mas
células (Venkatesh et al., 2019).



Para la mayoria de los tratamientos el principal impedimento de su aplicacién sucede
por:

e La preparacion de los materiales para la estrategia escogida, dando el tiempo
suficiente para la hipertrofia de los astrocitos y consiguiente formacion de la
cicatriz glial (las terapias celulares con células autélogas requieren un tiempo
minimo de cultivo, un ejemplo entre tantos se observa en la terapia con células del

bulbo olfativo de Lim et al., 2010 que requirieron de un mes de preparacion).

e La estabilizacion del paciente contra el gran ndmero de anomalias
interrelacionadas del sistema nervioso autébnomo y cardiovascular que causa la
LME y que son las principales causas de muerte y morbilidad en esta poblacion
(Eldahan et al., 2018). En consecuencia, parte de las estrategias se aplican tras
la formacién de la cicatriz glial requiriendo una previa retirada o degradacion de la

cicatriz glial.

2.2. Ceélulas de la glia envolvente olfatoria (OECs)

El sistema olfativo primario se compone de dos partes distintas: la mucosa olfatoria (MO)
en el sistema nervioso periférico y el bulbo olfatorio (BO) en el sistema nervioso central.
El sistema olfativo primario se caracteriza por la capacidad de las neuronas olfatorias
primarias (PON) de autorrenovarse durante toda la vida en las especies de mamiferos.
Esta capacidad es posible gracias a la presencia de células madre neurales en la MO,
gue dan lugar a nuevas PON. El crecimiento de sus axones desde la MO hasta el BO
es facilitado por células gliales especializadas llamadas células envolventes olfatorias
(OECs) (Guerout et al., 2014).

Las OECs son células que proceden de la cresta neural, y que crean un microambiente
favorable para la neurogénesis de las PON desde la MO hasta el BO. Por lo tanto, las
OECs pueden encontrarse en la MO y en el BO constituyendo diferentes subpoblaciones
de células (Barraud et al., 2010). Las diferentes propiedades de las OECs han llevado
a los cientificos a utilizarlas para trasplantes celulares en varios paradigmas de lesiones
del sistema nervioso. De hecho, estas células producen factores de crecimiento,
reducen la cicatriz glial, promueven el crecimiento axonal y se pueden entremezclar

libremente con los astrocitos (Honore et al., 2012).

Las OECs tienen una forma alargada con un fino proceso laminar que envuelve los
nervios olfatorios in situ, mientras que se caracterizan por su morfologia plana, bipolar

o multipolar en cultivo. Expresan varios marcadores reconocidos que pueden detectarse



mediante inmunotincion in vitro e in vivo (Figura 2). Sin embargo, la expresion de estas
proteinas depende de su estado de diferenciacion y de su localizacién en el SNC o SNP
(Vincent et al., 2005).
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Figura 2: Las OECs expresan diferentes marcadores especificos. (a) Las OECs tienen
diferentes fenotipos antigénicos dependiendo de su localizacién en el SNC o SNP.
Generalmente, las OECs expresan vimentina, S100b y GFAP, aunque también pueden
expresar p75NTR, E-NCAM o NPY dependiendo de la regién del SNC o SNP en la que
se encuentren. (b) In vitro, las OEC pueden segregarse en dos subpoblaciones
fenotipicas: (i) con una morfologia similar a la de las células de Schwann, caracterizadas
por una forma fusiforme y una fuerte expresion de p75NTR vy (ii) con una morfologia
similar a la de los astrocitos aplanados y una fuerte expresién de E-NCAM (Gomez et
al., 2018).

Las OECs desempefian funciones especificas dentro del sistema olfativo. En la MO
proporcionan un entorno favorable para el desarrollo de los axones sensoriales, que se
fasciculan para formar el primer nervio craneal, y que crecen a través de estos territorios
para entrar en el SNC y establecer sinapsis funcionales en los glomérulos del BO. Las
OECs envuelven, acompafian y guian estos axones desde la MO hasta el BO (Moreno-
Flores et al., 2002; Doucette., 1990).

Esta por tanto demostrado que las OECs destacan, debido a su capacidad inherente de
ayudar en la renovacion continua de las neuronas olfativas en el sistema olfativo, y su
capacidad de estimular la reparacion, plasticidad y recuperacion funcional de los axones

en el sistema nervioso central (Gomez et al., 2018).



2.3. Scaffolds

En las lesiones medulares hay (Assuncao-Silva et al., 2015):

e Ambiente inhibitorio por el dafio
e Deficiencia de matriz, por lo que las neuronas y las células endégenas reparadoras
no pueden adherirse.

Para evitar estos problemas se utilizan diferentes biomateriales para que funcionen
como andamios o “scaffolds”. Los scaffolds son una estructura tridimensional
biodegradable que ayuda en el proceso regenerativo (Silva et al., 2010a). Un buen
scaffold debe seguir una serie de criterios (Silva et al., 2014):

e Biocompatible.

e Alta porosidad, con tamafio de poro grande.

e Adecuada fuerza mecénica.

e Biodegradable: debe ser degradado una vez la lesion se ha regenerado.

e Proporcionar sefiales quimicas y topografia para controlar la organizacion celular.

Si un buen scaffold presenta estas propiedades podra controlar las células que se
dispongan en su interior, permitiendo una correcta migracion, proliferacion,

diferenciacién, mantenimiento del fenotipo y apoptosis (Silva et al., 2014).

Entre los mas utilizados se encuentran los hidrogeles, debido a que mimetizan el
ambiente de tejidos blandos y la arquitectura del sistema nervioso central (SNC),
integran moléculas de matriz extracelular (ECM) y proteinas de adhesién y funcionan
como guia para la regeneracion axonal (Assuncao-Silva et al., 2015). Ademas, son
biocompatibles y permiten la supervivencia celular y su integracién correcta en el

organismo (Pakulska et al., 2012).

Hay diversos biomateriales por lo que se debe realizar un estudio exhaustivo sobre cudl
de ellos es el mas beneficioso para tratar la lesion medular. Algunos de los materiales
gue constituyen los hidrogeles son biodegradables o bioreabsorbibles, por lo que una
vez se haya regenerado la zona de la lesion se eliminan (Pakulska et al., 2012). Los

hidrogeles pueden ser tanto naturales como sintéticos.

Se han estudiado diferentes tipos de biomateriales como el dextrano, el condroitin
sulfato y el &cido hialurénico para poder llevar a cabo la liberacion de farmacos. El

problema es que no se ha llevado a cabo un estudio exhaustivo sobre sus aplicaciones
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en ingenieria de tejidos para portar células. Uno de los hidrogeles inyectables
estudiados esta compuesto por dos tipos de biomateriales naturales, el quitosano
soluble en agua y el &cido hialurénico (AH) oxidado (Tan et al., 2009).

El AH es uno de los principales componentes de la matriz extracelular. Forma parte de
muchos tejidos y estd implicado en proliferacion celular, migracion, cicatrizacién de
heridas, angiogénesis y metastasis tumoral. Debido a la biocompatibilidad y
biodegradabilidad del material se suele utilizar mucho para construir hidrogeles (Park et
al., 2010). El AH puede ser oxidado produciendo aldehidos reactivos que pueden dar
lugar a reacciones quimicas de reticulacion con los aminos de las bases de Schiff
(Ruhela et al., 2006).

Por otro lado, el quitosano es un derivado desacetilado de quitina, un biopolimero de
alto peso molecular. Es un polisacarido lineal compuesto por glucosamina y N-
acetilglucosamina unidas por enlaces 3 (1-4) (Di Martino et al., 2005). Este biomaterial
es muy beneficioso debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad, el inconveniente
gue presenta es su poca solubilidad en condiciones fisiolégicas debido a un fuerte
enlace de hidrégeno intermolecular. Para solventar este problema se introdujo un grupo
succinil en la posicién N formando el N-succinilquitosano (Tan et al., 2009; Kato et al.,
2001).

El hidrogel inyectable formado por el N-succinilquitosano y el AH oxidado se fabrica para
gue las células se adhieran correctamente y puedan sobrevivir para regenerar la médula

Osea.

2.4. Neurotrofina 3 (NT-3)

La neurotrofina-3 (NT-3) es un factor neurotréfico que tiene la capacidad de promover
la remielinizacién y contribuye en funciones neuronales (Zhang et al., 2017). De manera
general, las neurotrofinas tienen como diana los receptores de membrana Trk.

La interaccion de las neurotrofinas con los receptores Trk, provocan la dimerizacion del
receptor y una autofosforilacion en los residuos de tirosina. Esto desencadena un
proceso de activacion de determinadas cascadas de sefalizacion. Algunas de estas
rutas son la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), la proteina quinasa B (Akt), Ras/MAPK y
la fosfolipasa C (PLC). Dichas rutas estan relacionadas con la supervivencia neuronal,

el crecimiento axonal y la plasticidad sinaptica (Blum & Konnerth, 2005)
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Existen otras neurotrofinas como son NGF y BDNF que incluso se encuentran en mayor
proporcion que NT-3. La diferencia principal entre NGF y BDNF frente a NT-3 radica en
gue estas dos primeras sélo pueden interaccionar con los receptores de membrana TrkA
y TrkB respectivamente. NT-3 es capaz de activar con poca afinidad TrkAy TrkB y a su
vez, activar con gran afinidad TrkC (Figura 3) (Keefe et al., 2017). Todas las

neurotrofinas son capaces de estimular con una afinidad baja a p75.

NT-3
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Figura 3: Interacciones posibles entre las diferentes neurotrofinas (NT-3, BDNF y NGF)
con los receptores de membrana p75, TrkA, TrkB y TrkC. (Keefe et al., 2017).

Se ha descrito que NT-3 se encuentra expresado a altas concentraciones durante el
desarrollo de la médula espinal. A su vez, NT-3 no se produce en tanta cantidad en
etapas adultas, pero si se encuentra TrkC en la médula espinal y en los nervios motores

(Schnell et al., 1994).

De esta forma, conseguir una sobreexpresion de una neurotrofina como es la NT-3
podria simular el ambiente presente en el desarrollo de la médula espinal. Esto puede
suponer una terapia regenerativa debido a la estimulacion de los receptores Trk que

promueven la regeneracion y la supervivencia neuronal.
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3. OBJETIVOS

Las lesiones de médula espinal son de las afecciones méas graves del Sistema Nervioso
Central, que afectan a los pacientes y a la sociedad y que todavia no cuentan con un
tratamiento efectivo. Por ello nos proponemos:

1. Desarrollar una terapia combinatoria para su tratamiento, consistente en células
de la glia olfatoria de mucosa con el gen NT-3 sobreexpresado inyectadas en un
hidrogel constituido por acido hialurénico y quitosano.

Evaluar todos los elementos de dicha terapia in vitro.
Evaluar dicha terapia en modelos preclinicos animales: rata y cerdo.
Hacer un ensayo clinico en todas sus fases para evaluar la factibilidad, seguridad

y eficacia de dicho tratamiento.
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4. DISENO EXPERIMENTAL

4.1. Obtencion de las células de la glia olfatoria (OECs) de

mucosSa.

4.1.1. Recogida de la mucosa olfativa en ratas

Se comienza preparando tres placas de Petri de 35 mm llenas de medio de cultivo
DMEM/HAM F12 en una campana de cultivo limpia. Cualquier método de eutanasia
debe ser aprobado previamente por el comité de cuidado y uso de animales de la
institucion y llevado a cabo por personal cualificado. Después de que la rata haya
entrado en anestesia profunda con pentobarbital sédico u otras formas inyectables de
anestesia como la ketamina/xilazina, se decapita y retira la piel. Deben evitarse los

anestésicos inhalatorios.

La adecuacion de la anestesia se evalla mediante un pellizco en el dedo de la
extremidad posterior antes de la decapitacion. Se quita la mandibula inferior con tijeras

y se eliminan los musculos faciales de ambos lados.

Comenzando por la parte posterior de los incisivos, se retira con un rongeur el hueso
gue cubre la cavidad nasal. Los cornetes olfatorios aparecen como 6rganos de color
naranja/marron situados en la parte posterior de la nariz. Se desechan adecuadamente
los cornetes con una pinza. Con una aguja de calibre 26, se aisla la mucosa olfativa que
yace en el tabique cortando el tejido a lo largo de tres lineas: el arco de la placa
perpendicular, la placa cribiforme y el techo de la cavidad nasal. Se recogen las biopsias
de ambos lados y son transferidas a una placa de Petri llena de DMEM/HAM F12. Este

procedimiento no deberia durar mas de 10 minutos desde el inicio de la eutanasia.

Finalmente, para eliminar la mucosidad, transferir las biopsias dos veces en placas de
Petri llenas de medio (Girard et al., 2011).

4.1.2. Recogida de la mucosa olfativa en humanos vy cerdos

Este procedimiento en humanos se lleva a cabo por un cirujano de Otorrinolaringologia
(ORL), de acuerdo con el (los) comité(s) ético(s) local(es) correspondiente(s), y cada
paciente externo debe firmar un formulario de consentimiento informado. En cerdos se
lleva a cabo por un veterinario de acuerdo con el (los) comité(s) ético(s) local(es)

correspondiente(s).
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Se inspecciona con un endoscopio rigido de 0° o 30° (4 mm de diametro) ambas
cavidades nasales y se evalla la supuesta presencia de pélipos o cualquier lesion
inflamatoria. A continuacién, se elige la mejor cavidad nasal, teniendo en cuenta la
desviacion del tabique. Con un aplicador de algodén se aplica un anestésico local, como
lidocaina con epinefrina, durante 10 minutos. Con una pinza etmoidal pasante se recoge
una biopsia de dos milimetros cuadrados bien en la raiz de la cara medial del cornete
medio o en el tabique en la zona dorsomedial. La biopsia olfativa se transfiere entonces,
utilizando una aguja estéril, a un tubo estéril de 2 ml lleno de 1 ml de DMEM/HAM F12.
Es necesario inclinar el tubo hacia abajo para asegurarse de que la biopsia se sumerge
en el medio de cultivo. Finalmente, se introduce el tubo en un recipiente refrigerado y se
transporta al laboratorio de investigacion. En esta fase, la biopsia puede utilizarse para
estudios moleculares comparativos centrados en enfermedades cerebrales especificas

0 procesarse para generar células gliales (Girard et al., 2011).

4.1.3. Aislamiento y cultivo de células de la glia envolvente olfatoria (OECs)

de la mucosa humana de cerdos y de rata

En primer lugar, se coloca la muestra de MO en HBSS que contenga 0,05% de
colagenasa A durante 45 minutos a 37 °C. Se detiene la digestién enzimética afiadiendo
2 ml de medio DMEM suplementado con 10% de FBS en el caso de las ratas y cerdos
y suero autblogo en el caso de los pacientes humanos. A continuacion, se lavan las
células con medio y se centrifugan a 300 x g durante 3 min. Se trituran muestras con 2

ml de medio con una pipeta P1000 hasta obtener una suspension celular homogénea.

Se colocan las células en los matraces pre-revestidos (5 x 106 células/flask) con 25 ml
de medio DMEM atemperado, incubar y cultivar las células a 37 °C con 5% de CO; y se

cambia la mitad del medio cada 2 dias.

Después de 6-8 dias in vitro, se comprueba la proporcién de células positivas para p75
en las muestras, por citometria de flujo o por inmunocitoguimica. Para estos analisis, se

pueden estudiar otros marcadores como GFAP y E-NCAM (Guerout et al., 2014).
Para seleccionar las células de la glia envolvente olfatoria (OECS):

4.1.4. Analisis por citometria de flujo

Las células se incuban con el anticuerpo primario p75 (1:100) durante 30 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se lavan las células con 2 ml de PBS-EDTA Yy se

centrifugan a 300 x g durante 3 min.
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Después, las células se incuban con el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con
PE durante 15 min a 4 °C en la oscuridad (1:200) y se lavan las células con 2 ml de
PBS-EDTA. Se centrifugan las células a 300 x g durante 3 min y se resuspenden en 500
ul de PBS-EDTA.

Finalmente se analizan 20 x 102 células con el citémetro de flujo (Guerout et al., 2014).

4.1.5. Anadlisis inmunocitoquimico

Para comenzar, se colocan las células en placas de 6 pocillos (25 x 10° células/pocillo)
durante 48h. Después, se fijan las células con PFA 4% durante 30 min a temperatura
ambiente, se lavan las células con PBS y se incuban las células con PBS/Triton X100
(0,1%) durante 15 min a temperatura ambiente, se lavan las células con PBS e incubar
las células con anticuerpos primarios (1:200): p75, S1008 y GFAP ON a 4 °C.

Al dia siguiente, se lavan las células con PBS y se incuban las células con los
anticuerpos secundarios (1:500) durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad,
se lavan las células con PBS y se incuban las células con Hoechst 10 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Finalmente, se lavan las células con PBS y analizar las células

con un microscopio de fluorescencia (Guerout et al., 2014).

4.2. Produccion del hidrogel

4.2.1. Sintesis de N-succinilquitosano

Primero, 0,5 g de quitosano se disuelven en 40 mL de solucion de acido lactico al 5%
(v/v) y se afiaden 160 mL de metanol para diluir la solucién. A continuacion, se afiade
1,5 g de anhidrido succinico a esta solucién con agitacion a temperatura ambiente (Tan
et al., 2009).

Después de 24 horas, el quitosano modificado con succinilo se precipita ajustando a un
pH 6-7. El precipitado se filtra y se disuelve en H20. Por ultimo, se dializa durante 3 dias
(Tan et al., 2009).

4.2.2. Sintesis de AH oxidado

Primero se obtiene una concentracién de 10 mg/ml de AH, y se afiaden gota a gota 5
ml de periodato de sodio. Esta reaccidon se mantiene en agitacion durante 2 horas a
temperatura ambiente y a oscuridad. A continuacion, se afiade 1 ml de etilenglicol para

gue el periodato de sodio que no esta llevando a cabo la reaccion se inactive, esta
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reaccion se mantiene en agitacion 1 hora a temperatura ambiente. Por ultimo, se lleva
a cabo la purificacion de la solucion mediante didlisis contra H>O durante 3 dias (Tan et
al., 2009).

4.2.3. Fabricaciéon del hidrogel

Las distintas soluciones se disuelven en PBS a una concentracion de 20 mg/ml. Se
utiliza un ratio de 7/3 de N-succinilquitosano/AH oxidado ya que se ha visto que tiene un
tiempo de gelificaciéon entre 1-4 minutos y proporciona un tamafio de poro pequefio
beneficioso para la adhesion de las células. Ademas, tiene un tiempo de degradacion
lento a 37°C (28 dias), esto permite que las células que estan dispuestas a lo largo del
hidrogel tengan el tiempo suficiente para llevar a cabo la regeneracion de la médula (Tan
et al., 2009).

4.2.4. Microscopia electrénica de barrido

Mediante la microscopia electrénica de barrido se observa la morfologia que presenta
el hidrogel. Primero se lleva a cabo la liofilizacion del hidrogel y después se recubre con
oro. A continuacién, se visualiza la estructura formada mediante un microscopio
electrénico de barrido JSM-6330F con un voltaje de aceleracion de 10 kV. Se obtiene
una imagen superficial y transversal del hidrogel, representado en la Figura 4. Gracias
a esta técnica se observa que los poros formados en el hidrogel tienen un diametro entre
10-100 um (Tan et al., 2009).

Figura 4. Fotografias realizadas mediante microscopia electronica de barrido.

A) Imagen superficial. B) Imagen transversal (Tan et al., 2009).

4.3. Diseno del constructo

Se propone la realizacion de un vector lentiviral con capacidad de infectar las células de

la mucosa para modificarlas genéticamente y asi sobreexpresar la neurotrofina NT-3.
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El vector que se propone usar es un lentivirus de tercera generacion, por lo que para la
produccion de estos es necesario transfectar las células empaquetadoras con 4
plasmidos (Li et al., 2012). Estos serian, el vector de transferencia lentiviral, dos vectores
de empaquetamiento (gag/pol y REV) y, por ultimo, un vector para la envuelta viral
(Figura 5).

Vector de transferencia lentiviral

@ Loxp Loxp
CMV R U5 PRE/cPPT NT3 IRES| | GFP | [ —— U3 R US
Vector de empaquetamiento
| CMV | gag/pol PRE| pA |

| cmv | REV [ pA |

Vector de la envuelta

| cmv | VSV-G | pA|

Figura 5: Vectores lentivirales propios de un lentivirus de tercera generacion. Se
representa: El vector de transferencia con el gen de la neurotrofina 3 y el gen del GFP
flanqueado por secuencias Loxp. Dos vectores de empaquetamiento (gag/pol y REV).

El vector VSV-G que codifica para la envuelta viral.

El pldsmido que contiene el gen de interés no puede superar las 10 Kb debido a que es
la capacidad maxima de empaquetamiento que presentan los lentivirus. A su vez el
acido nucleico que pueden portar es ssRNA+. Estos virus presentan una
retrotranscriptasa para retrotranscribir el RNA en DNA y que este se pueda integrar en

el genoma.

El gen de la neurotrofina NT-3 que queremos integrar presenta una longitud de 812

bases (Figura 6), por lo que el lentivirus es un vector adecuado para portar este gen.

tcatgtcgac gtccctggaa acggccacac ggatgecETIRA e aaans I Eldaa] Figura 6: Secuencia de la
cadena codificante de DNA del
gen NT-3 de Homo sapiens
sapiens (Centro Nacional para

la Informacion Biotecnolégica).

attggcatct ctccccatat ataaattatt actttaaatt atatgatatg
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El plasmido lentiviral de expresion que contiene la proteina a transcribir, contiene una
secuencia GFP para la seleccién positiva de las células que han incorporado el gen de
interés en su genoma. El GFP se expresa bajo el mismo promotor que la neurotrofina 3,
estando estos dos genes separados por una secuencia IRES. El gen GFP se flanquea
con secuencias Loxp para ser delecionado en las células que se usaran en terapia. La
longitud del gen que codifica para la proteina GFP tiene una longitud de 696 bases. Por
otro lado, las secuencias Loxp portan 34 pb.

En nuestro caso los constructos lentivirales deben ser de RNA debido a la naturaleza

del vector.

4.4. Produccion viral y transfeccion de células de mucosa

4.4.1. Produccion viral

Los vectores virales se adquirieron de Addgene. Estos vectores bacterianos, que
presentan nuestras secuencias de interés, son clonados en E. coli. Los clones positivos
se seleccionan mediante una resistencia a ampicilina. Esta no sera incluida en el vector
lentiviral. Tras su crecimiento, se lisan las bacterias y se aislan los plasmidos de interés

mediante una electroforesis en gel de agarosa (An & Miyamoto, 2006).

Para la produccion viral, se usa la linea celular HEK293T. Esta linea celular
empaguetadora debe mantenerse en cultivo en un medio DMEM con alta glucosa (4500
mg/L), FBS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina y 100 yg/ml de estreptomicina en un
incubador a 37 °C con CO2 al 5% (Li et al., 2012).

Una vez obtenidos los plasmidos necesarios para la produccion viral, se procede a la
transfeccion de las células empaquetadoras HEK293T mediante lipofectamina 3000
(Enomoto et al., 2013). El protocolo de transfeccion con lipofectamina es el descrito por
el fabricante (Thermo Fisher Scientific). Una vez realizada la transfeccion de las células
empaguetadoras se les debe cambiar el medio a las 6 h. Posteriormente se dejan en
cultivo durante 2-3 dias para coincidir con el periodo de maxima expresion. Por ultimo,
se realiza un proceso de ultracentrifugacion para la obtencién de las particulas virales
(Gill & Denham, 2020).

Una vez purificados los virus mediante ultracentrifugacion se procede a la titulaciéon de
estos. Para la titulacion de las particulas virales, la forma mas efectiva y de medida
directa es la realizacion de una RT-PCR cuantitativa (QRT-PCR). De esta manera

obtenemos el nimero de las particulas virales por mililitro de nuestra suspensiéon
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viral. En primer lugar, se realiza la extraccion del RNA viral mediante la adicién de 600
ML de BUFFER BAV1 a 150 pL de nuestra concentracion viral, y se incuba durante 10
min a 70°C. Posteriormente se lava con 600 uL de etanol (96-100%) para que los acidos
nucleicos se puedan unir a la columna. A continuacién, se realiza un lavado mediante
una columna Virus Binding Column. Se realizan varias series de lavados vy
centrifugaciones para eliminar restos indeseados. Por ultimo, se eluye con 50 uL de
agua sin RNAsa y se realiza una centrifugacion de 1 min a 11,000 x g. El eluido contiene
el RNA purificado. Este protocolo se realiza con el Speedtools RNA Virus Extration Kit
(BIOTOOLS B&M Labs, S.A.).

Posteriormente, se realiza una retrotranscripcion del RNA a DNA para asi llevar a cabo
la gPCR. Para ello se afladen 200 U M-MLV (Retrotranscriptasa) a 600 ng de RNA (Life
Technologies, Carlsbad, USA), asi como los correspondientes primers y nucleétidos
para la preparacion de la mezcla de reaccion (Puglia et al., 2013). La reaccion se prepara
con el kit Power SYBR Green, 3 yL cDNA, 50 nM del forward primer, 50 nM del reverse
primer en un volumen de reaccion total de 15 pL (Puglia et al., 2013). La gPCR se realiza

en un termaciclador con deteccion de fluorescencia en tiempo real StepOneTM.

Se utilizaron las siguientes condiciones: 95 °C durante 10 min, 34 X (95 °C/15 s, 55
°C/15 s, 60 °C/15 s), y la fluorescencia se midié a 60 °C. El niumero total de copias de
RNA viral se calculé multiplicando el numero de copias de cDNA por un factor de
conversion especifico para cada muestra. Cada copia de RNA se corresponde con el
MRNA de un lentivirus, por lo que el titulo del virus se expres6 como particulas virales
por mililitro (PV/mL) (Puglia et al., 2013).

4.4.2. Transfeccidén con virus a células de la mucosa olfatoria

Una vez titulada la suspensién viral, se aplican estos lentivirus cargados con el mMRNA
del gen de interés NT-3 al cultivo de células de mucosa olfatoria.

El nimero de particulas virales gue debemos aplicar por célula viene dado por la MOI
(Multiplicity of infection). En este caso usaremos una MOI-10. (Li et al., 2012). Una MOI-
10 indica que para la transfeccion se requieren 10 particulas virales por cada célula.
En este punto se afiade el volumen de concentracion viral adecuado para la transfeccion

segun la titulacion y la MOI al cultivo celular diana.

Una vez infectadas las células se deben seleccionar aquellas que hayan incorporado el

gen de interés y asi sobreexpresen la proteina NT-3. Debido a que el plasmido lentiviral
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porta un gen GFP, se pueden seleccionar las células infectadas emisoras de
fluorescencia mediante citometria de flujo (McKinnon, 2018). Las células que presenten

el gen GFP habran incorporado también el gen de la NT-3.

Para comprobar que expresan NT-3 se realiza un Western Blot. El Western Blot se
realiza en un gel de poliacrilamida. Posteriormente pasamos el resultado a una
membrana de nitrocelulosa para generar el revelado. Esta membrana se incuba con un
anticuerpo primario policlonal de ratén anti NT-3 (Enomoto et al., 2013) y posteriormente
con un anticuerpo secundario anti mouse conjugado con HRP. Se revela con la soluciéon
ECL que es emisora de quimioluminiscencia en contacto con el HRP (Kielkopf et al.,
2021).

4.4.3. Deleccion del gen GFP mediante Cre/Loxp

Para el uso en terapia de estas células modificadas genéticamente, se elimina la
secuencia correspondiente a la proteina GFP. Esto se realiza mediante el método
Cre/Loxp. La secuencia GFP esta flanqueada por secuencias Loxp, lo que permite que
al adicionar la enzima Cre recombinasa, se catalice la recombinacion entre las
secuencias Loxp y se genere la delecién del gen flanqueado (Kosior et al., 2019). Esto
se realiza para no mantener una expresion de esta proteina in vivo en los pacientes.

Para inducir la delecion del gen flanqueado por Loxp utilizamos Cre recombinasa y
lipofectamina RNAIMAX (Life Technologies). Se afiade Cre recombinasa 10 nMa 1,5 uL
de lipofectamina RNAIMAX en DMEM. Posteriormente se tratan las células de mucosa
con esta lipofectamina cargada con la proteina Cre recombinasa (Zuris et al., 2015).
Aproximadamente 1 dia tras la incorporacion de la lipofectamina se habra completado

la transfeccion.

En este punto, la Cre recombinasa debe catalizar la recombinacién de las secuencias
Loxp y asi, delecionar el gen GFP. Esto ocurre en un tiempo aproximado de 24h /48h.
Una vez se ha delecionado este gen, deja de haber expresiéon de la proteina GFP en las
células. Esto es observable viendo una disminucion de la fluorescencia a medida que
se degrada el GFP. Para determinar el tiempo que tarda el GFP en degradarse y dejar
de emitir fluorescencia tras la delecion se realiza un ensayo. Eliminamos el gen GFP y
se mide la fluorescencia a diferentes horas. Para seleccionar las células que se usaran
en el tratamiento, se usa la misma técnica mencionada anteriormente. Mediante un

citdmetro de flujo podemos aislar las células que hayan dejado de emitir la fluorescencia
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(McKinnon, 2018). De esta manera aislamos las células que se utilizaran en el

tratamiento in vivo.

45. Ensayos células OECs e hidrogel

Una vez obtenidas las células y el hidrogel por separado se llevarda a cabo su cultivo
conjunto en placas multipocillo 6x. Gracias a este cultivo previo se puede llevar a cabo
una serie de estudios in vitro necesarios antes de utilizar la terapia en seres vivos,

comenzando con ratones.

Primero se esterilizan con rayos UV el hidrogel disuelto en PBS durante 1 hora. Se
inyectan 1,2 ml del hidrogel en placas multipocillo 6x y se incuba a 37°C durante 30
minutos. A continuacién, se afiade 1 ml de DMEM 10% FBS (o suero autoélogo en el

caso de humanos) junto con 5 x 10° células en cada pocillo (Tan et al., 2009).

Para comprobar si se habian adherido las células correctamente al hidrogel se lleva a
cabo un ensayo de proliferacion celular CyQuant, siguiente el protocolo de

ThermoFisher.

45.1. Estudio de viabilidad celular

Para llevar a cabo el estudio de viabilidad celular se realiza un ensayo MTT. Estos tipos
de ensayos miden la actividad metabélica concreta, por lo que permite comprobar si las
células una vez dispuestas en el hidrogel pueden sobrevivir. Se comprueba la

citocompatibilidad entre el hidrogel y las células.

En este ensayo se utiliza el MTT (metaylthiazolyldiphenyltetrazoliumbromide), una sal
amatrilla y soluble en agua. Lo que ocurre es que es reducida por la enzima succinato-
tetrazolio-reductasa (cadena respiratoria mitocondrial) utilizando el NADH como cofactor
formando cristales de formazan de color pUrpura. Esto se puede asociar a la viabilidad

celular ya que las células vivas son las Unicas que podran llevar a cabo la reaccion.

Primero se lleva a cabo el cultivo de las células en el hidrogel. A continuacién, se afiade
500 pL de solucién de MTT (0,5 mg/mL) a cada pocillo, y las células se incubaron
durante 1 hora a 37 °C y 5% de CO2. A continuacion, los cristales de formazan formados
se disolvieron con 100 pL de dimetil sulfoxido (DMSO). La viabilidad se cuantificd con

un espectrofotometro a 570 nm (da Fonseca et al., 2020).
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4.6. Ensayos in vivo - Animales de experimentacion

Para el estudio preclinico del tratamiento planteado, se utilizaran dos especies animales,
una murina, mas concretamente ratas adultas y una especie con una fisiologia mas
parecida a la humana, el cerdo. Ambas especies se someteran a dos cirugias, una
primera durante la cual se provocara la contusion medular y una segunda durante la
cual se administrara el tratamiento. En ambas especies se formaran seis grupos
experimentales representados en la Tabla 1. Por un lado, estardn los animales
sometidos a la contusién de médula. Este grupo de animales se dividira en cuatro mas
pequefios, ya que se formar4 un grupo sometido a todos los componentes del
tratamiento (células e hidrogel), un grupo que recibird solamente el hidrogel en la
segunda operacion, un grupo que recibira solamente las células en la segunda
operacion, y un grupo que no recibira ningln tratamiento en la segunda operacion. Por
otra parte, habra un grupo de animales al que se le realizara todo el protocolo operatorio,
pero sin la propia contusion de médula y un grupo de animales al que no se le hara

ninguna intervencién. Los tres Gltimos grupos serviran de control.

Cada uno de estos seis grupos estara formado por un nimero de animales diferente y
el numero de células inyectadas también variara, ambos factores dependiendo de la

especie animal (Tabla 2).

Tabla 1: Grupos experimentales formados para el estudio preclinico.

Grupos experimentales | Tratmiento celular Contusion medular Cirujia

|jnlawiN

Tabla 2: Numero de animales por grupo y nimero de células inyectadas segun la

especie usada.

Sujeto experimental | Individuos/Grupo experimental N2 de células
Rata 12 5x1075
Cerdo 4 1076

La manipulacién y los procesos quirargicos llevados a cabo en estos animales se
realizan siguiendo todas las normativas establecidas y por un personal con experiencia
y cualificado. Las cirugias, especificamente, se llevaran a cabo por un mismo veterinario

cualificado, que realizara el proceso sobre un total de 5 animales por dia.
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4.6.1. Ensayos postoperatorios

En ambas especies se deben llevar a cabo una serie de ensayos postoperatorios
histolégicos tras la segunda cirugia. Se haran en los segmentos cortados tras la

diseccién medular.

Estudio de regeneracidon axonal.

Para examinar la regeneracion axonal se analiza el tracto corticoespinal, mediante
aminodextrano biotinilado (BDA), un trazador anterégrado. Para ello, se debe inyectar
en el cortex sensoriomotor, siete meses después de la cirugia, una solucion de 10% de
BDA. Tres semanas después, los animales son perfundidos. Se analiza también la
regeneracion de los axones rafe-espinales y coeruleo-espinales mediante

inmunohistoquimica.

Para visualizar los axones de las neuronas corticoespinales que contienen el BDA
inyectado previamente, se incuban las secciones con estreptavidina conjugada con
“Texas red” o fluoresceina. Para visualizar los axones rafe-espinales y coeruleo-
espinales, se incuban los segmentos con anticuerpos primarios especificos y

posteriormente con anticuerpos secundarios marcados con fluoresceina o “Texas red”.

Por un lado, los anticuerpos primarios monoclonales usados son: los anticuerpos anti-
serotonina (en dilucion 1/750, estos sirven para observar los axones rafe-espinales) y
los anticuerpos anti-dopamina B-hidroxilasa (en dilucion 1/1000, estos sirven para
observar los axones coeruleo espinales). Las incubaciones de estos anticuerpos

primarios se llevan a cabo en las diluciones mencionadas, a 4°C y durante toda la noche.

Por otro lado, se usan anticuerpos secundarios en dilucién 1/100. La incubacién con
estos anticuerpos secundarios, al igual que con la estreptavidina, se hace durante 30

minutos a temperatura ambiente.

Una vez preparados los segmentos, se analizan con microscopio de fluorescencia
(Ramén-Cueto, A et al., 2000).

Estudios inflamacion

Una vez llevada a cabo la inyeccion de las células integradas en el hidrogel es necesario
evaluar la inflamacién que se produce en la médula espinal de los ratones. Para ello se

debe estimar el numero y el fenotipo de los macréfagos que se encuentran en la lesion.
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Para ello primero el borde de la lesién se determiné gracias a GFAP. Los macrofagos
M1 se detectaron gracias al anticuerpo anti-CD86 y los macrofagos M2 con anticuerpos
anti-CD206. Se evalu6 entonces el ratio M2/M1 gracias a la deteccion mediante un
microscopio de fluorescencia (Li et al., 2020).

Estudio de angiogénesis

Para determinar el grado de vascularizacion se detecta el antigeno RECA-1 de los vasos
sanguineos de las ratas. Este antigeno se encuentra en el endotelio, capa de células
qgue recubre la superficie interior de los vasos sanguineos. La vascularizacion es
necesaria para la reparacion, mantenimiento y funcionamiento de los tejidos, por lo que

es necesario que se encuentre en la lesién medular.

Para su deteccion se utiliza la inmunofluorescencia gracias al anticuerpo anti-RECA-1.
Todos los vasos sanguineos se van a tefiir de color rojo gracias al anticuerpo secundario
conjugado con Texas Red y el resto con DAPI (azul) (Li et al., 2020)

4.6.2. Ratas

Como modelo murino se usan ratas de la cepa Wistar. Se realiza una contusion para
simular el dafio medular. Posteriormente, los animales se someten a una segunda
cirugia en la cual se limpia la cicatriz glial y se administra el tratamiento propuesto. Se
analiza la mejora en los animales y se espera ver una recuperacién de funciones
locomotoras y reflejos sensoriomotores entre 3y 7 meses después de la segunda cirugia

en las ratas tratadas.

Se usan un total de 60 ratas adultas hembras (edad de 2,5 meses y con un peso de
alrededor de 200-230g). Se hacen seis grupos experimentales ya explicados en la

Tabla 1, cada uno formado por 12 ratas (Ramoén-Cueto, A et al., 2000).

Todas las ratas de los grupos sometidos al dafio medular reciben la cirugia de contusién
a nivel de la T10, mediante un marco estereotactico y un impactador controlado
informaticamente, lo que asegura la reproducibilidad del proceso quirtrgico (Vibhor
Krishna et al., 2013).

Por otro lado, 6 semanas después de la primera intervencién quirdrgica, y tras haber
hecho un seguimiento y cuidado que se detalla a continuacion, las ratas se someten a
una segunda operacion, en la cual se limpia la cicatriz glial y se administran las células
de mucosa aisladas previamente y modificadas genéticamente, junto con el hidrogel ya

descrito. Las 6 semanas entre las dos operaciones se considera tiempo suficiente para
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que la lesiébn medular se convierta en cronica, y por otra parte permite poder llevar a
cabo los andlisis necesarios para verificar que la primera cirugia se ha realizado
correctamente. Ademas, asegura un tiempo de recuperaciéon adecuado para el bienestar

de los animales.

Primera cirugia

La cirugia elegida para representar el daflo medular es una contusion grave. El
preoperatorio, la cirugia y el postoperatorio se llevan a cabo segun el protocolo
establecido por Vibhor Krishna et al., (2013) que ha demostrado tener una tasa de
supervivencia del 93.4% (Krishna, Vibhor et al., 2013).

Preoperatorio

Una hora antes de la operacion se administran antiinflamatorios y antibiéticos
(buprenorfina 1.5 ml de 0.006 mg/ml subcutanea y Baytrii 4 mg/kg subcutanea
respectivamente). Se anestesian las ratas con 90 mg/kg de Ketamina y se espera hasta
ver que no hay respuesta al pellizcar la pata. Tras palpar y encontrar apéfisis de la T10,
se marca la zona. Se rasura un rectdngulo de 3 cm x 6 cm con la zona marcada en
medio. Se limpia la piel tres veces con Betadine y se aplica lubricante oftalmico a los
ojos. Se lleva a la rata a la zona operatoria donde se regula su temperatura corporal
para mantenerla a 37,5°C (Krishna, Vibhor et al., 2013).

Proceso quirdrgico

La cirugia comienza con una incision de 4 cm centrada en la marca de T10 ya hecha.
Se sigue con la diseccion de la fascia y diferentes capas musculares, hacia las apdfisis
y laminas espinosas de la T9 y T11l. Se separa, mediante un retractor, el misculo y
fascia del hueso. Se sigue el proceso con la estabilizacion de la lamina espinosa de la
T9 vy la divisién del ligamento interespinosa entre la T9 y T10 usando tijeras. Se hace el
mismo proceso con la T11, pero cortando el ligamento entre la T10y T11. Se completa
la divisién de ligamentos, dando acceso a la duramadre. Se usan ruginas para realizar

una laminectomia bilateral en T10. Se retiran la apdfisis y laminas espinosas de la T10.

Posteriormente se pone a la rata en la posicién adecuada para la siguiente parte de la
cirugia. Se inmoviliza la columna vertebral, utilizando pinzas para sujetar la parte lateral
de T11lyde T9. Tras esta estabilizacion se utiliza un impactador previamente preparado
para producir la lesién de interés. En este caso, la configuracion usada es la siguiente:

una punta de 3.0 mm a una velocidad de 4 cm/s con una profundidad de 2mm y un
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tiempo de 0,3s. Se extiende la punta y se baja hasta que esté en contacto con la médula
espinal. Se baja 2mm y se libera el piston a 4 cm/s para que se realice la lesion.

Finalmente se cose el musculo y fascia con puntos en figura de 8, sin aplicar ninguna
presion innecesaria a la médula. Se cierra la piel con un minimo de dos grapas
pequefias, aunque se pueden usar hasta 5 si es necesario (Krishna, Vibhor et al., 2013).

Postoperatorio

Tras esta primera cirugia, se mantienen a las ratas en las condiciones necesarias, y
rigurosamente reguladas para asegurar su bienestar y el buen resultado del
experimento. Para ello, se mantendran a las ratas juntas, ya que siendo hembras y de
la cepa Wistar esto no supone un problema. Ademas, dada su movilidad comprometida,
se tiene que cambiar el método de alimentacién y cuidado. Este se adaptara a las
condiciones. La alimentacion debe cambiar a pienso mojado en la viruta. Se debe
mantener el peso corporal entre 270 y 300g. Este peso se controla de forma semanal, y
se administra la cantidad necesaria de comida para mantenerlo (Ramoén-Cueto, A et al.,
2000).

En las 24h siguientes a la operacion, se mantienen las ratas en un ambiente entre 33-
35°C en una incubadora mientras siguen inconscientes y posteriormente en una jaula
adaptada cuando se puedan mover. Una vez estén despiertas, se administra 5ml de
solucion salina, 1.5 ml (0.006 mg/ml) de buprenorfina y 0.1 ml de Baytril, todo

subcutaneamente.

Se contindla administrando buprenorfina subcutdneamente dos veces al dia en los
primeros dos dias, y Baytril una vez al dia en los primeros 7 dias. Por otra parte, se debe
expresar la vejiga tres veces al dia hasta que se recupere la funcién. Se tienen que
controlar varios factores como la aparicién de posibles infecciones, la actividad fisica, o

los posibles problemas de cura de la herida (Krishna, Vibhor et al., 2013).

Se regulan diferentes criterios de dafio establecidos previamente para asegurar el
bienestar animal. En esta lista de criterios de dafio se incluye el aspecto del pelaje, el
peso, la temperatura corporal, la loridiosis etc. Estos factores se monitorizan por un
mismo individuo (para evitar cualquier tipo de subjetividad), cada 3 dias. Estos criterios
de dafio y dolor se califican en una escala del 1-4, y si cualquiera de ellos puntia mas

de un cuatro, se tendra que establecer un punto final humanitario.
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Para verificar que la contusion se ha llevado a cabo correctamente y ha provocado el
dafio esperado en las ratas, se llevan a cabo una serie de pruebas. Todas las ratas se
someten a estas pruebas antes de la primera operacion, por lo que ya han aprendido el
proceso.

Pruebas postoperatorias

En primer lugar, los animales se someten a una prueba de escalada, compuesta por
cuatro niveles de dificultad dependiendo del angulo de inclinacion de la rejilla a escalar.
El nivel 1 tiene un angulo de inclinacion de 45°, y los siguientes niveles de 60°, 75° y
90° respectivamente (Figura 7). La prueba se compone de dos partes, ya que por un
lado existe el factor del plano inclinado, y por otro lado el factor de las propias rejillas.

Figura 7. Esquema explicativo del dispositivo de escalada empleado en las pruebas

postoperatorias en ratas Wistar (Ramoén-Cueto, A et al., 2000).

Para superar cada nivel, las ratas tienen que llegar a la parte superior de la inclinacion
y alcanzar una plataforma horizontal lisa. La rejilla inclinada tiene bordes para evitar que
los animales se caigan. Tras superar la prueba, los animales reciben una recompensa.
Para evitar la desmotivacion de las ratas que no son capaces de llegar a la plataforma
horizontal lisa, se les coloca una rejilla con cuadrados de 1 cm x1 cm que les permite
agarrarse con las patas delanteras. Si logran llegar a la plataforma de esta manera, se

recompensan también.
Solo se tendran en cuenta los animales que intentan llegar a la plataforma.

Tras la primera operacion, se llevan a cabo estas pruebas de forma semanal para
comprobar la falta de funcién motora en ratas contusionadas y la funcion motora normal

en ratas control. El plano inclinado permite evaluar el movimiento voluntario de las patas
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traseras ademas del soporte del propio peso corporal. Las rejillas que componen la
rampa permiten evaluar el movimiento voluntario, el posicionamiento correcto de los
pies y la coordinacion. Esta prueba permite por tanto estudiar los reflejos locales y el

movimiento voluntario propio.

Los siguientes factores para estudiar mediante diferentes pruebas son: la respuesta al
toque ligero y al plegamiento de articulaciones de las patas traseras. El andlisis de la
respuesta al toque ligero se hace tocando ligeramente la parte dorsal de cada pata. Para
analizar la respuesta del plegamiento de las articulaciones se doblan las articulaciones

a nivel de la cadera.

Las ratas control que no se han sometido a la contusion, deberian responder a los
estimulos levantando la pata y apoyandola en la superficie para asegurar su soporte.

En las ratas contusionadas esta respuesta deberia desaparecer.

Estas caracteristicas de las patas traseras se analizan de forma semanal y se evaluan
entre 0 y 2. El 0 se puntla cuando no haya ninguna respuesta, el 1 cuando haya una
respuesta normal en una patay el 2 cuando haya una respuesta normal en ambas patas.
Dado que algunas ratas pueden tener movimientos causados por reflejos, solo se
consideran respuestas positivas aquellas donde el movimiento y apoyo de la pata se
haga de forma completa. Cada pata se debe evaluar tres veces cada semana y
solamente se establece como respuesta positiva si hay un movimiento claro por lo
menos dos de las tres veces. Ademas, esta situacion debe darse durante dos semanas

consecutivas (Ramon-Cueto, A et al., 2000).

Sequndacirugia

Después de haber comprobado, mediante los analisis descritos, que la primera cirugia

se ha llevado a cabo con éxito, los animales se someten a la segunda operacion.

El objetivo de este segundo proceso es, como ya se ha descrito, limpiar la cicatriz glial
y administrar las células modificadas, el hidrogel, o0 ambos, dependiendo del grupo de
ratas del que se trate. Para ello, las ratas se someten al mismo proceso de apertura

descrito para la primera operacion.

29



Una vez comprobada la viabilidad de las células en el hidrogel se lleva a cabo su
inyeccion en la zona de la lesion. La inyeccion se hace directamente en la lesion el
hidrogel junto con las células (5 x 10° células), representado en la Figura 8. Para la
inyeccion se utiliza la bomba Harvard 22, se debe suministrar toda la mezcla en un
periodo entre 1 y 4 minutos para evitar que se dé la gelificacion antes de ser
administrado al sujeto.

Figura 8: Representacion grafica de la inyeccion del hidrogel con las células en la

zona de la lesion medular (Li et al., 2020).

Las ratas se someten al mismo proceso de recuperacién al cual se sometieron después
de la primera cirugia. Ademas, se llevan a cabo las mismas pruebas, con el fin de

observar si en las ratas tratadas hay algun tipo de mejora.

Pruebas postoperatorias

Se llevan a cabo las tres pruebas descritas en el apartado anterior: de escalada, de
toque ligero y de plegamiento de las articulaciones traseras. Se deben realizar una vez
a la semana durante los seis meses posteriores a la administracién (o no, en caso de

los grupos control) del tratamiento.

La diferencia en el protocolo es que su objetivo no es verificar que el proceso quirdrgico
se haya llevado a cabo correctamente, sino que el tratamiento administrado es efectivo

en la recuperacion de los animales.

En la prueba de escalada de los planos inclinados con diferentes angulos, se espera ver
gue las ratas tratadas logran superar la prueba mejor que las no tratadas y mejor que

tras la primera cirugia. Se espera ver que logran pasar a niveles superiores a 1.

En cuanto a las pruebas de toque ligero y plegamiento de las articulaciones, se esperara

ver una recuperacion en la respuesta de apoyo de patas traseras.
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Para asegurar objetividad en estas pruebas comportamentales, las observaciones se
deben llevar a cabo por tres individuos diferentes, todos ciegos al tratamiento. Se forman
tres grupos de dos investigadores cada uno. La recuperacion funcional se debe analizar
por un grupo diferente cada semana y se graba. Las grabaciones son analizadas por
dos investigadores, también ciegos al tratamiento. Las respuestas se tienen en cuenta
solamente si los resultados de los dos examinadores grabados y de los analisis de las
grabaciones coinciden (Ramoén-Cueto, A et al., 2000).

Diseccion de la LME

Finalizado el periodo de estudios de la recuperaciébn motora y sensorial tras el
tratamiento, realizamos una diseccion de la médula espinal para hacer un analisis del

estado de la region de la LME.

Las ratas son anestesiadas profundamente con inyeccion de pentobarbital (200 mg/kg)
ip (Nembutal, CEVA Santé Animale, Libourne, Francia) y perfundidas con 250 ml de
NaCl 0,09% (4 °C) seguido de 500 ml de paraformaldehido al 4% (4 °C) en solucion
salina tampon de fosfato de 0,1 M (PBS, pH 7,4). La médula espinal se disecciona
rapidamente y se fija en el mismo fijador durante 24 h a 4 ° C y luego se mantiene
durante 48 h en sacarosa al 30% para crioproteccién. Se toman dos bloques de tejido
de 0,75 cm de longitud de ambos lados del epicentro de la lesion (Quertaintmont et al.,
2012). Los blogues de tejido se seccionan transversalmente con un criostato, en
secciones en serie de 15 um, se montan en portaobjetos de vidrio supercongelantes y
se almacenan a -20 ° C. Estos cortes se emplean para llevar a cabo los ensayos

histolégicos, mencionados en el apartado 4.6.1.
4.6.3. Cerdos

El modelo de animal murino ya descrito es de gran interés para el estudio de este
tratamiento, pero presenta varias limitaciones. Las mas evidentes y limitantes son el
tamafo y la diferencia en fisiologia de las ratas en comparacién con el humano. Esta
diferencia no solo influye a la hora de generar la lesiébn medular de interés, sino ademas

a la hora de administrar el tratamiento.

Se puede plantear la duda de si nuestro tratamiento celular tiene la misma
supervivencia, migracién e integracion en un modelo humano al que se le tendria que
administrar una cantidad mucho mas grande de suspension celular e hidrogel. También
se podria pensar que esta administracion de un volumen mas elevado podria generar

un dafio local mayor en la médula espinal, lo cual seria contraproducente. Finalmente
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se podria plantear la duda de si la regeneracion axonal generada en ratas realmente
seria significativa en una lesién de tamafio mas grande producida en humanos. Estas
son algunas de las dudas y limitaciones que seguramente han provocado que una gran
parte de los tratamientos planteados en proyectos anteriores, no hayan logrado pasar
de la preclinica a la clinica (Lee, Jae H T et al., 2013).

De aqui el interés de plantear el estudio de nuestro tratamiento en un modelo animal

mas cercano en tamafio y fisiologia al humano: el cerdo.

Esta parte del proyecto de investigacion se llevaria a cabo solamente si la etapa anterior

en ratas demuestra ser eficiente.

En este estudio se propone el uso de cerdos miniatura Yucatan (hembras de entre 20-
25 kg), que, aunque evidentemente siguen presentando diferencias en tamafo y
fisiologia, presentan un tamafio de médula espinal mas parecida a humanos que las
ratas (Lee, Jae H T et al., 2013).

La cercania en fisiologia y anatomia de este tipo de cerdo al humano esta muy
estudiada, y se ha empleado ya como modelo en otras investigaciones de infarto, dafio
cerebral traumatico y dafio de la médula espinal. Son animales de facil acceso, faciles
de entrenar, y faciles de mantener siempre y cuando se disponga de las instalaciones y
personal adecuado (Lee, Jae H T et al., 2013).

Se emplean seis grupos experimentales de animales explicados en la Tabla 1, cada uno

formado por 4 animales.

Al igual que en las ratas, se realizan dos cirugias, una primera en la cual, mediante un
impacto, se genera la lesiébn medular de contusion, y una segunda en la cual se limpia
la cicatriz glial y se administra (0 no, dependiendo del grupo del que se trate) el

tratamiento de células e hidrogel.

Primera Cirugia

La cirugia elegida para representar el dafio medular es una contusion grave. El
preoperatorio, la cirugia y el postoperatorio se llevan a cabo segun el protocolo
establecido por Lee, Jae H T et al. (2013).
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Preoperatorio

Se lleva a cabo una preanestesia de los animales con una inyeccion intramuscular de
Telazol (4—6 mg/kg), xilacina (0.6 mg/kg), y atropina (0.02 mg/kg). Se entuban en
traguealmente y se mantienen con isoflurano (2 — 2.5%) durante todo el proceso. A
continuacion, se administran los antibiéticos y antiinflamatorios necesarios. Se
administra cefazolina (15 mg/kg) de forma intravenosa y ketoprofeno (3 mg/kg) y morfina
(0.5 mg/kg) de forma intramuscular de forma previa a la operacion.

Como anestesia local se emplea Bupivacaine (1 mg/kg) administrado de forma
subcuténea. Para preparar al animal a las condiciones postoperatorias que sufrira por
el dafio medular, se debe insertar un catéter urinario para el drenaje de la vejiga. Se

mantiene una ventilacion y volumen tidal adecuado.

Durante toda la operacién se monitorizan varios parametros de interés: el ritmo cardiaco,
el ritmo respiratorio, la presion arterial etc. Ademas de estos parametros, se mide la
temperatura corporal del animal, que se debe mantener entre 37.0 y 38.5°C. Se asegura
también la hidratacion adecuada mediante la administracion intravenosa de solucion
Ringer (Lee, Jae HT et al., 2013).

Proceso quirdrgico

El primer paso en el protocolo quirdrgico es localizar la T10, que, debido a la variacion

gue se puede encontrar en cerdos, se lleva a cabo mediante una radiografia.

Una vez localizada la zona de interés, se realiza una incisién de 12 cm entre T8 y T13,
y se hacen accesibles la apofisis y laminas espinosas entre T9 y T12. Se lleva a cabo
una laminectomia en la T10 de forma parecida a las ratas y se lleva a cabo la contusién
empleando el impactador de 7mm de diametro y 50g. Se encuentra a una altura de 20

cmy se produce una compresion durante 10 min (Lee, Jae HT et al., 2013).

Postoperatorio

Tras haber terminado el proceso quirlrgico, se cosen las capas musculares y de piel, y
se administra cefazolina (25 mg/kg) y ketoprofeno (1 mg/kg) por via intramuscular
durante los siguientes 5 dias. Las primeras 12h tras la operacion, se mantienen los
animales en ayunas. Se deben mantener aislados durante las primeras 48h y
posteriormente se mantienen en parejas. Se mantienen en las mismas condiciones de

recuperacion postoperatorias que las ratas, con una vigilancia muy rigurosa. Se
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someterdn también a las diferentes pruebas que permitiran asegurar que la cirugia y el

dafio medular se han llevado a cabo adecuadamente (Lee, Jae H T et al., 2013).

Pruebas postoperatorias

Para ello, se someteran a las pruebas evaluadas por la escala comportamental porcina
de dafio tor4cico. Esta escala tiene 10 niveles de puntuacion. Los tres primeros niveles
describen diferentes grados de arrastre, los tres intermedios de capacidad de dar pasos

y los ultimos tres de caminar.

Los cerdos, aproximadamente tres semanas antes de la primera cirugia, se entrenan
para caminar cuando se les pide, por un tapete de goma de 1.22 m de anchoy 5 m de
largo. Una semana antes de la cirugia se establece la funcién locomotora basal a la cual

se comparan con los resultados postoperatorios.

Se graba la prueba de funcién locomotora tres dias después del primer proceso

quirargico y una vez a la semana hasta el segundo procedimiento.

Se analizan las grabaciones de diferentes momentos del proceso de recuperacion (Lee,
Jae HT etal., 2013).

Sequndacirugia

Al igual que en el estudio con las ratas, después de haber comprobado, mediante los
analisis descritos, que la primera cirugia se ha llevado a cabo con éxito, los animales se
someten a la segunda operacion. Ademas, esta segunda cirugia se debe realizar una
vez que la lesibn medular se pueda considerar como lesion crénica. Este tiempo es de

aproximadamente seis meses.

El objetivo de este segundo proceso es, como ya se ha descrito, limpiar la cicatriz glial
y administrar las células modificadas, el hidrogel, o ambos, dependiendo del grupo de
cerdos del que se trate. Para ello, los cerdos se someten al mismo proceso de apertura

descrito para la primera operacion.

El proceso de administracién de las células en el hidrogel en la médula lesionada se
lleva a cabo siguiendo el mismo protocolo que en las ratas, pero con un mayor namero
de células: 1 X10°.Los cerdos se someten al mismo proceso de recuperacion al cual se
sometieron después de la primera cirugia. Ademas, se llevan a cabo las mismas

pruebas, con el fin de observar si en los animales tratados hay algun tipo de mejora.
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Diseccion de la LME

Finalizado el periodo de estudios de la recuperacion motora tras el tratamiento,
realizamos una diseccion de la médula espinal para hacer un andlisis del estado de la
region de la LME.

Los cerdos son anestesiados profundamente con pentobarbital sédico y perfundidos
transcardicamente con paraformaldehido tamponado al 4% (pH 7,4). Inmediatamente
después de la perfusion, la médula espinal fue expuesta por laminectomia y
diseccionada. Los tejidos recolectados se colocaron en el mismo fijador (durante 20
minutos a temperatura ambiente), se lavaron varias veces en tampon de fosfato de 0,1
My se almacenaron en sacarosa tamponada al 18% a 4 °C. Las médulas espinales se
seccionaron con criostato Zeiss HM525 en secciones transversales seriadas de 15um
(Lepiarczyk et al., 2020). Estos cortes se emplean para llevar a cabo los ensayos

histolégicos, mencionados en el apartado 4.6.1.

4.7. Anélisis estadisticos

Una vez obtenidos los datos de las pruebas de funcionalidad motora tanto en animales
como en humanos, se realizan analisis estadisticos para comprobar que las diferencias

encontradas se deben al tratamiento o al azar.

En primer lugar, se realizan analisis graficos de tendencia para observar si existe
progreso o no en las capacidades motoras de los sujetos de experimentacion. Si se
observan diferencias frente a los sujetos control se deben realizar otro tipo de analisis
estadisticos para comprobar que las diferencias observadas se deben a el tratamiento
y no al azar. Estos analisis se realizan mediante pruebas ANOVA de dos factores: 1. El
tratamiento con 6 niveles correspondientes a los diferentes tratamientos: sujetos con
tratamiento celular + hidrogel, sujetos con hidrogel, sujetos con tratamiento celular,
sujetos sin tratamiento celular y sin hidrogel (todos ellos con la LME), el grupo control

sin lesiébn medular y con cirugia y el grupo control sin ningun tipo de intervencion.

El tiempo tras el trasplante con X niveles, siendo X = nimero de semanas post-
trasplante en las que se pasa la prueba de comportamiento (segun el modelo que se

esté evaluando, rata o cerdo).
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Se toma como variable independiente la correspondiente a los valores obtenidos en
cada prueba de comportamiento, para los diferentes grupos y a los diferentes tiempos.

Si alguno de los factores es significativo, se realizan pruebas post-hoc de comparacién
multiple entre medias (prueba de Tukey).

Estos analisis se realizan en el entorno estadistico R. Se consideraran resultados
significativos aquellos que presenten un valor de p<0,05 (* p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001).

4.8. Ensayos clinicos

4.8.1. Diagndstico:

Tras el traumatismo y estabilizacién, salvando variaciones entre hospitales, la mayoria
de los pacientes son sometidos a un examen neuroldgico (que incluye un examen motor
y sensorial voluntario de cada extremidad y un examen rectal) y se les toma fotos de la
médula espinal (utilizando, por ejemplo, rayos X, MRI o TC) si se sospecha una LME.
Posteriormente, el examen clinico o las imagenes radiograficas tempranas son seguidas
por imagenes avanzadas y examenes neuroldgicos detallados (electrofisioldgicos;
Ahuja et al., 2017).

4.8.2. Seleccion de pacientes/ criterios de admision:

En el experimento se inscriben pacientes (el nimero por fase viene descrito por la Tabla
3.) con una LME crénica (mas de 6 meses post-traumatismo) y completa [de acuerdo
con la “American Spinal Injury Association” (ASIA) de clasificacion A). La operacion y el
seguimiento son realizados en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid. Los criterios de

inclusion y exclusién seguidos son:

e Criterios de inclusion: (i) Hombre o mujer entre 18 y 65 afos de edad, (i) LME
completa entre la seccién toracica 5 y 12 (Figura 9); por debajo de la seccion
toracica 6 para evitar sindromes como el de la disreflexia autonémica), (iii) no
haya sufrido mejoras significativas en su lesiéon desde el traumatismo, (iv) que
realizaran regularmente fisioterapia y continlen haciendo después de la
operacién con la terapia.(v) que los pacientes hayan firmado el documento de
consentimiento, (vi) que sean capaces y quieran realizar visitas regulares al

hospital y participar en los examenes de seguimiento del estudio.
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INTERNATIONAL STANDARDS FOR NEUROLOGICAL Patient Name, Date/Time of Exam
As#k cLassiFicaTion oF sPinaL corp inuRY 1 S(CEBS )
(ISNCSCI) - E Examiner Name Signature
SENSORY SENSORY OTOR

KEY SENSORY POINTS KE"\".‘ MUSCLES L E FT
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Light Touch (LTR) Pin Prick (PPR)

c2 c2
c3 C3
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Elbow flexors G5 G5 Elbow flexors
UER Wiist extensors G C6 Wiist extensors UEL
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Finger flexors G8 C8 Finger flexors
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T4 T4
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T6 T6
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T=Abs WT= NGt
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LER Knee extensors L3 L3 Knee sxzer?sms LEL
(Lower Extremity Righy  Ankie dorsifiexors L4 L4 Ankle dorsiflexors  (Lower Extremity Left)
Long toe extensors L5 L5 Long foe extensors
Ankle plantar fiexors  §1 S1 Ankle plantar flexors
82 52
83 53
(VAC) Voluntary Anal Contraction (DAF) Deep Anal Pressure
(Yes/No) S4-5 545 (Yes/No)
RIGHT TOTALS LEFT TOTALS
(MAXIMUM) —(50) 756) 756) 1561 756) 750)  (MAXIMUM)
MOTOR SUBSCORES SENSORY SUBSCORES
uer[ | +UEL|:| vemstotaL [ | e[ |+l | =iemstorac | uRr[__ |+ :| crromc[ | eer[_ JeprL[ | =pPrOTAL[ |
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NEUROLOGICAL 3 minries w nses
LEveLs 1 sensory— T §EUROLOGIEAL ——) o e 1 6 ZONE OF PARTIAL " SENSoRY[ ] ]
Steps 16 forcacsticatn 3 moTOR[ [ | (NLD) 5. ASIA IMPAIRMENT SCALE (A1S) [ | o FRESERVATION _ moTOR[— [ ]
Page 72 This form may be copied freely but should not be alered without permission from the American Spinal Injury Association. eV

Figura 9: Formulario de examen clinico de las Normas Internacionales para la
Clasificacion Neurolégica de la Lesion de la Médula Espinal. La evaluacion
estandarizada y el calculo de las puntuaciones motoras y sensoriales se demuestran en
esta plantilla. Reimpresién del formulario de evaluacion ISNCSCI de la American spinal

injury association (2019).

e Criterios de exclusion: (i) El paciente posea graves complicaciones, (ii)
antecedentes de reacciones alérgicas o inmunomediadas potencialmente
mortales, (iii) presencia de anomalias clinicamente significativas en los
exdmenes de rutina del laboratorio, (iv) Mujer lactante o embarazada, (v)
participacién en cualquier otro ensayo clinico dentro de los 3 meses anteriores a
la inscripcién, (vi) cumplimiento deficiente o dificultad para completar los

requisitos del estudio.

Tabla 3: Numero de pacientes por fase clinica y nimero de células inyectadas.

Sujeto experimental | Individuos/Grupo experimental Ne de células
Fase | 5-20
Humano Fase Il 25-100 1076
Fase lll 300

4.8.3. Cirugia Humanos

La cirugia se realiza en pacientes que cumplen los criterios de inclusién previamente

establecidos y una vez que la lesion sea considerada como cronica. Entre el momento
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gue se produce la lesion y el momento de esta cirugia, el paciente debe participar en
sesiones de rehabilitacion fisioterapéutica.

El proceso quirlrgico se realiza aproximadamente seis semanas después de la
extraccion de las células de interés y de la expansién y modificacién genética de las

mismas.

El objetivo de la cirugia es administrar el tratamiento compuesto por las células
autdlogas de la glia envolvente modificadas genéticamente, junto con el hidrogel

escogido. Ademas, se limpia la cicatriz glial.

Al igual que las operaciones en animales, éstas se deben llevar a cabo por el mismo
individuo o equipo. En este caso, se llevan a cabo por el mismo equipo de

neurocirujanos.

Preoperatorio

Antes de comenzar el proceso quirdrgico, el paciente se somete a anestesia general,
administrada por intubacion endotraqueal. Ademas, se le administran los antibiéticos

profilacticos necesarios.

Se prepara la piel de la zona de interés con Betadine alcohdlico y la linea de incision
propuesta se infiltra con bupivacaina 0.5% con 1 : 200.000 de adrenalina. Ademas, se
administra un gramo de cefazolina por induccién y se repite a las 4h (Féron, F et al.,
2005).

Cirugia

El paciente se coloca en posicion “park bench”, lo que asegura el acceso seguro a la
zona de interés. El proceso quirargico se realiza en dos etapas diferentes. La primera
consiste en realizar una incisién de linea media, seguida de una laminectomia y de la
apertura de la duramadre a nivel de la lesién. Se llega a la médula por una mielotomia
de la linea media posterior. En el caso que fuera posible, se hace un anclaje posterior y
posterolateral de la médula. Se retira el tejido sobrante de la cicatriz para dar acceso a

la contusién (Carlos Lima MD et al, 2016).

En la siguiente etapa, se procede con la limpieza de la cicatriz glial y una vez que la
médula espinal sea accesible, se procede a la administracién del tratamiento. La
inyeccion de las células y del hidrogel se realiza con una aguja desechable especifica a

la zona de la lesion. Se hace una puncion en el lugar donde termina la zona de médula
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espinal sana y comienza la zona de médula espinal lesionada. La profundidad y el
angulo de la puncion se deben supervisar mediante escaneos de tomografia
computarizada y su reconstruccion tridimensional. Como agente de contraste para ver
la médula, se inyecta iodixanol en el espacio subaracnoideo. La aguja se inyecta
lentamente en la médula, introduciendo un total de 10° células junto con el hidrogel
(Cheng et al., 2014).

Se cierra la duramadre con grapas absorbibles y se recubre en Gelfoam. Ademas, se
aplica un sistema de drenaje de herida sobre el Gelfoam y se conecta con una bolsa a
la cual llegara la sustancia drenada. Finalmente se cierra la herida por capas (Féron, F
et al. 2005).

Posteriormente a la cirugia, los pacientes son llevados a la unidad de cuidados

intensivos postquirdrgicos.

4.8.4. Anédlisis postoperatorios

En los 6 meses posteriores a esta cirugia, la mejoria de los pacientes se mide mediante
una serie de escalas que analizan diferentes parametros indicativos de la mejoria
neurologica y urodindmica. Los andlisis mencionados se deben llevar a cabo por un
Unico asesor de rehabilitacion, que no conoce el tratamiento ni la organizacion de los

grupos de pacientes.

Los andlisis de eficacia se hacen de manera previa al tratamiento y 6 meses después
del mismo. Se miden diferentes factores mediante la escala ASIA, la escala de fuerza
muscular manual, la escala de tension muscular (Cheng et al., 2014). y el Index Barthel:
la fuerza muscular, la tension muscular, la sensacién de piernas paralizadas y la

capacidad de autocuidado.

Se deben realizar varios examenes clinicos en todos los pacientes, incluyendo recuento
de células, evaluacién de parametros bioquimicos (dosificacion de electrolitos: sodio,
potasio y magnesio), andlisis de urea y creatinina para evaluar la funcionalidad renal,
marcadores de coagulacion, funcionalidad hepética, analisis de glucosa y colesterol total
para evaluar el perfil metabdlico, y andlisis de orina y cultivos. También se realiza la
serologia necesaria para la transfusion de sangre, el electrocardiograma y los examenes
radiolégicos (ClinalTrial.gov, NCT02152657).

Para comprobar que se ha recuperado la conduccién nerviosa y la funcién neurolégica

se debe hacer un electromiograma de aguja (EMG). Gracias al EMG se puede analizar
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las sefiales eléctricas derivadas de fibras musculares tanto en reposo como en
contraccioén voluntaria (Rubin., 2019). También son necesarias unas pruebas de imagen
como la tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM) de la médula

espinal a nivel toracico y lumbar.

Dado que la lesiébn medular tiene efecto sobre la capacidad urinaria, es necesario
analizar la recuperacion de esta capacidad. Para ello, se miden la presion de la vejiga,
el volumen de la vejiga, la presion de vaciado y la tasa de flujo. Se miden empleando el
sistema urodinamico Medtronic. Ademas, se analizan la tasa de flujo urinario maxima,
la capacidad de la vejiga maxima, el volumen residual de orina, y la presion maxima del
detrusor. Estos analisis se llevan a cabo antes del tratamiento y seis meses después,

en el grupo que ha recibido el tratamiento y en el grupo que ha recibido la fisioterapia.

Con el objetivo de supervisar los progresos en la cartografia sensorial y la mejora del
dolor neuropatico, se realizardn analisis clinicos de los pacientes y cuestionarios
(ClinalTrial.gov, NCT02152657).

4.8.5. Fasel

Durante la fase | de estudio, el objetivo principal es evaluar la viabilidad en términos de
seguridad y factibilidad de la administracién de OECs, en el hidrogel, en sujetos con

LME cronica.

Es de vital importancia evaluar la seguridad y la eficacia potencial de la administracion
autdloga de OECs junto con el hidrogel. Para ello se debe realizar la caracterizacion de
las células mediante la evaluacion por citometria de flujo, el ensayo de diferenciacién y
el analisis del cariotipo de banda G, ademas de testar su esterilidad (ClinalTrial.gov,
NCT01325103).

En este estudio, se incluyen entre 5 y 20 pacientes afectados por una paraplejia
completa y una LME durante al menos seis meses, clasificada como Lesion Espinal
Americana (ASIA). Tras los procedimientos quirdrgicos, los pacientes se someten a una

serie de evaluaciones neurolégicas.

A los seis meses del trasplante, se evalla la sensibilidad y la fuerza motora en los
miembros inferiores mediante el grado AIS en la puntuaciéon ASIA y se realiza pruebas
de laboratorio como el potencial evocado somatosensorial, la TC y la RM a nivel toracico
y lumbar (ClinalTrial.gov, NCT02152657). Ademas, se deben realizar todos los analisis

postoperatorios que vienen recogidos en el apartado 3.8.4.
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4.8.6. Fasell

Alo largo de la fase Il es necesario comprobar la eficacia del tratamiento propuesto para
los pacientes con lesion medular. En esta fase utilizan entre 25 y 100 pacientes con el
mismo tipo de lesion utilizando el método mas seguro, ya comprobado en la fase I. Este

estudio se lleva a cabo con 60 personas (ClinalTrial.gov, NCT01393977)

Para comprobar que el tratamiento produce una mejora en los pacientes con lesiones
medulares se lleva a cabo una comparacién con pacientes que estan realizando

rehabilitacion de la funcién de las extremidades.

Después de 3 meses de inyectar el hidrogel con las células en los pacientes se debe
comprobar si se ha recuperado la conduccion nerviosa y la funcién neuroldgica. Para
ello se utiliza un electromiograma de aguja, EMG (ClinalTrial.gov, NCT01393977).
Ademas, se deben realizar todos los andlisis postoperatorios que vienen recogidos en

el apartado 3.8.4.
4.8.7. Faselll

En un ensayo en fase lll, se evalla en primer orden la eficacia. También se presta la
atencion a la seguridad y a la aparicion de nuevos efectos secundarios, pero esto ha
tenido que ser estudiado ya en fases previas. La diferencia fundamental con la fase Il
es el aumento considerable de pacientes. En nuestro caso se seleccionan 300 sujetos
siguiendo los criterios de seleccion determinados anteriormente (ClinicalTrials.gov,
NCT01873547).

El objetivo es comparar la eficacia de los pacientes de los distintos grupos
experimentales. De esta manera se determina la efectividad real de tratamiento frente a
los controles. Los estudios y ensayos que se realizan para la valoracion de la eficacia

son iguales que los descritos en fase Il.

En caso de finalizacion de esta fase con resultados favorables, se procede a la
autorizacién del tratamiento por las agencias reguladoras. Toda la informacion referida
a los estudios de eficacia y seguridad preclinicos y clinicos deben ser entregados a estas
agencias para que valoren si se puede comercializar. En nuestro caso, se contacta con
la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) y con la
Agencia Europea de Medicamentos (EMA). En el caso que sea aceptado, se comienza
con la dltima fase (Fase IV) donde se evalla la seguridad de la terapia a largo plazo.

Esto se conoce como farmacovigilancia.
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5. DISCUSION

La LME es una condicion devastadora con grandes efectos fisiolégicos ademas de
socioecondmicos que afecta aproximadamente a 27 millones de personas en el mundo
(Bradbury & Burnside, 2019). Se conocen cada vez mejor los factores sobre la
fisiopatologia de la LME, sin embargo, no hay ninguna terapia establecida que consiga:
en primera instancia, neutralizar la cascada de eventos dafiinos desencadenado por la
LME en las fases aguda y subaguda; y en segunda instancia, ya estabilizado el paciente
y formada la cicatriz glial, que consiga la definitiva regeneraciéon de la médula espinal y
restauracion de las conexiones nerviosas perdidas. En cualquiera de los casos, todas
las terapias en fase clinica presentan ventajas y desventajas cuyo mejor remedio es la
combinacion de varias terapias para compensar las deficiencias (Xiao et al., 2016; Zhao
et al., 2017; Ahuja et al., 2017; Venkatesh et al., 2019).

En las terapias celulares encontramos un gran namero de tipos celulares como, por
ejemplo, células madre (neurales, mesenquimales, etc), células de Schwann, células de
la glia envolvente olfatoria, etc. Nuestro grupo de laboratorio opt6 por las células de la
glia envolvente olfatoria por sus excelentes propiedades de soporte e induccion del
crecimiento axonal, su capacidad para reducir la cicatriz glial y de entremezclarse con
los astrocitos, ademas de su facil acceso en la mucosa olfativa (Guerout et al., 2014).
Esta decisién se tomé en consideracion a sendas desventajas que presentan el resto

de las terapias celulares, por mencionar algunas (Venkatesh et al., 2019):

e Las células madre neurales aportan buenos resultados debido a su potencial de
convertirse en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. Sin embargo, con la
deposicion de condroitina sulfato proteoglicanos en la cicatriz glial, se restringe
su integracién, migracion y capacidades regenerativas.

e Laterapia con astrocitos (que en el SNC cumple multiples y vitales funciones de
soporte y proteccion), los experimentos llevados son ineficientes cuando esta
presente la cicatriz glial, aunque no se tiene claro se cree que tiene que ver por
la influencia de los astrocitos reactivos presentes en la cicatriz glial.

e Las células de Schwann, aun teniendo buenos resultados en la recuperacion de
la funcién motora y sensorial, presentan limitaciones en la recuperacién de la

funcién motora a causa de no promover suficientemente la respuesta axonal.

Por tanto, las células de la glia envolvente olfatoria presentan las caracteristicas mas

factibles para tratar la LME. Sin embargo, en todos los casos de tipos celulares se podria
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mejorar tanto la supervivencia, mediante la expresion de factores neuroprotectores y
neuroregenerativos, como su integracion en la zona de la lesion, contrarrestando los
elementos de la cicatriz glial. Uno de los componentes que consideramos esenciales en

este tratamiento es el scaffold, en nuestro caso, un hidrogel.

Los scaffolds permiten superar el limite que presenta la terapia celular en este tipo de
lesién, asociado a la muerte celular. En muchos casos, las células trasplantadas mueren
antes de poder realizar su funcion, y este hecho podria estar implicado en la baja eficacia
gue presentan la mayor parte de los tratamientos propuestos para el uso clinico
actualmente (Venkatesh & Katari et al., 2019).

En esta propuesta, hemos planteado el uso de un hidrogel compuesto por quitosano
soluble en agua y el acido hialurénico oxidado. Por un lado, la inyeccién de este hidrogel,
compuesto por biomateriales naturales, permite rellenar la zona de la lesién, mejorar la
supervivencia de las células terapéuticas y facilitar su distribucion. Por otro lado, sirve
como guia para que la regeneracion axonal inducida por el tratamiento se realice en la
direccion adecuada. Ademas, busca imitar las propiedades mecanicas de la médula
para asegurar la infiltracion de la zona por las células enddgenas (Li & Xiaowei et al.,
2020).

La eleccion de este hidrogel se debe a las propiedades ya explicadas de ambos
componentes, incluyendo su parecido en composicidbn a la matriz extracelular, su
biodegradabilidad, su biocompatibilidad y su solidificacion tras la inyeccién en la zona

de lesién (Assuncédo-Silva et al., 2015).

Como ya hemos mencionado anteriormente, las neurotrofinas son un grupo de
moléculas que tienen capacidad para regular la supervivencia neuronal y el crecimiento
axonal (Zhang et al., 2017). En nuestro caso, hemos decidido expresar la neurotrofina
3 (NT-3) para favorecer la regeneracién axonal y asi ofrecer un posible tratamiento a

esta patologia.

Otros estudios evalUan otros tipos de neurotrofinas como son el caso del NGF y del
BDNF (Keefe et al., 2017). La glia envolvente olfatoria es capaz de sintetizar y secretar
cantidades significativas tanto de NGF como de BDNF, mientras que no produce NT-3
(Woodhall et al., 2003). Estas neurotrofinas activan los receptores de membrana Trk. La
ventaja de la utilizacién de NT-3 frente al resto de neurotrofinas reside en la capacidad
de cada neurotrofina para activar los diferentes receptores Trk. NGF activa TrkA'y BDNF

activa TrkB. Sin embargo, NT-3 es capaz de activar su receptor TrkC con gran afinidad
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y también puede activar TrkA y TrkB con menor afinidad. Esto hace que una sola
molécula genera mas respuesta que el resto de neurotrofinas (Keefe et al., 2017).

Aunque la cura de los pacientes que sufren una lesiébn medular completa sigue siendo
un problema clinico sin resolver debido a la falta de regeneracion de los axones
centrales lesionados, existen muchos grupos de investigacion dedicados a investigar
distintos tratamientos para este tipo de lesiones. En 2014 se consigui6 por primera vez
la regeneracién funcional de conexiones supraespinales en un paciente con médula
espinal transectada tras el trasplante de células olfativas bulbares con puente nervioso
periférico. Un hombre de 38 afios sufrid una transeccion trauméatica de la médula espinal
toracica en el nivel vertebral superior T9. A los 21 meses de la lesion, el paciente
presentaba sintomas de una lesion medular clinicamente completa (clase ASIA A). Se
extirp6é uno de los bulbos olfatorios del paciente para obtener un cultivo que contenia
células envolventes olfatorias y fibroblastos del nervio olfatorio que se trasplantaron en
la médula espinal. Ademas, el paciente se someti6 a un intenso programa de
neurorrehabilitacion pre y postoperatoria, y a los 19 meses del postoperatorio, el
paciente mejoré de ASIA A a ASIA C. Hubo una mejora de la estabilidad del tronco, una
recuperacion parcial de los movimientos voluntarios de las extremidades inferiores, asi
como una recuperacién parcial de la sensibilidad superficial y profunda. Las imagenes
confirmaron que los injertos habian generado un puente en el lado izquierdo de la
médula espinal, donde se implantaron la mayoria de los injertos nerviosos (Tabakow et
al., 2014).

Aunque nuestra terapia puede llegar a ser muy beneficiosa para el tratamiento de los
pacientes con lesiones medulares, no es la Unica que se esta estudiando. Una de las
terapias que se ha utilizado ha sido el uso de electrodos a lo largo de las raices dorsales
de las piernasy del tronco. Esta nueva tecnologia ha permitido que tres individuos hayan
podido volver a controlar el movimiento del tronco, e incluso volver a andar (Rowald et
al., 2022).

Asimismo, se ha conseguido la fabricacion de médula espinal humana en formato 3D.
Para ello se han reprogramado células del tejido adiposo en células madre embrionarias
y se han inyectado en un hidrogel, producido a partir de la matriz extracelular del
paciente (Wertheim et al., 2022). Esta Ultima investigacion es muy parecida a la terapia
gue nosotros hemos desarrollado, lo que implica que nuestra terapia puede llegar a

producir un impacto significativo en la recuperacion de estos pacientes.
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6. CONCLUSION

La lesiébn medular es una de las afecciones mas graves que puede afectar a los seres
humanos, por lo que cualquier hipotesis para el desarrollo de un tratamiento, asi como

su posterior optimizacién puede suponer una gran diferencia en la vida de los pacientes.

Nuestro trabajo propone el desarrollo de un tratamiento multiple, con la aplicaciéon de un
hidrogel de acido hialurénico y quitosano junto con células de la glia olfatoria de mucosa
con el gen NT-3 sobreexpresado. Se han propuesto diferentes ensayos tanto in vitro
como in vivo (ratas y cerdos) para comprobar la eficacia y seguridad del tratamiento.

Posteriormente se plantean los analisis clinicos en humanos.

La combinacion de terapias contribuira sin duda en el futuro a obtener un tratamiento
efectivo para la recuperacion funcional de los pacientes lesionados medulares, con toda

la repercusién que esto implica tanto para sus vidas como para la sociedad.
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