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TITTLE

Preconditioning of neural progenitors with a Fasudil polyglutamate conjugate for treatment of acute
spinal cord injury.

TITULO

Precondicionamiento de progenitores neurales con un conjugado de poliglutamato del Fasudil para

el tratamiento de la lesion medular aguda.

TiTOL

Precondicionament de progenitors neurals amb un conjugat de poliglutamat del Fasudil per al
tractament de la lesié medul-lar aguda.



ABSTRACT

Spinal cord injury (SCI) leads to a series of pathological events in which axons shear and
degenerate, causing necrosis and inflammation at the injury site. Moreover, the surrounding tissue
suffers from a progressive destruction that ends with the formation of the glial scar and thus, the
failure of axon regeneration.

The inability of regeneration of the central nervous system responds to a change in the proteomic
profile of the extracellular matrix at the injury site. Reactive astrocytes, macrophages and
oligodendrocytes present at the glial scar are the responsible of the activation of a large amount of
biochemical and cellular cascades by the release of cytokines, chondroitin sulfate proteoglycan
molecules and myelin associated inhibitors.

Cell therapy based on the transplantation of neural progenitor cells is, on one hand, a promising
approach to restore neuroregeneration. These stem cells are thought to provide a permissive
extracellular matrix while giving tropic support for regeneration.

On the other hand, several molecular targets have been considered with the aim of slowing down
the neurodegeneration at the lesion site and overcoming the pathological cascade. The myelin
associated inhibitors, for instance, are mediated by the Rho/ROCK signalling pathway, where the
activation of the GTPases of the Rho family modulates actin fibers formation. This results in the in
the repression of neurite sprouting by collapse of the growth cone. Fasudil is an isoquinoline
derivative which acts as a selective inhibitor of ROCK (Rho kinase). By blocking the Rho/ROCK
pathway, fasudil is able to promote neuronal regeneration, opening the possibility to treat SCI with
a successful functional recovery. Furthermore, we have enhanced cell therapy through a Fasudil
polyglutamate (PGA) conjugate which presents a particular structure that enhances stability and
allows a sustained release of the drug after its internalization.

In this project, we studied the effect of Fasudil and PGA Fasudil conjugates on neural progenitors in
an in vitro model of SCI. After the observation that the fasudil conjugate shows an effect on neurite
growth and the activation of pathways related to axonal growing, we studied the effect of a
combinatory approach by means of an in vivo transplant of neural progenitors that were
preconditioned with the conjugated.
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RESUMEN

La lesion medular (LM) conduce a una serie de eventos patoldgicos en los cuales los axones se
desgarran y degeneran, causando necrosis e inflamacion en el sitio de lesion. Ademas, el tejido
colindante sufre una destruccion progresiva que termina con la formacion de la cicatriz glial y, por
tanto, el fallo en la regeneracion axonal.

La incapacidad de regeneracion del sistema nervioso central responde al cambio en el perfil
protedmico de la matriz extracelular en el sitio de lesion. Los astrocitos reactivos, macrofagos y
oligodendrocitos presentes en la cicatriz glial son los responsables de la activacion de una gran
cantidad de cascadas bioquimicas y celulares mediante la liberacion de citoquinas, proteinas
condroitin sulfato proteoglicano e inhibidores asociados a mielina.

La terapia celular basada en el trasplante de células progenitoras neurales es, por un lado, una
aproximacion prometedora para recuperar la neuroregeneracion. Estas células progenitoras
proporcionarian una matriz celular permisiva mientras que ofrecerian soporte trofico para la
regeneracion.

Por otro lado, varias dianas moleculares han sido consideradas con el fin de frenar la
neurodegeneracion en el sitio de lesion y superar la cascada patologica. Los inhibidores asociados a
mielina, por ejemplo, son mediados por la ruta de sefializacion Rho/ROCK, en la cual la activacion
de las GTPasas de la familia Rho modula la formacion de las fibras de actina. Esto resulta en la
represion del crecimiento de las neuritas debido a un colapso del cono de crecimiento. El Fasudil es
un derivado de la isoquinolina el cual actia como inhibidor selectivo de ROCK (Rho kinase).
Mediante el bloqueo de la ruta Rho/ROCK, el fasudil es capaz de promover la regeneracion
neuronal, abriendo la posibilidad de tratar la lesion medular con una recuperacion funcional exitosa.
Mas allé de este hecho, hemos implementado la terapia celular a través del uso de un conjugado de
poliglutamato (PGA) del Fasudil, el cual presenta una estructura particular que incrementa su
estabilidad y permite una liberacion sostenida del farmaco tras su internalizacion.

En este proyecto se estudiara el efecto del Fasudil y el PGA Fasudil sobre los progenitores neurales
en un modelo in vitro de LM. Después de observar que el conjugado de Fasudil muestra un efecto
en el crecimiento de las neuritas y la activacion de rutas relacionadas con el crecimiento axonal,
hemos estudiado el efecto de una aproximacion combinatoria mediante un trasplante in vivo de
progenitores neurales que fueron precondicionados con el conjugado.
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1. INTRODUCCION

1.1. FISIOPATOLOGIA DE LA LESION MEDULAR

La lesion medular (LM) es una patologia devastadora la cual acarrea un amplio espectro de
disfunciones neurologicas, siendo algunas de ellas la pérdida de la funcion motora y sensorial,
espasticidad, dolor neuropatico o disfuncion de la vejiga e intestino (Galeiras Vazquez, 2016). El
desarrollo de la patologia de la LM cubre un extenso periodo, pudiendo agruparse en tres fases.

La primera de ellas comienza tras la lesion o impacto y se conoce como lesion aguda primaria. En ella
se produce un dafio mecanico que se expande desde el centro del impacto causando necrosis a los
tejidos circundantes (Hulsebosch, 2002). Este fenomeno de muerte celular se caracteriza por una
hinchazoén del soma, pérdida de definicion del citoplasma y agregacion de la cromatina. A su vez, se da
la ruptura y degeneracion de los axones presentes en el sitio de lesion, los cuales se retraen y
demielinizan, dificultando un futuro reencuentro entre ellos, asi como la formaciéon de conexiones
sinapticas (Figura 1). Por otra parte, la barrera hematoencefalica es susceptible de ruptura bajo la
presion ejercida por una lesion traumatica. El dafio ocasionado sobre la barrera se traduce en la
pérdida de las uniones gap entre las células endoteliales que la conforman. Este hecho deriva en una
invasion de sangre en la médula, la cual puede acarrear, entre otras consecuencias, el desarrollo de
isquemia, un aumento del estrés oxidativo e hipoxia. Estos factores complican la regeneracion tisular
en la zona dafiada, facilitando la formacion de una cavidad de lesion (Tran ef al., 2018).

La fase secundaria se caracteriza por la expansion de la lesion debido a la induccion de la apoptosis en
el tejido circundante y al proceso inflamatorio. Las células del sistema inmune se activan y se da un
periodo de gliosis en el que se generan especies reactivas de oxigeno y citoquinas pro-inflamatorias
que contribuyen al dafio tisular (David and Kroner, 2011). A partir de este momento, la lesion
avanzara progresivamente hacia una fase cronica de formacion y maduracion de la cicatriz glial,
compuesta principalmente por astrocitos hipertroficos y proteoglicanos (Fernandez-Klett and Priller,
2014).

1.2. MECANISMO MOLECULAR DEL FALLO EN LA REGENERACION DEL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

La incapacidad del sistema nervioso central (SNC) para regenerarse es una caracteristica adquirida
durante el desarrollo del individuo. La formacion del sistema nervioso se basa en la creacion de
conexiones neuronales entre células que pueden encontrarse a grandes distancias. De este modo, es
necesario que las neuritas posean una minima capacidad de prolongacion de forma que sean capaces
de establecer conexiones sinapticas entre si (Van Niekerk et al., 2016).

La regeneracion de una lesion en el sistema nervioso periférico (SNP) tiene lugar gracias a la
activacion de ciertas rutas de supervivencia celular y la regulacion de genes asociados a la
regeneracion. El mecanismo de reparacion comienza con la modificacion del potencial de membrana
debido a un incremento del calcio intracelular (Van Niekerk ef al., 2016). A continuacién, se activan
diversas cascadas de sefializacion, las cuales transmiten la informacion de la lesion a lo largo del
cuerpo neuronal. Por ultimo, se incita la formaciéon de un nuevo cono de crecimiento mediante la
degradacion y reconstruccion de los extremos de los microtabulos (Van Niekerk ez al., 2016).

Sin embargo, la regeneracion es, también, dependiente del perfil protedmico de la matrix extracelular.
Cuando se produce una lesion en el sistema nervioso central, las fibras de mielina que recubren los
axones son dafiadas y éstos quedan expuestos a un ambiente en que se encuentran moléculas
inhibitorias del crecimiento axonal. Dichas moléculas inducen, entre otras, la activacion de la via
RhoA/ROCK (Figura 2), ruta que frena el desarrollo de las neuritas (Fujita and Yamashita, 2014).
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Figura 1. Esquema de la fisiopatologia de la lesion medular en cada una de sus fases: aguda,
subaguda, intermedia y cronica. (Ahuja CS and Fehlings M., 2016)

Rho es una molécula de bajo peso molecular, perteneciente a la subfamilia de GTPasas de Ras.
Mayoritariamente, se encuentra en el citoplasma en su configuracion activa o inactiva, unida a GTP o
unida a GDP, respectivamente (Liu et al., 2015). De esta forma, Rho actia como un interruptor



molecular, jugando un papel importante en la determinacién de la morfologia celular, la polaridad
celular y la dindmica del citoesqueleto de actina (Hall and Nobes, 2000).

Nogo, MAG, OM - cspG | [ cytokines, Glutamate and
n |—| Additional unknown signals

p75mn LPA rsceplor LAR PTPa NgR1/3 v

Lingo-1, () 0000
X |
\ ) Cell Membrane
C3 Y27632
Fasudil
snRNA

GT P

o e o,
ol (Inflammation ) Inflammatuon

= =l x|

(Neuropathlc pam) <—<Demyelmat|on ) ( Cell death ) ( Neurite retractlont)

Figura 2. Cascada de senializacion Rho/ROCK (Wu and Xu, 2016).

La activacion de Rho responde a la activacion de receptores de membrana, como receptores tirosin-
quinasa, o de receptores intracelulares. Esta activacion viene dada en el caso de la lesion medular por
la unién de factores inhibidores asociados a mielina, entre otros, a su correspondiente receptor.
Algunos de estos inhibidores son la glicoproteina asociada a mielina (MAG), la glicoproteina
oligodendrocitica de mielina (Omgp) y Nogo. Una vez Rho ha sido activada, ésta se une a la quinasa
asociada a Rho (ROCK), la cual presenta un mecanismo de autoinhibiciéon que se desactiva con la
interaccion. Dicha union tiene lugar en el dominio alfa hélice de ROCK y es la responsable del
desencadenamiento de diversas cascadas de sefializacion (Tan, H. et al., 2011).

Una de las varias rutas de regulacion posterior de esta via es la fosforilacion directa de la cadena ligera
de miosina por ROCK, lo cual significa una mayor interaccion entre la miosina y la actina, derivando
en una reorganizacion del citoesqueleto (Narumiya et al., 2009). Las reformas en el citoesqueleto
celular conllevan una desestabilizacion de la estructura que acaba con el colapso del cono de
crecimiento y la retraccidon de las neuritas. La activacion de la via Rho/ROCK supone, por lo tanto, un
mecanismo de frenado en la extension y regeneracion de los axones (Nelson, 2009). Ademas, la
activacion de esta ruta esta relacionada también con la degeneracion neuronal, con un incremento en la
infiltracion de astrocitos reactivos y del estrés oxidativo, asi de como fallos en las funciones sinapticas
(Koch et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3. Funciones neuronales y mecanismos patologicos modulados por la via Rho/ROCK (Koch et
al.,, 2018)




1.3. TRATAMIENTO DE LA LESION MEDULAR

La recuperacion de la capacidad motora en el SNC tras una LM se da cuando las conexiones sinapticas
perdidas se recuperan. Esto puede darse por medio de dos vias. Una opcion seria el crecimiento de
nuevos axones a partir de neuronas sanas, las cuales serian capaces de crear nuevos circuitos que
compensen la pérdida de otros, los cual se denomina “sprouting” (Figura 4). Sin embargo, para ello
debemos suponer que dichos axones pueden cruzar la zona lesionada o que encuentran un camino
alternativo, evitandola (Liu et al., 2010).

No obstante, existe otra opcion, la cual se basa en que las células consiguen regenerar sus axones
dafiados, recuperando asi las conexiones que se habian perdido debido a la lesion (Liu et al., 2010)
(Figura 4). Durante mucho tiempo, se consider6 que los axones que habian formado un cono de
retraccion debido al ambiente inhibidor de la cicatriz glial, no eran capaces de volver a extender un
cono de crecimiento. Sin embargo, nuevas lineas de investigacion estan abiertas al hecho de que esta
regeneracion sea posible (Silver and Miller, 2004,). El sistema nervioso central adulto mantiene un
delicado equilibrio de factores promotores del crecimiento y factores inhibidores de éste (Deumens,
2005). La modificacion de dicho balance hacia un entorno mas propicio para el crecimiento axonal
podria suponer una diana terapéutica potente en el tratamiento de la lesion medular.

Con respecto al tratamiento de la LM, estabilizar la médula y recuperar la homeostasis son los
principales objetivos de los tratamientos en fase aguda, mientras que los tratamientos a largo plazo se
centran en reducir los efectos secundarios que acarrea una lesion de estas magnitudes (Tran et al.,
2018). A pesar de que la fase mas estable para el estudio de terapias frente a la LM es el periodo
cronico, dado que los procesos inflamatorios se ven reducidos y la comparacion entre individuos
puede resultar mas homogénea (Dalamagkas et al., 2018), nuestro proyecto se centra en la busqueda
de una solucion aplicable en etapas tempranas tras la lesion.
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Figura 4. Diagrama de los mecanismos de regeneracion y “sprouting” de los axones tras una LM
(Tuszynski and Steward, 2012).

1.4. TERAPIA CELULAR

El trasplante de células madre/progenitoras neurales (NSPCs) ha mostrado resultados prometedores en
la reparacion y regeneracion de los tejidos neurales dafiados y en la restauracion asociada de déficits
neuronales (Salewski ef al., 2015). Las NSPCs incluyen células madre multipotentes presentes en la
capa periventricular subependimal y la zona subgranular del giro dentado del cerebro, asi como en la
regiones ependimarias limitantes con el canal central de la médula espinal (epSPCs) (Volaveric et al.,
2013). Las NSPCs representan un candidato ideal para la terapia celular de la LM basandose en las
mejoras funcionales y la ausencia de transformaciones malignas tras el trasplante observadas,
ofreciendo un tipo celular seguro y relevante para su aplicacion clinica.

Tras la LM, las epSPCs proliferan y migran a la zona lesionada produciendo nuevos progenitores de
oligodendrocitos (OPCs) (Meletis et al., 2008). El trasplante agudo de epSPCs sin diferenciar a partir
de donantes con LM u OPCs diferenciadas in vitro en un modelo de rata de contusion severa de la
médula espinal, produce una recuperacion de la locomocion significante una semana tras la lesion
(Moreno-Manzano, 2009). El trasplante de epSPCs proporciona soporte trafico, modula positivamente
la respuesta inmune local y reduce la expresion de receptores asociados a neurodegeneracion y dafio
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neuropatico, promoviendo la proteccion neuronal y la supervivencia. Interesantemente, una linea de
epSPCs de feto humano inmortalizada (Requejo-Aguilar et al., 2017, Gomez-Villafuertes et al., 2015),
ha sido el foco central de muchas terapias celulares desarrollados por Neural Stem Inc (USA) y ha
sido aplicada en dos ensayos clinicos de fase Il (SCI and ALS ClinicalTrials.gov: NCT01348451,
NCT02163876). No obstante, a pesar de que la fase I ha declarado que no existen efectos adversos del
tratamiento, los datos funcionales no han sido publicados todavia.

A pesar del prometedor futuro de la terapia celular, los resultados sugieren que es improbable que
dicha terapia aporte por ella sola la suficiente ganancia de funcion en pacientes humanos debido a las
complicaciones biologicas causadas por la LM. La aplicacion terapéutica de NSPCs para LM incluye
la sustitucion de neuronas dafadas y células gliales, la secrecion de factores troficos, la regulacion de
la gliosis y la formacion de la cicatriz glial, la prevencion de la formacion de quistes y la
implementacion de la elongacion de los axones. Sin embargo, alin son necesarios esfuerzos hacia la
activacion axonal intrinseca. Debido a que la LM activa la via Rho/ROCK con el fin de inhibir el
crecimiento axonal y el “sprouting” (Fujita and Yamashita, 2014), esta ruta ha sido considerada una
diana terapéutica valida en el tratamiento de la LM (Watzlawick et al., 2014).
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Figura 5. Efectos del trasplante de células progenitoras para el tratamiento de la lesion medular
(Snyder et al., 2012).
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Figura 6. Representacion del nicho donde se localizan las NSCs y las epSPCs (Nascimento et al.,
2018).
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1.5. TERAPIA FARMACOLOGICA

Cabe destacar que debido a la complejidad de la LM y a la variabilidad en la progresiéon de la lesion
entre los individuos, la terapia celular por si sola puede no ser suficiente, lo que abre la puerta al
estudio de una terapia combinatoria que ejerza una funcidon de neuroproteccion, pero a su vez sea
capaz de regenerar el tejido danado (Ahuja and Fehlings, 2016). Es por ello, que diversas terapias
celulares traslacionales han optado por la combinacion de células madre con factores de crecimiento
que induzcan la regeneracion axonal o compuestos que inhiban las rutas de sefializacion activadas
cuando se produce una LM (Dalamagkas et al., 2018). Como se ha explicado anteriormente, una de las
rutas que se activan cuando se produce una LM es la via Rho/ROCK. Por esta razén, una de las
muchas lineas de investigacion en terapia farmacolédgica para el tratamiento de la LM estd enfocada en
la busqueda de compuestos inhibidores de ROCK.

No obstante, una de las desventajas de la inhibicion de ROCK mediante terapia farmacolédgica es la
falta de especificidad que poseen los compuestos inhibidores hacia la diana. Esto conlleva la
regulacidon de otras quinasas no implicadas en la via diana, lo cual puede enmascarar el efecto del
inhibidor utilizado (Davies ef al., 2000). Es por ello que en las ultimas décadas se han desarrollado un
gran numero de compuestos inhibidores de ROCK, pertenecientes a diferentes categorias quimicas,
con el fin de aumentar la especificidad de la inhibicién (Koch et al., 2018).

El Fasudil (1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-homopiperazine hydrochloride) es un derivado de la
isoquinolina, el cual actia como inhibidor selectivo de ROCK (Impellizzeri ef al., 2012). La estructura
quimica de este compuesto consta de una anillo de isoquinolina conectado mediante un grupo sufonilo
a un anillo de homopiperazina (Figura 7). El Fasudil posee una constante de inhibicion (Ki) de 0.33
uM para ROCK, sin embargo afecta también a otras quinasas como PKA (Koch et al., 2018). El
metabolito activo del Fasudil se denomina Hidroxifasudil (Figura 7) y presenta una acciéon mas potente
que el Fasudil (Ki= 0.17 uM), con la desventaja de que inhibe también otras quinasas (Shimokawa,
2002). Modificando la estructura del Fasudil, se han obtenido compuestos derivados mas potentes,
como el Dimetilfasudil (Figura 7), con una Ki=1.6 nM (Sasaki et al. 2002), sin embargo el Fasudil es
el tinico derivado de isoquinolina que ha sido aprobado como inhibidor de ROCK para su uso en
humanos (Koch et al., 2018).
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Figura 7. Estructura quimica del Fasudil (a), Hydroxifasudil (b) y Dimetilfasudil (c) (Koch et al.,
2018).

El Fasudil ha demostrado ser un farmaco seguro tras superar la fase III de ensayos clinicos en
pacientes que sufrieron un accidente cardiovascular isquémico (Shibuya et al., 2005). Sin embargo, la
eficacia del Fasudil observada fue mucho menor a la esperada, razon por la cual se terminé el estudio
clinico. El Fasudil posee una reducida vida media en la circulacién, pues es susceptible del
metabolismo hepatico, asi como una baja capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica
(Mueller et al., 2005). Debido a estas deficiencias, actualmente se investiga el uso de nanocarriers, los
cuales proporcionarian una mayor especifidad al compuesto, a la vez que aumentarian la
biodisponibilidad de éste en la corriente circulatoria (Grupta et al., 2013; Fukuta et al., 2016).

Gracias al desarrollo de la nanomedicina polimérica, es posible la conjugacion de un polimero, el cual
actuaria como carrier, al farmaco en cuestion (Duncan and Gaspar, 2011). Esta conjugacién permitiria
la proteccion del farmaco frente a la degradacion temprana, la liberacion controlada de éste y la



superacion de barreras fisicas y quimicas, caracteristicas que podria suponer un aumento en su
eficacia. Uno de los carriers mas utilizados en la conjugacion de fAirmacos es el basado en cadenas de
poliglutamato (PGA). El PGA es un polimero de amplio uso en la investigacion biomédica gracias a
sus caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad (Duro-Castano et al., 2014).

El laboratorio de Regeneracion Tisular y neuronal del Centro de Investigacion Principe Felipe, en
colaboracion con el grupo de investigacion de Polimeros Terapéuticos, ha desarrollado un conjugado
de PGA con el Fasudil (compuesto protegido bajo patente) con el fin de incrementar la eficacia del
tratamiento con Fasudil aplicado a la LM. Dicho conjugado aumenta la vida media del compuesto en
el organismo, permitiendo su liberacion de una manera mas controlada y prolongada en el tiempo. El
objetivo principal de nuestro proyecto es, pues, evaluar la eficacia del conjugado del Fasudil frente al
farmaco libre en el precondicionamiento de epSPCs para el tratamiento de la LM.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Estudios previos en el laboratorio de Regeneracion Tisular y neuronal del Centro de Investigacion
Principe Felipe han mostrado que el trasplante con epSPCs muestra un beneficio funcional de
rescate de la actividad motora tras una lesion medular. Por otro lado, resultados previos en la
literatura describen un papel regenerador mediado por el inhibidor de ROCK, Fasudil, en modelos
de LM. En este trabajo proponemos la combinacion de ambas estrategias a través del trasplante de
epSPCs previamente condicionadas, por tratamiento ex vivo, con Fasudil.

Con el fin de implementar la eficacia de dicho tratamiento, se ha desarrollado un conjugado
polimérico del Fasudil (PGA-SS-Fasudil), el cual permite la liberacion del compuesto de manera
mas prolongada en el tiempo. En este proyecto, se pretende estudiar los efectos de dicho conjugado
en el precondicionamiento de epSPCs, para lo cual se han marcado los siguientes objetivos:

1. Evaluar el efecto del Fasudil y el PGA-SS-Fasudil sobre el crecimiento de neuritas de
progenitores neurales en un modelo de lesion medular in vitro.

2. Evaluar el efecto del Fasudil y el PGA-SS-Fasudil sobre la diferenciacion espontanea de
progenitores neurales en un modelo de lesion medular in vitro.

3. Evaluar el efecto de una aproximacion combinatoria mediante el trasplante de progenitores
neurales precondicionados con PGA-SS-Fasudil o con Fasudil libre en un modelo in vivo de
lesion medular.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. EXPERIMENTACION IN VITRO
3.1.1. Cultivo primario de células progenitoras ependimarias (epSPCS)

El cultivo primario de células progenitoras ependimarias se realizé a partir de un homogeneizado de
médula espinal de ratas Sprague Dawley-Tg (GFP) 2BalRrrc neonatales de entre 3 y 4 dias. Para los
ensayos in vitro se utilizoé ratas homocigotas eGFP—/—, mientras que para los ensayos in vivo se
utilizaron ratas eGFP+/+. Los animales estuvieron en todo momento sujetos al cuidado y
mantenimiento especificado por el Comité Etico de Experimentacién Animal del Centro de
Investigacion Principe Felipe, el cual se desarrolla acorde al Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero.

El sacrificio de las ratas neonatas tuvo lugar mediante decapitacion y fue realizado por el personal
capacitado para ello. Para el procedimiento de extraccion de la médula espinal, se corto la piel de la
espalda con unas tijeras, se retir6 el cojin de grasa y se separaron las escapulas. A continuacion, se
procedio al corte de las vértebras haciendo uso de unas tijeras de microcirugia y con la ayuda de una
lupa. La médula se extrajo con unas pinzas y se coloco en una placa Petri P6 que contenia medio de
lavado (Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12, Lonza)
suplementado con 0,39% hepes (Sigma), 0,05 % NaHCO3 (Sigma), 0,09% glucosa (Sigma) y

antibidtico formado por penicilina y estreptomicina a 0,5X (P/S, Sigma)).

La placa se traslado al laboratorio de cultivos con el fin de trabajar desde este momento bajo una
campana de flujo laminar. El procesamiento inicial de la muestra consta de dos etapas. En primer
lugar, se realiz6 una disgregacion mecanica, la cual consistid en cortar la médula en trozos
pequefios con unas tijeras de microcirugia. En segundo lugar, se pas6 la muestra por puntas de
pipeta de diferentes tamafios (de mayor amplitud a menor amplitud) para la obtenciéon de un
homogeneizado. La muestra se recogio en un Eppendorf y se centrifugd 4 minutos a 1000 rpm. El
resultado de la centrifugacion fue una separacion en tres fases, la cual se muestra en la Figura 8. La
fase superior de color rosaceo corresponde al medio de lavado y se aspira con una pipeta Pasteur
conectada a una bomba de vacio. En la fase inferior, de color blanquecino, se encuentran las
meninges y restos de tejido que hemos podido arrastrar en la extraccion, por lo que es descartada.

Medio de cultivo
Células Células Células

Meninges y restos de tejido

Figura 8. Esquema representativo de las fases obtenidas tras la centrifugacion. La fase que
contiene el medio de cultivo se retira y se recoge en un Eppendorf nuevo la fase anaranjada que
contiene las células.

La fase intermedia aparece con un tono anaranjado y es la que nos interesa, pues contiene el
homogeneizado de la médula. Traspasamos la fase intermedia a un Eppendorf nuevo y afiadimos
solucion de lavado para repetir el paso de centrifugacion. Por tltimo, se retird el sobrenadante y se

resuspendio el pellet en medio de cultivo completo (NeuroCultTM Proliferation Medium

(STEMCELL) suplementado con NeuroCult'™ Proliferation Supplement, 40 ng/ml de factor de
crecimiento epidérmico (EGF, Invitrogen), 40 ng/ml de factor de crecimiento fibroblastico basico
(bFGF, Invitrogen), 1X P/S y 2 g/ml de heparina (Sigma)). La solucion resuspendida se sembrd en
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una placa Petri P100 con medio de cultivo completo (aproximadamente 8-10 ml) y se observo al
microscopio para visualizar las células. La placa se incub6 en un incubador con 5% de CO2 a 37°C

y se controld el crecimiento celular diariamente.

Tras una semana, el cultivo se pasa a una placa multipocillo tipo ULA (Ultra Low Attachment) para
su cultivo en suspension. Estas placas poseen una superficie tratada que permite el crecimiento de
los progenitores neurales en forma de neuroesferas (Figura 9). El cultivo se observd diariamente
mediante un microscopio invertido.

Figura 9. Cultivo primario de epSCPs como neuroesferas.

3.1.2. Mantenimiento del cultivo

Para realizar un mantenimiento del cultivo efectivo, es preciso evitar que las células alcancen un
estado de confluencia. Por esta razon, el crecimiento del cultivo se revis6 cada dia hasta que éste
alcanza alrededor del 80% de su potencial. En este momento, se disgregaron las células
mecanicamente con una pipeta y con un tratamiento enzimatico con Acutasa (StemPro Accutase®
(Thermo Fisher)). Para saber el nimero de células que poseemos y cuantas queremos distribuir en
cada placa nueva, se realiz0 un contaje en una camara de Neubauer. En este contaje se utilizo
Trypan Blue (Gibco) para descartar las células muertas, pues se observan azules al microscopio
optico. Una vez calculada la concentracion de células que nos interesa sembrar y el tipo de placa a
utilizar, se siembra el volumen deseado en el medio correspondiente segiin el tratamiento que
queramos aplicar.

3.1.3. Tratamiento de los cultivos

3.1.3.1. Fasudil y PGA-SS-Fasudil

Lo experimentos que se describen en este trabajo requieren un tratamiento especifico sobre las
células ependimarias utilizadas. Como se ha descrito previamente, el Fasudil es un inhibidor de la
via de sefalizacion Rho /ROCK, el cual ha sido identificado como un posible farmaco efectivo en el
tratamiento de la LM. En los experimentos llevados a cabo, se pretende estudiar el efecto del
conjugado de Fasudil desarrollado en el laboratorio (PGA-SS-Fasudil), comparandolo con el
Fasudil libre. Para ello, se tratd las epSPCs cultivadas con Fasudil libre, el cual representaremos
como “FL”, asi como con el conjugado de Fasudil, el cual aparecera especificado como “PGA-SS-
Fasudil”, ambos a diferentes concentraciones (50 y 100 uM). Asi pues, dichos tratamientos seguiran
la siguiente nomenclatura: FL50, FL100, PGA-SS-Fasudil 50 y PGA-SS-Fasudil 100 (Tabla 1).

3.1.3.2. LPA

Las células se estimularon con acido lisofosfatidico (LPA) (L7260, Sigma Aldrich) con el fin de
activar la via Rho/ROCK e inducir el colapso del cono de crecimiento y la retraccion de las
neuritas. Activando dicha via en un cultivo celular tratamos de simular in vitro la activacion de la

via Rho/ROCK que se produce en la LM (Sayas et al., 2002)..

El LPA es un glicerofosfolipido bioactivo que estimula la cascada de sefializacion Rho/ROCK a
través de su receptor especifico LPAR. De esta manera, el LPA regula una amplia variedad de
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respuestas celulares incluyendo el crecimiento, la migracion y la morfologia de las células (Frisca et
al., 2013). Ademas, el LPA afecta a la retraccion de las neuritas mediante la reorganizacion de los
microtubulos del citoesqueleto de actina (Sayas et al, 2002). El LPA, por tanto, ayuda en la
creacion de un modelo sobre el cual podemos testar los diferentes tratamientos que desean ponerse
a punto, previamente a su estudio en modelos in vivo. La adicion del LPA al medio se efectu6 24
horas después del tratamiento con FL o PGA-SS-Fasudil y se realiz6 a una concentracion de 10 uM.

3.1.3.3. Rolipram

El Rolipram (0905, TOCRIS bioscience) es un inhibidor de la fosfodiesterasa-4, la cual regula el
dafio oxidativo, la neurodegeneracion y la respuesta inflamatoria mediante la regulacion de los
niveles de adenosina monofosfato ciclica (AMPc¢). El Rolipram actia como un activador de AMPc,
suprimiendo la apoptosis neuronal mediante la regulacion de la via SIRT1/AKT (Li et al., 2018).
Representaremos los tratamientos con Rolipram como “ROL”, acompafiado de la concentracion a la
que se encuentra, 0,5 o 1 pM.

Tabla 1. Tratamientos con Fasudil libre, Fasudil conjugado y Rolipram aplicados a las epSPCs.

Inmunocitoquimica para ensayo de Inmunocitoquimica para medida de longitud de neuritas
diferenciacion
Control Control FL100
LPA LPA PGA-SS-Fasudil 50
LPA FL50 LPA FL50 PGA-SS-Fasudil 100
LPAFL100 LPA FL100 LPAROL 0,5
LPA PGA-SS-Fasudil 50 LPA PGA-SS-Fasudil 50 LPAROL 1
LPA PGA-SS-Fasudil 100 LPA PGA-SS-Fasudil 100 ROL 0,5
FL50 ROL 1

3.1.4. Diferenciacion espontanea de epSPCs

Para el ensayo de diferenciacion espontanea de epSPCs, las neuroesferas se disociaron con Acutasa
segin las instrucciones del proveedor y se sembraron en coverslips, los cuales habian sido
previamente tratados con Matrigel, para que las células crecieran en adherencia.

El medio de diferenciacion utilizado fue DMEM/F12, suplementado con 1mM NAC, 100 U/ml de
penicillina, 100 pg/ml de estreptomicina, 2 mM de L-glutamina, 5 mM tamp6n HEPES, NaHCO3
al 0.125 %, glucosa al 0.6 %, 0.025 mg/ml de insulina, 80 upg/ml de apotransferrina, 16 nM de
progesterona, 60 pM de putrescina, 24 nM de selenito de sodio y FBS al 1%. A continuacion, se
realiz6 una tincion mediante inmunocitoquimica, siguiendo el protocolo que se detalla maés
adelante.

3.1.5. Imnunocitoquimica

Para realizar los diversos ensayos de inmunocitoquimica, se cultivaron epSPCs en adherencia sobre
coverslips tratados con Matrigel. Tras aplicar los tratamientos previamente descritos de Fasudil
libre, Fasudil conjugado y LPA, se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) frio al 4%
durante 10 minutos dentro de una campana de gases seguido de 3 lavados con PBS 1X (tampon
fosfato salino). Para la permeabilizacion de las membranas celulares y el bloqueo de la unién
inespecifica del anticuerpo se utilizé una solucion de bloqueo que contiene 94,8% PBS, 5% NGS
(Normal Goat Serum) y 0,2% Triton (Sigma). Esta solucion de bloqueo se dejo durante 1 hora a
temperatura ambiente.
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Los anticuerpos primarios (Tabla 2) fueron diluidos en una disoluciéon de bloqueo formada por
99,8% PBS, 0,2% Triton (Sigma) y 0,1 g BSA (Albumina de Suero Bovino) y se incubaron toda la
noche en una camara fria a 4°C con una adecuada cdmara de humedad para evitar la evaporacion de
la solucion con el anticuerpo. Al dia siguiente, se realizaron lavados de nuevo con PBS 1X y se
afadi6 el anticuerpo secundario fluorescente (Tabla 2) diluido en la misma solucion de bloqueo que
el anticuerpo primario. Se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad.

Para el experimento de medicion de longitud de las neuritas, se utiliz6 el anticuerpo Nestina como
marcador de progenitores neurales, mientras que para el ensayo de diferenciacion espontanea se
hizo uso de un coctel de tres anticuerpos: B III Tubulina, GFAP y Olig-2 (Tabla 2). Tras la
incubacion, se realizaron lavados de PBS 1X y una contratincion afiadiendo DAPI (1:1000) durante
10 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad con el objetivo de tefiir los nucleos de las células
de color azul. Finalmente, las células fueron lavadas con PBS 1X de nuevo y los coverslips se
montaron en portaobjetos de vidrio con liquido de montaje (Fluoromount, F4680, Southern
Biotech). Una vez el liquido de montaje se secd, se tomaron imagenes en el microscopio de
fluorescencia vertical (DM6000B, Leica) a 20X. Para el analisis de las imagenes, tanto de
cuantificacion de tipos celulares como de medicion de la longitud de las neuritas, fue utilizado el
software Imagel.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en ensayos imnunocitoquimicos.

Anticuerpo Dilucion Especie Tipo celular Anticuerpo secundario Dilucion
primario que marca

B II Tubulin, 1:400 Mouse Neuronas OREGON GREEN 1:400
MAB1637 488 GOAT
(CHEMICON) ANTIMOUSE, 06380,
INVITROGEN
GFAP 1:400 Chicken Astrocitos Anti-Chicken 647, 1:400
MAB360, A20449, ALEXA
(CHEMICON) FLUOR
Olig-2 1:400 Rabbit Oligoden- ALEXA FLUOR 555 1:400
AB9610, drocitos GOAT ANTI RABBIT,
(MILLIPORE) A21428,
INVITROGEN
Nestina, 1:400 Mouse Progenitores OREGON GREEN 1:400
ab6142, neurales 488 GOAT
ABCAM ANTIMOUSE, 06380,
INVITROGEN

3.2. EXPERIMENTACION IN VIVO

3.2.1. Procedencia y mantenimiento de los animales. Modelo de LM.

De la misma forma que las ratas utilizadas para los experimentos desarrollados in vitro, los
animales utilizados en la experimentacion in vivo llevada a cabo estuvieron sujetos en todo
momento a cuidado y mantenimiento descrito por el Comité Etico de Experimentacion Animal del
Centro de Investigacion Principe Felipe (Real Decreto 53/2013). El modelo de LM in vivo se ha
perfeccionado en este laboratorio en ratas Sprague Dawley, de aproximadamente 200 g)
proporcionadas por Charles River and SD-Tg(GFP) 2BalRrrc from Rrrc (University of Missouri
Columbia, Columbia, MO, USA). Estos animales se mantuvieron a condiciones de temperatura
estandar con ciclos de luz/oscuridad controlados de 12 horas y acceso ad /ibitum a comida y bebida.

La LM se causo a los animales por una contusion severa (250 kdyn, “Infinite Horizon Impactor,”)
en el segmento toracico T8 (Moreno-Manzano et al., 2009). El procedimiento de la cirugia fue el
siguiente. Treinta minutos antes de la cirugia se medic6 al animal con Morfina (2.5 mg/kg sbc). A
continuacion, se indujo la anestesia y se lubricaron las corneas. Se realizo una incision longitudinal
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a la altura de la ultima costilla y se disecciond la zona por planos. Después, se seccionaron las
apofisis espinosas de T8 y T9 y se realizé una laminectomia para evitar que el contusor impacte el
hueso. La pesa del contusor se coloc6é 5 mm por encima del tejido blando y se aplico la fuerza
controlada por un software. Finalmente se suturd al animal y se colocé sobre una almohadilla
eléctrica durante la recuperacion anestésica.

3.2.2. Grupos experimentales y terapia celular

Para el tratamiento de la lesion aguda, se pretrataron 2x106 epSPCs con Fasudil libre o0 PGA-SS-
Fasudil 50 uM y se dejaron 24 horas. Inmediatamente tras la lesion, se administrd por via intratecal
la suspension celular precondicionada utilizando una pipeta Hamilton 30G a una velocidad de 4 ul/
min. Para realizar la inyeccion intratecal, se realizo una laminectomia parcial en la T3 que permitid
la introduccion del catéter a través de una perforacion en la dura madre, hasta los segmentos
dafiados (T8). Los animales fueron sacrificados 8 semanas tras la LM.

Las ratas se dividieron de manera aleatoria en tres grupos, segln el tratamiento aplicado:

o Grupo epSPCs: tras la lesion las ratas fueron trasplantadas con 2x10¢ de epSPCs (n=7).

o Grupo epSPCs+PGA-SS-Fasudil: tras la lesion las ratas fueron trasplantadas con epSPCs
precondicionadas con PGA-SS-Fasudil (n=6)

o Grupo epSPCs+Fasudil libre: tras la lesion las ratas fueron trasplantadas con epSPCs
precondicionadas con Fasudil libre (n=5)

3.2.3. Preparacion de los tejidos

Para la preparacion de los tejidos se administro a las ratas una sobredosis de pentobarbital de sodio
(100 mg/kg) via intraperitoneal. Se perfundié a los animales con suero salino 0,9%, seguido de
paraformaldehido 4% en PBS. La médula espinal se criopreservé en sacarosa 30% previamente a su
inclusion en Tissue-Teck OCT (Sakura Finetek U.S.A). Para su posterior analisis histologico, se
cortdo un fragmento de 4 mm de la médula espinal que contuviera la lesion en su centro en un
criostato a -20°C. Dicho fragmento se cort6 a su vez en plano coronal (transversal) en lonchas de 10
um de grosor. Estas lonchas se colocaron sobre un portaobjetos (10 lonchas en cada uno) y se
almacenaron a -20°C hasta su procesado. La distribucion de las 10 lonchas en un portaobjetos se
realizé cada 50 um (Figura 10).
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Figura 10. Disposicion de los cortes transversales de médula en un portaobjetos para su andlisis
histologico. La numeracion de la muestra hace referencia a la distancia en um que representan si se
considera 0 el punto en el que se comenzo a cortar los 4 mm de médula.

3.2.4. Tincién de Hematoxilina-Eosina (HE)

Para el analisis histologico mediante tincion de HE, se hidrataron las muestras usando una sucesion
de diluciones de etanol y se realiz6 la tincidn en un equipo automatizado siguiendo las instrucciones
del proveedor (Figura 11).
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Figura 11. Cortes histologicos de médula de rata teriidos con HE. Las imdgenes de los cortes se
ordenaron en tablas de manera que se correspondieran con su localizacion en los portaobjetos. La
numeracion de cada corte hace referencia a la distancia en um que representan si se considera 0 el
punto en el que se comenzo a cortar los 5 mm de médula.

El primer analisis realizado con esta tincion fue el contaje de motoneuronas. Las motoneuronas son
las células ChAT positivas localizadas en el asta ventral de la médula espinal, cuyas prolongaciones
enervan los musculos (Jameson et al., 1950). El soma de estas células presenta una forma
redondeada, ovoidal o triangular, pudiendo tener entre 3 y 6 dendritas. Su tamafio se encuentra entre
los 40x55 pum para las mas grandes y los 19x33 pum para las mas pequeiias (Barber et al., 1984). La
cantidad de motoneuronas se contabilizé en cada loncha siguiendo los criterios morfologicos y de
tamafio mencionados. En la figura 12 se puede observar una ampliacion de un corte transversal de
médula de rata donde se han localizado algunas motoneuronas.

Figura 12. Morfologia y localizacion de las motoneuronas. Corte transversal de médula de rata
teniido con HE. A su derecha encontramos una ampliacion en la que se puede ver la morfologia de
las motoneuronas con mayor claridad.

La tincion de HE permitio, ademas, medir la expansion de la desestructuracion del tejido, guiandose
por la estructura de las astas conformadas por la materia gris, las cuales pueden observarse tefiidas
de morado. El area degenerada se midio con ayuda del software Fiji. Por tltimo, se contabilizaron
los quistes y se midio su area, calculdndose el area media que poseen y el area que ocupan dichos
quistes en la loncha. En la figura 14 se sefialan algunos quistes.

: Zona
" desestructurada

Astas

Figura 13. Area de tejido desestructurada. En la figura se observan dos cortes transversales en los
que se sefiala el area desestructurada, asi como las astas ventrales.
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Figura 14. Identificacion de quistes. En la figura se observan dos cortes transversales en los que se
sefialan algunos quistes.

3.2.5. Inmunohistoquimica

El protocolo comun utilizado para inmunohistoquimica es el detallado a continuacion. En primer
lugar, se dejaron descongelar las lonchas previamente cortadas y colocadas sobre portaobjetos. Se
lavaron las muestras con una solucion de PBS a 4°C y se bloqued con una solucion
permeabilizadora compuesta por Normal goat serum al 5% y triton al 0,2% en PBS, dejandose
actuar 60 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se retir6 el liquido de bloqueo
y se prepar6 el anticuerpo deseado en solucion de anticuerpo, la cual consta de BSA 1% y triton
0,2% en PBS. Se aplico dicha solucion sobre las muestras y se dejo incubar overnight a 4°C.

Al dia siguiente, se lavaron las muestras varias veces con PBS frio y se prepard el anticuerpo
secundario en solucidén de anticuerpo, dejandolo actuar una hora a temperatura ambiente y en
oscuridad. Se realizaron varios lavados con PBS frio de nuevo y se tifieron los nucleos con DAPI,
dilucion 1:1000. Por ultimo, se montaron los cubreobjetos de vidrio con liquido de montaje
(Fluoromount, F4680, Southern Biotech). Los anticuerpos utilizados para el analisis histologico de
las lonchas fueron los indicados en la Tabla 3.

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para inmunohistoquimica.

Anticuerpo Dilucion Marcaje Especie Anticuerpo Dilucion
primario secundario

GFP, ab6556, 1:1000 epSPCs tratadas Chicken Anti-Chicken 488 1:400
ABCAM inyectadas

Tras la tincion, se escanearon los portaobjetos (Aperio VERSA Brightfield, Fluorescence & FISH
Digital Pathology Scanner, Leica) y las imagenes se analizaron mediante el software ImageScope
(Leica). El analisis de las lonchas consistio en la localizacion de las epSPCs inyectadas en la
médula, las cuales son positivas para GFP. Una vez localizadas, se midio6 el area que ocupaban en
cada loncha con el software Fiji y se calculo el area promedio cubierto por epSPCs en una loncha.

Figura 15. Area ocupada por las epSPCs trasplantadas (células GFP positivas). La imagen
muestra un marcaje anti-GFP para visualizar las epSPCs inyectadas.
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3.2.6. Western Blot

Ademas de los Western Blot a partir de células tratadas, se comenzoé con el estudio de las rutas de
sefializacion activas e inactivas en la LM a partir de homogeneizados de médulas procedentes de los
animales tratados en el experimento in vivo descrito anteriormente. Una vez realizados los
homogeneizados, es necesario estimar el contenido proteico de cada una de las muestras,
previamente a la realizacion de un Western Blot. Para ello, se utilizé una placa de 96 pocillos y se
sigui6é el protocolo especificado por el kit de cuantificacion “Pierce BCA protein assay kit
23225” (Thermo Fisher). Este ensayo mide la absorbancia de la muestra al entrar en contacto con
solucion proporcionada en el kit. Por ello, para poder extrapolar los datos de absorbancia a datos de
concentracion de proteina, se utilizd6 como curva patrén una serie de diluciones de BSA (0 mg/ml,
0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml, 1,25 mg/ml, 2,5mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml) de concentracion
conocida. La placa de 96 pocillos se incub6 30 minutos a 37°C en agitacion y la absorbancia se leyd
en un espectrofotdmetro.

Para la determinacion de las proteinas de interés en este trabajo se cargaron 30 ug de extractos de
proteina con tampdn de carga con DTT 1X (previamente desnaturalizados en el Thermomixer
(Eppendorf) a 96°C) en geles de SDS-poliacrilamida (con un gel separador del 10%). Como

marcador de pesos moleculares, se cargaron en el gel 6 ul del marcador PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific). Se cargaron las muestras en los pocillos (30-40 ul) y se dejo
correr la electroforesis a voltaje constante (100 V) aproximadamente 60-90 min. Tras la separacion
de las proteinas, éstas fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
(ThermoFisher). La transferencia se realizé en hielo a amperaje constante (125 mA para un gel o
250 mA para dos geles) durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se tifid la membrana con rojo
Ponceau (P3504, Sigma), para comprobar que la trasferencia habia sido efectiva.

Una vez desteflida la membrana mediante repetidos lavados con TBST (Tris-Buffered Saline (TBS)-
Tween 20 (TBST)), se bloquearon los sitios inespecificos con solucion de bloqueo (BSA/leche al
5% en TSB-Tween), durante una hora a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, la membrana fue
incubada toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario (Tabla 4) que se encuentra diluido en la
misma solucion de bloqueo. Al dia siguiente, fueron realizados tres lavados con TBST 1X y se
afnadi6 el anticuerpo secundario (Tabla 4) en solucion de bloqueo incubandolo durante una hora a
temperatura ambiente. La membrana se revelo utilizando liquido de revelado (PierceTM ECL
Western, Blotting substrate, Thermo Scientific) en un sistema automatico (Q9 Alliance) y la
expresion relativa de las proteinas estudiadas se cuantifico mediante el software Image Studio Lite.
Una vez revelada, se lavo la membrana y se aplicd la solucion Restore Western Blot Stripping
Buffer (Thermofisher) durante 15 minutos para retirar el anticuerpo utilizado y poner asi uno
diferente, repitiendo el proceso descrito.

Tabla 4. Anticuerpos utilizados para Western Blot de muestras de homogeneizados de médula.

Anticuerpo Dilucién Especie Anticuerpo secundario Dilucion
primario

PAMPK betal 1:1000 Rabbit Donkey anti-Rabbit [gG-HRP Conjugated 1:2000
4181, Sampler Santa Cruz Biotechnology sc-2313

kit 9957

pAKT 92715, 1:1000 Rabbit Donkey anti-Rabbit I[gG-HRP Conjugated 1:2000
Cell Signalling Santa Cruz Biotechnology sc-2313

TubulinaT6074, 1:1000 Mouse ECL ANTI-MOUSE IgG, Horseadish 1:2000
Sigma Aldrich Preoxidase linked whole antibody (from

sheep), NA931V, Amersham Biosciences
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3.2.7. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prisma 6. En primer lugar se
analiz6 la normalidad de los datos mediante tres tests diferentes: "D'Agostino & Pearson omnibus
normality test”, "Shapiro-Wilk normality test” y "KS normality test”. Este andlisis indico que
nuestros datos no siguen una distribucién normal, por lo que se utilizo6 tests no paramétricos. Todos
los datos se han expresado como “Media + SEM”. Las comparaciones entre los grupos de datos se
realizaron mediante el test de Kruskal-Wallis y las comparaciones entre dos grupos mediante un test
de Mann-Whitney. Se tomaron como valores estadisticamente significativos aquellos con un P
value <0.05.

17



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Efecto del tratamiento con Fasudil y PGA-SS-Fasudil sobre la longitud de neuritas in vitro

Segun Chen et al. (2015), la activacion de la via Rho/ROCK reduce la longitud de neuritas en cultivo,
sin embargo, la adicion de Fasudil al medio, recupera la prolongacion de las neuritas y ayuda en la
ramificacion de éstas y la formacion de conexiones sinapticas. En este primer ensayo se pretende
estudiar si el incremento en la longitud de las prolongaciones celulares descrito para el Fasudil se
implementa cuando las epSPCs son tratadas con el PGA-SS-Fasudil. Para ello, se utilizaron epSPCs de
rata neonatal las cuales se cultivaron en adherencia sobre coverslips tratados con Matrigel y con medio
de proliferacion. El Fasudil libre y el PGA-SS-Fasudil se adicionaron al medio de cultivo en
concentraciones no toxicas (50 y 100 M) para su comparacion equimolar.

Por otro lado, se trataron dos cultivos con Rolipram a 0.5 y 10 uM. Esto se debe a que se ha descrito
que la inhibicion de la regeneracion en las células neuronales adultas esta relacionada con un descenso
en los niveles de AMPc (adenosin monofosfato ciclico) y que el incremento de los niveles de AMPc en
neuronas adultas es capaz de prevenir la inhibicion del crecimiento (Cai ef al., 2001). Es por ello, que
el aumento de los niveles de AMPc esta siendo investigado como una posible diana para incrementar
la regeneracion axonal.

El AMPc es un mensajero secundario en la actividad trascripcional de genes relacionados con la
regulacion del ciclo celular, mecanismos de respuesta celulares y la respuesta inmunitaria (Mauricio-
Rueda, 2012). Sin embargo, tal y como afirma Pearse (2004), el mantenimiento de los niveles de
AMPc también es clave para la proteccion, crecimiento y mielinizacion de de los axones tras una LM,
asi como para la recuperacion de la funcion motora. Tras la LM, se ha observado un descenso en los
niveles de AMPc en la zona rostral de la médula espinal y el cortex motor sensorial. A partir de esta
observacion, surge una nueva linea de investigacion, la cual busca activar la sefializacion mediada por
AMPc como via de estimulacion neuronal frente a las sefiales inhibitorias del ambiente (Johansson,
2007). En favor de esta estrategia, se ha demostrado que el AMPc reduce la apoptosis y favorece la
recuperacion funcional tras una LM (Qi et al., 2019).

Estudios previos en nuestro laboratorio muestran una disminucion de los niveles de AMPc tras la LM
y su restablecimiento tras el tratamiento in vivo con PGA-SS-Fasudil (resultados en preparacion para
publicar). Por esta razon, se ha querido estudiar si los niveles de AMPc¢ influyen en nuestro modelo in
vitro. Una de las varias rutas que pueden inducir una acumulacion del AMPc es la inhibicion de la
fosfodiesterasa-4 (PDE-4). En este experimento hemos utilizado el Rolipram como inhibidor de la
PDE-4, con el fin de aumentar el nivel de AMPc enddgeno y estudiar si este hecho tiene un efecto
sobre las prolongaciones de las epSPCs superior al observado para el PGA-SS-Fasudil.

Con el fin de observar con claridad las prolongaciones celulares, a las 24 horas se fijaron las células y
se tifileron mediante inmunocitoquimica con Nestina, el cual es un marcador temprano de progenitores
neurales destinados a diferenciarse en neuronas. En la figura 16 se muestran imagenes representativas
para cada uno de los tratamientos, en las que a simple vista, es posible observar como las
prolongaciones celulares alcanzan una mayor longitud cuando el cultivo ha sido tratado, ya sea con
Fasudil libre, con PGA-SS-Fasudil o con Rolipram, que las prolongaciones del cultivo control.

Los resultados que aparecen representados en la Figura 17 corresponden a la media de la longitud de
neurita de todas las células medidas para cada uno de los tratamientos. Dichos valores nos indican que
la longitud media alcanzada por las prolongaciones de las epSPCs tratadas con Fasudil libre o PGA-
SS-Fasudil, es estadisticamente significativa con respecto a la longitud alcanzada por las células del
grupo control, dato que sugiere que la inhibicion de ROCK mediada por el Fasudil, ejerce un efecto
sobre la longitud de neuritas en cultivos in vitro, tal y como afirma Lingor ef al. (2007). Sin embargo,
no se observan diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento con Fasudil libre y con
PGA-SS-Fasudil.

Los resultados de las mediciones para los tratamientos con Rolipram 0.5 uM y 1 uM, presentan una
significancia estadistica respecto del control, la cual nos indica que el aumento de AMPc podria estar
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relacionado con un mayor desarrollo de las prolongaciones. Lau et al. (2013) afirman que la aplicacion
de AMPc tras una LM promueve la regeneracion axonal, evitando patrones de crecimiento anormales
e incrementando la supervivencia de las neuronas. Ademads, se ha visto que la inhibicion de la
hidrolisis de AMPc es capaz de promover la proteccion de los axones y su mielinizacion (Pearse et al.,
2004), caracteristica relevante en la busqueda de un compuesto efectivo para el tratamiento de la LM.
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Figura 16. Inmunocitoquimica de epSPCs para cada tratamiento. La nomenclatura de los
tratamientos aplicados se corresponde con: A)Control, B)FL50=Fasudil libre 50 uM, C)FL100=
Fasudil libre 100 uM, D)PGA-SS-Fas 50=Fasudil conjugado a PGA 50 uM, E)PGA-SS-Fas 100=
Fasudil conjugado a PGA 100 uM, F)ROL 0.5=Rolipram 0.5 uM, G)ROL 1=Rolipram 1 uM. Los
tratamientos se aplicaron en el medio de cultivo (medio de proliferacion)a concentraciones no toxicas
v las celulas se fijaron 24 horas después. Las imdgenes de la izquierda muestran la tincion con
Nestina, las imdgenes centrales la tincion de los nucleos con Dapi y las de las izquierda ambas
imagenes solapadas (“merged”).
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Figura 17. Efecto del Fasudil libre, Fasudil conjugado a PGA y Rolipram sobre la longitud de las
prolongaciones de epSPCs in vitro. La nomenclatura de los tratamientos aplicados se corresponde
con: FL50=Fasudil libre 50 uM, FL100= Fasudil libre 100 uM, PGA-SS-Fas 50=Fasudil conjugado
a PGA 50 uM, PGA-SS-Fas 100= Fasudil conjugado a PGA 100 uM, ROL 0.5=Rolipram 0.5 uM,
ROL [1=Rolipram 1 uM. Los tratamientos se aplicaron en el medio de cultivo (medio de
proliferacion)a concentraciones no toxicas y las células se fijaron 24 horas después. (n=2) Los datos
se han representado como media + SEM. El simbolo * indica que los valores representados para cada
uno de los tratamientos son estadisticamente significativos con respecto al valor control (P value
<0.0001).

4.2. Efecto del tratamiento con Fasudil sobre la longitud de neuritas en epSPCs en un modelo in
vitro de LM

El ambiente en la LM es muy complejo y muy diferente al encontrado in vitro. Por esta razon, a pesar
de haber observado que el Fasudil, el PGA-SS-Fasudil y el Rolipram presentan un efecto sobre la
prolongacion de los axones, no tenemos la certeza de que ese hecho se dé con la misma eficacia en el
ambiente inhibitorio creado debido a una LM. Es por ello que el mismo experimento descrito en el
apartado anterior se reprodujo afiadiendo LPA al medio de todos los cultivos tratados (a excepcion del
control). Como se ha explicado anteriormente, el LPA estimula la cascada de sefalizacion Rho/ROCK,
induciendo el colapso del cono de crecimiento y la retraccion de las neuritas. De esta manera, la
adicion de LPA al medio ofrece un modelo de LM in vitro sobre el cual es posible testar la eficacia del
Fasudil libre y del Fasudil conjugado con mayor precision.
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En la figura 18 se pueden observar las epSPCs tratadas con LPA a una concentracion de 10 uM y en
presencia o ausencia de Fasudil libre 50 o 100 uM y PGA-SS-Fasudil 50 o 100 uM, las cuales se han
marcado con Nestina y Dapi. Los resultados mostraron que el LPA efectivamente induce la retraccion
de neuritas en aproximadamente un 50% (Figura 18 B y figura 19), dando como resultado células mas
redondeadas, debido a la reorganizacion de los microtubulos del citoesqueleto de actina (Sayas et al.,
2002). Por otro lado, se ha descrito un aumento en la actividad de GSK3 tras el colapso del cono de
crecimiento por accion del LPA, el cual puede suponer una relacion entre la dindmica de los
microtubulos y los microfilamentos de actina durante la neuritogénesis (Sayas et al., 1999). Por esta
razon, futuros estudios del efecto del LPA sobre las neuritas podrian enfocarse en el papel de GSK3 en
este proceso.

Con respecto a los tratamientos aplicados, nuestros resultados indican que tanto el Fasudil libre
como el PGA-SS-Fasudil, como el Rolipram, podrian tener la suficiente capacidad promotora del
crecimiento axonal como para sobrepasar el efecto del LPA sobre las células y aun asi incrementar
la longitud de las prolongaciones (Figura 19). Sin embargo, debemos tener en cuenta ciertas
matizaciones. El objetivo principal de este trabajo es estudiar si el conjugado de Fasudil propuesto
mejora los efectos del Fasudil libre. Por esta razon, es relevante destacar que, a pesar de que el
FL50 incrementa la longitud de prolongacion en nuestro modelo in vitro de LM de manera
estadisticamente significativa, el PGA-SS-Fasudil muestra unos resultados mucho mas
prometedores en cuanto a mayor longitud de prolongacion se refiere.

En relacion al tratamiento con Rolipram, los resultados indican un incremento estadisticamente
significativo frente al LPA para ambas concentraciones utilizadas (0.5 y 1 uM) (Figura I8 Gy Hy
figura 19). Estos resultados estan de acuerdo con lo expuesto en la literatura, ya que se ha visto que
el Rolipram es capaz de mantener los niveles de AMPc tras la LM (Pearse et a/, 2004), por lo que
cabria esperar que se produjera un incremento en la longitud de neuronas del mismo modo que
ocurre si no adicionamos LPA al medio.
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Figura 18. Inmunocitoquimica de epSPCs para cada tratamiento en un modelo de LM in vitro. La
nomenclatura de los tratamientos aplicados se corresponde con: A)Control, B)LPA=LPA 10 uM
aniadido al medio de cultivo, C)FL50 LPA=Fasudil libre 50 uM con LPA 10 uM, D)FLI100 LPA=
Fasudil libre 100 uM con LPA 10 uM, E)PGA-SS-Fas 50 LPA=Fasudil conjugado a PGA 50 uM con
LPA 10 uM, F)PGA-SS-Fas 100 LPA= Fasudil conjugado a PGA 100 uM con LPA 10 uM, G)ROL 0.5
LPA=Rolipram 0.5 uM con LPA 10 uM, H)ROL 1 LPA=Rolipram 1 uM con LPA 10 uM. Los
tratamientos se aplicaron en el medio de cultivo (medio de proliferacion) a concentraciones no toxicas
vy el LPA se adicioné 24 después. Las células se fijaron al dia siguiente. Las imagenes de la izquierda
muestran la tincion con Nestina, las imdgenes centrales la tincion de los niicleos con Dapi y las de las
izquierda ambas imdgenes solapadas (“merged”).

Con respecto a los tratamientos con Fasudil, se realizaron dos repeticiones del experimento (n=2). En
la figura 19 B, se encuentra representado el porcentaje de cambio para cada tratamiento respecto del
control para las dos repeticiones del experimento. En esta grafica se puede observar que dicho
porcentaje es mayor para los datos correspondientes a la primera de las repeticiones, lo que podria
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indicar que el segundo experimento no ha funcionado correctamente. Para corroborar los datos del
primer experimento seria conveniente realizar al menos una repeticion mas (n=3).
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Figura 19. Efecto del Fasudil libre, Fasudil conjugado a PGA y Rolipram sobre la longitud de las
prolongaciones de epSPCs en un modelo in vitro de LM. A) Longitud de las neuritas para cada
tratamiento. B) Porcentaje de cambio frente al control para cada tratamiento en las dos repeticiones
del experimento. Nomenclatura: LPA=LPA 10 uM ariadido al medio de cultivo, FL50 LPA=Fasudil
libre 50 uM con LPA 10 uM, FL100 LPA= Fasudil libre 100 uM con LPA 10 uM, PGA-SS-Fas 50
LPA=Fasudil conjugado a PGA 50 uM con LPA 10 uM, PGA-SS-Fas 100 LPA= Fasudil conjugado a
PGA 100 uM con LPA 10 uM, ROL 0.5 LPA=Rolipram 0.5 uM con LPA 10 uM, ROL 1 LPA=Rolipram
1 uM con LPA 10 uM. (n=2) Los datos se han representado como media £ SEM. El simbolo * indica
que el valor medio para LPA es estadisticamente significativo con respecto al valor control (P value
<0.0001), ** indica que los valores representados para cada uno de los tratamientos son
estadisticamente significativos con respecto al LPA (P value <0.0001) y *** indica que SS50 LPA y
SS100 LPA son estadisticamente significativos respecto a FL50 LPA y FL100 LPA (P value <0.0001).

Con el fin de completar este estudio, se podrian estudiar diversas rutas de sefializacion, entre las cuales
resultaria de interés la sefializacion mediada por AMPc. Una de las rutas por las que el AMPc ejerce
un efecto sobre el crecimiento axonal es la activacion de PKA. La fosfoquinasa A (PKA) es una diana
“downstream” del AMPc, la cual ha sido asociada al crecimiento axonal. De este modo, se pensaba
que la inhibicion de PKA resultaria en una reduccién de la recuperacion funcional. Sin embargo, Wei
et al. (2016) observaron que la recuperacion resultaba mejorada tras la inhibicion de PKA. Fue
entonces cuando se propuso la existencia de otro mecanismo dependiente de AMPc que estuviera
implicado en la recuperacion funcional tras una LM.

Dicho mecanismo fue el mediado por EPAC (Exchange Protein Activated by cAMP) (Wei et al.,
2016). EPAC es un efector secundario de AMPc que presenta dos isoformas, EPAC-1 y EPAC-2,
siendo la segunda expresada en el tejido neural (Peace and Shewan, 2011). Wei et al. (2016),
demostraron que la inhibicion de EPAC-2 y PKA conlleva una reduccion del crecimiento de las
neuritas significativo. De esta forma, se propuso que tras la inhibiciéon de PKA, queda disponible mas
AMPc para promover plasticidad a través de la via de EPAC-2. El proximo paso en el desarrollo de
este estudio seria, pues, el analisis de los niveles de AMPc, pPKA, PKA, EPAC-1 y EPAC-2 mediante
Western blot.

4.3. El Fasudil afecta a la diferenciacion de epSPCs en un modelo de LM in vitro
A pesar de que la proliferacion de las epSPCs en los mamiferos es frecuente durante el desarrollo
embrionario y el periodo postnatal, el recambio de éstas decae significativamente durante el desarrollo

del individuo (Bruni, 1998). Sin embargo, se ha descrito que la inflamacion inducida a causa de la LM
contribuye a la activacion de las epSPCs endogenas e induce la proliferacion y diferenciacion celular
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(Mikami ef al., 2004), hecho que sugiere la explotacion del potencial de las epSPCs en la reparacion
de la LM.

Una de las lineas de investigacion en esta direccion es el trasplante de epSPCs. No obstante, el
trasplante de células progenitoras sin diferenciar resulta en un fallo de la consiguiente diferenciacion
in vivo o en una diferenciacion en la que el linage astrocitico es predominante, hecho que contribuye a
la formacion de la cicatriz glial (Ricci-Vitiani et al., 2006). Parr et al. (2007) han descrito que las
epSPCs sin diferenciar presentan potencial regenerativo Unicamente cuando son trasplantadas una
semana después de la lesion. Es por ello, que uno de los objetivos de la terapia celular para tratar la
LM es la restriccion de la diferenciacion de las células trasplantadas a oligodendrocitos o
motoneuronas que sean capaces de sustituir las células dafiadas.

Las células epSPC precondicionadas son una parte fundamental del tratamiento para la LM propuesto
en este laboratorio. Es por ello, que conocer su futura diferenciacion una vez inyectadas en la médula
es prioritario en nuestro estudio. Mas concretamente, en este analisis estudiamos si el PGA-SS-Fasudil
promueve la diferenciacion espontanea de los progenitores neurales en un modelo de LM in vitro.

El modelo de LM se indujo mediante la adicion de LPA al medio de diferenciacion 24 horas tras los
tratamientos. Las células se fijaron 24 horas de la adicion del LPA y la identificacion de los linajes
celulares en los que derivaron las células se realizd en base a la expresion de Tuj (BIII-tubulina),
Olig-2 (Oligodendrocyte Transcription Factor 2) y GFAP (Glial Fibrillary acidic protein), siendo éstos
marcadores de neuronas, oligodendrocitos y astrocitos, respectivamente (Figura 20).
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Figura 20. Inmunocitoquimica de epSPCs precondicionadas y diferenciadas espontdineamente. La
nomenclatura de los tratamientos aplicados se corresponde con: A) Control, B)LPA=LPA 10 uM
anadido al medio de cultivo, C)LPA FL50=Fasudil libre 50 uM con LPA 10 uM, D)LPA FLI100=
Fasudil libre 100 uM con LPA 10 uM, E)LPA PGA-SS-Fas 50=Fasudil conjugado a PGA 50 uM con
LPA 10 uM , F)LPA PGA-SS-Fas 100= Fasudil conjugado a PGA 100 uM con LPA 10 uM. Los
tratamientos se aplicaron en el medio de cultivo (medio de proliferacion) a concentraciones no toxicas
y el LPA se adicioné 24 después. Las células se fijaron al dia siguiente.

En la figura 21 (A, B y C) encontramos la representacion del porcentaje de células positivas para cada
uno de los marcajes mencionados. En la figura 21 A encontramos el porcentaje de células positivas
para Tuj, marcador de neuronas. Estos resultados muestran una aparente reduccion (no significativa)
en el porcentaje de neuronas para la adicion de LPA al medio y unos niveles similares para el
tratamiento con Fasudil libre 50 uM (no significativo). Sin embargo, observamos que el Fasudil libre a
elevada concentracion (100 uM) y el PGA-SS-Fasudil en ambas concentraciones testadas (50 y 100
puM), parecen incrementar el numero de epSCPs que se diferencian hacia neuronas de manera
estadisticamente significativa. Este hecho podria resultar en una mejor recuperacion funcional por
sustitucion de las neuronas dafiadas, ya que se trata del tipo celular mas afectado tras la lesion.

Por otro lado, se calculd el porcentaje de células positivas para el marcaje con Olig2 (Figura 21 B),
marcador de oligodendrocitos. El papel principal de los oligodendrocitos es la formacion de las
envolturas de mielina que recubren los axones en el SNC (Plemel et al., 2014). Nuestros resultados
indican que tras la aplicacion del LPA al medio de cultivo, el porcentaje de células Olig2 positivas
parece verse reducido frente al control, aunque no sea de manera estadisticamente significativa. Este
dato se correlaciona con la literatura, en la cual se describe que estas células son particularmente
sensibles a la LM (Ahuja and Fehlings, 2016).

Con respecto a los tratamientos, el Fasudil libre 50 uM parece que presenta un menor nimero de
células Olig2 positivas, lo que significaria un menor porcentaje de epSPCs que se diferencian a
oligodendrocitos, mientras que el Fasudil libre 100 pM y el PGA-SS-Fasudil mantendrian el
porcentaje de oligodendrocitos a niveles similares a los del LPA. No obstante estos datos no son
estadisticamente significativos, por lo que no podemos afirmar que existan diferencias entre ellos. Sin
embargo, si que observamos una reduccion estadisticamente significativa en el porcentaje de células
Olig2 positivas para el tratamiento con PGA-SS-Fasudil. Debido a que los oligodendrocitos son las
células encargadas de mielinizar los axones, una menor diferenciacion hacia este tipo celular podria
dificultar la remielinizacién de los axones dafiados, retrasando la recuperacion. Ademas, se ha visto
que la activacion de ROCK frena la diferenciacion de los precursores de oligodendrocitos (Koch et al.,
2018)), por lo que cabria esperar que el PGA-SS-Fasudil, como inhibidor de ROCK, fuera capaz de
contrarrestar este efecto e inducir la diferenciacion hacia este linaje. Es por ello, que es necesario
repetir este estudio ampliando la n para corroborar los resultados obtenidos, ya que unicamente se
realizé una n=1.

Por ultimo, se estudio la diferenciacion espontanea a astrocitos mediante el marcaje con GFAP (Figura
21 C). Los astrocitos son las células mas abundantes en el sistema nervioso central y desarrollan
funciones tales como la distribucion de la energia, el mantenimiento de la homeostasis, aportar soporte
metabolico a las neuronas y controlar su desarrollo (Koch et al, 2018). En este caso nuestros
resultados no son estadisticamente significativos, por lo que no podemos afirmar que los tratamientos
ejerzan un efecto sobre el nimero de epSPCs que se diferencian a astrocitos. Sin embargo, parece
observarse una tendencia a incrementar este porcentaje para los tratamientos con Fasudil libre 50 y
100 uM y PGA-SS-Fasudil 50 uM, mientras que parece verse reducido para el PGA-SS-Fasudil 100
uM. Debido a que los astrocitos son las principales células formadoras de la cicatriz glial (Tran et al.,
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2018), el hecho de que el PGA-SS-Fasudil fuera capaz de reducir la diferenciacion de las epSPCs a
astrocitos podria significar una mayor dificultad para formar la cicatriz glial, lo cual podria ayudar en
la regeneracion de los axones. No obstante, la n=1, por lo que es preciso realizar mas repeticiones de
este ensayo para confirmar los resultados.
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Figura 21. Porcentaje de células positivas para cada uno de los marcajes utilizados ( A) Tuj, B) Olig2
v C) GFAP). (n=1) Los datos se han representado como media = SEM. El simbolo * indica que los
datos son estadisticamente significativos con respecto al LPA (P value < 0.0001). Nomenclatura:
LPA=se ariadio LPA 10 uM al medio, LPA FL50=Fasudil libre 50 uM con LPA 10 uM, LPA
FL100=Fasudil libre 100 uM con LPA 10 uM, LPA PGA-SS-Fas50=Fasudil conjugado 50 uM con
LPA 10 uM, LP4 PGA-SS-Fas100=Fasudil conjugado 100 uM con LPA 10 uM.

4.4. Efecto del trasplante de epSPCs precondicionadas con Fasudil libre y PGA-SS-Fasudil sobre
el nimero de motoneuronas y irea de expansion de la lesion en un modelo de LM in vivo

Como se ha explicado con anterioridad, la LM conlleva en la mayoria de los casos una pérdida de la
capacidad motora y sensorial. Esto se debe a que el impacto fisico causa la ruptura y degeneracion de
los axones presentes en el sitio de lesion (Muradov et al. 2013), asi como el desencadenamiento de un
proceso de necrosis y de apoptosis, por el cual el tejido sufre una desestructuracion que se expande
mas alla del foco de lesion. (Tran et al., 2018)

En este apartado, se ha estudiado si el precondicionamiento de epSPCs con Fasudil libre o con PGA-
SS-Fasudil previo al trasplante de las células en un modelo de LM in vivo ejerce un efecto sobre el
numero de motoneuronas preservadas tras la lesion. Una vez localizadas las motoneuronas, siguiendo
criterios morfologicos y de tamafio, se procedid a su contaje. Los resultados de la cuantificacion
mostrados en la figura 22, indican que el numero de neuronas motoras se ve reducido en los animales
a los que se trasplantaron células precondicionadas con Fasudil conjugado con respecto al tratamiento
con Fasudil libre. No obstante, el numero de motoneuronas preservadas para ambos tratamientos no es
estadisticamente significativo respecto del control de epSPCs sin precondicionar, por lo que no
podemos afirmar que el precondicionamiento tanto con Fasudil libre como con el conjugado presente
un efecto sobre la preservacion de las motoneuronas.

Ademas, se midio el area de tejido que ha sufrido degeneracion para estudiar si los tratamientos
aplicados a las células presentan un efecto sobre la expansion de la lesion. En la figura 23 se pueden
ver diferentes cortes transversales en los que se sefiala la localizacion de las motoneuronas, asi como
la expansion de la lesion. Como ya se ha explicado, se ha considerado area desestructurada aquella en
la que se ha perdido la definicion de las astas conformadas por la materia gris.

En la figura 24, podemos ver los resultados de la medida del area que ocupa el tejido degenerado en
una loncha transversal. El precondicionamiento de las epSPCs resulta en una expansion de la
desestructuracion mayor que para las epSPCs sin tratar, siendo el tratamiento con PGA-SS-Fasudil el
que alcanza una mayor area degenerada.
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Figura 22. Numero medio de motoneuronas presentes en una loncha de tejido de médula.
Nomenclatura de los tratamientos: epSPCs= unicamente células (n=2), epSPC+Fasudil= células
precondicionadas con Fasudil libre (n=3), epSPC+PGA-SS-Fasudil= células precondicionadas con
Fasudil conjugado (n=3). Los datos se han representado como media + SEM. * Estadisticamente
significativo (P value <0.0001) frente al tratamiento epSPC+Fasudil.
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Figura 23. Cortes transversales de médula tefiidos con HE correspondientes al epicentro de la lesion
v las zonas adyacentes a éste (vostral y caudal). La nomenclatura corresponde a: A) epSPCs=células
sin precondicionar (n=2), B) epSPC+Fasudil=células precondicionadas con Fasudil libre (n=3),
epSPC+PGA-SS-Fasudil= células precondicionadas con Fasudil conjugado (n=3). Las flechas
seflalan la localizacion de las motoneuronas, mientras que en las imdgenes centrales se encuentra
rodeada el area desestructurada.

Este dato resulta desconcertante, ya que en este estudio se realizaron diferentes pruebas locomotoras a
los animales durante las semanas de recuperacion y los resultados mostraron que los animales del
grupo trasplantado con células precondicionadas con PGAS-SS-Fasudil mostraban mejor pisada que el
resto de los animales. Sin embargo, tal y como exponen Fehlings y Tator (1995), la funcion
neurologica puede mantenerse con la supervivencia de unicamente el 10% de los axones. Por esta
razon, se pensod que quizas la medida de la desestructuracion del tejido no fuera la mas acertada, ya
que la aportacion a la recuperacion por parte del Fasudil conjugado parece estar enfocada a la
proteccion axonal.
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De este modo seria conveniente un estudio de las fibras de tubulina mediante inmunohistoquimica que
corroborase si a pesar de observarse una desestructuracion mayor del tejido, las fibras de tubulina se
conservan mejor con el precondicionamiento con PGA-SS-Fasudil, lo que supondria mejores
rendimientos en los test funcionales.
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Figura 24. Porcentaje de area ocupada por tejido degenerado normalizada respecto al area total de
cada loncha. Nomenclatura de los tratamientos: epSPCs= unicamente células (n=2),
epSPC+Fasudil= células precondicionadas con Fasudil libre (n=3), epSPC+PGA-SS-Fasudil=
células precondicionadas con Fasudil conjugado (n=3). Los datos se han representado como media +
SEM. Estadisticamente significativo (P value <0.0001): * frente al tratamiento con epSPCs, ** frente
al tratamiento epSPC+Fasudil.

No obstante, a pesar de que los datos obtenidos son estadisticamente significativos, debemos tener en
cuenta la complejidad de la lesion y la enorme variabilidad entre individuos sometidos al mismo
tratamiento, asi como el reducido niimero de animales utilizados en este analisis (epSPCs n=2,
epSPC+Fasudil n=3, epSPC+PGA-SS-Fasudil n=3).

Por otro lado, se representaron los datos obtenidos para ambas variables estudiadas, numero de
motoneuronas y area desestructurada, de manera conjunta (Figura 25). En estas graficas se puede ver
como el nimero de motoneuronas, representado en el eje izquierdo, desciende, cuando el area
desestructurada, en el eje derecho, se incrementa. Ademas, podemos observar la expansion de la
desestructuracion de manera longitudinal en los 4 mm de médula estudiada.
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Figura 25. Numero de motoneuronas y drea de tejido degenerado en mm2 a lo largo de los 4 mm de
médula analizados. La linea naranja hace referencia al numero de motoneuronas, representadas en el
eje izquierdo, mientras que la linea rosa se refiere al area de tejido degenerado, representada en el eje
derecho. Los grupos representados corresponden a los tratamientos aplicados a las células,
previamente a su trasplante: epSPCs=unicamente células (n=2), epSPC+Fasudil=células
precondicionadas con Fasudil libre (n=3), epSPC+PGA-SS-Fasudil=células precondicionadas con
Fasudil conjugado (n=3). El eje de las X representa en porcentaje la longitud de los 4 mm de médula
analizados, siendo 0 el inicio de la zona rostral y 100 el final de la zona caudal al epicentro de la
lesion.

Este dato indica que para las epSPCs la desestructuracion alcanza un 60% de la longitud de la médula
analizada, para el precondicionamiento con Fasudil libre alcanza un 80% y para el Fasudil conjugado
el 90%. Sin embargo, en esta figura se también se puede observar que en el trasplante de epSPCs sin
precondicionar las lineas graficadas apenas se solapan, pero en el precondicionamiento con Fasudil
libre y con el conjugado las lineas se solapan, sugiriendo que, como se ha mencionado anteriormente,
a pesar de que la desestructuracion se expande en mayor medida, se preserva una cantidad similar de
motoneuronas en los tres grupos.

4.5. Efecto del trasplante de epSPCs precondicionadas con Fasudil libre y PGA-SS-Fasudil sobre
los quistes en un modelo de LM in vivo

Los quistes son espacios llenos de liquido que surgen tras una lesion que obstruye el flujo de liquido
cefaloraquideo (Rubin, 2016). La ausencia de quistes de gran tamafio tras una LM puede contribuir a
la creacion de un ambiente mas favorable para la reparacion de la médula espinal, ademés favorecer la
recuperacion funcional (Requejo-Aguilar ef al,, 2017). En la figura 27 puede observarse una loncha
transversal representativa para un animal de cada grupo en la que se sefialan algunos quistes, mientras
que en la figura 28 aparece representada el drea media que presentan los quistes para cada uno de los
tratamientos tras su cuantificacion.

Los resultados indican que el tamafio que alcanzan los quistes es significativamente mayor en los
animales trasplantados con células precondicionadas con Fasudil libre, mientras que este area se
mantiene similar para las epSPCs sin precondicionar y las precondicionadas con el PGA-SS-Fasudil.
Este dato podria indicar, por tanto, que el PGA-SS-Fasudil evita la formacion de quistes de gran
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tamafio de manera mas efectiva que el Fasudil libre. Debido a que la regeneracion de la médula
requiere un crecimiento de los tractos axonales dirigido, asi com la mielinizaciéon de axones muy
largos, la pérdida de la estructura del tejido a causa de la aparicion de quistes, afecta de manera directa
al crecimiento axonal y a la migracion celular (Ahuja and Fehlings, 2016). Por esta razon, el menor
tamafio de los quistes para el PGA-SS-Fasudil podria explicar la mejora funcional de los animales
trasplantados con las epSPCs precondicionadas con éste. No obstante, debido a la gran variabilidad
observada entre individuos respecto al area ocupada por quistes, es preciso ampliar la n de este analisis
para corroborar esta hipotesis.
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Figura 26. Localizacion de quistes en cortes transversales de médula teniidos con HE
correspondientes al epicentro de la lesion. La nomenclatura corresponde a: epSPCs=células sin
precondicionar (n=2), epSPCs+Fasudil=células precondicionadas con Fasudil libre (n=3),
epSPCs+PGA-SS-Fasudil= células precondicionadas con Fasudil conjugado (n=3). Los circulos
serialan la localizacion de algunos quistes.
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Figura 27. Area media y nimero de quistes presentes en una loncha de médula espinal.
Nomenclatura de los tratamientos: epSPC= unicamente células (n=2), epSPC+Fasudil=
células precondicionadas con Fasudil libre (n=3), epSPC+PGA-SS-Fasudil= células
precondicionadas con Fasudil conjugado (n=3). Los datos se han representado como media +
SEM. * Estadisticamente significativo (P value <0.0001) frente al tratamiento con epSPCs.

4.6. Localizacion y cuantificacion de las epSPCs precondicionadas con Fasudil libre y PGA-SS-
Fas en la médula tras el trasplante en un modelo de lesion medular in vivo.

Una vez las epSPCs fueron precondicionadas, se inyectaron en el epicentro de la lesion. Con el fin de
localizar dichas células en los cortes histologicos obtenidos, se aplico una tincion mediante técnicas de
inmunohistoquimica frente a GFP como marcador de las epSPCs, ya que éstas proceden de una cepa
de rata homocigota GFP+/+, la cual expresa GFP en todas las células de su organismo (Figura 29).

En este experimento, se analizaron cortes histologicos transversales procedentes de un animal de cada
grupo de tratamiento. De este modo, se tomo muestras de una rata inyectada con epSPCs sin
precondicionar, de una rata inyectada con epSPCs precondicionadas con Fasudil libre y de una rata
inyectada con epSPCs tratadas con PGA-SS-Fasudil.
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Los resultados expresados en la figura 30 muestran el 4rea media ocupada por las células en una
loncha transversal de tejido. Como se puede observar en la grafica, se produce un incremento en el
area ocupada por las epSPCs en los casos en los que éstas fueron precondicionadas con Fasudil y
PGA-SS-Fasudil. Este dato, parece indicar que el Fasudil y el PGA-SS-Fasudil podrian presentar un
efecto sobre la supervivencia celular de las epSPCs inyectadas. Ademas de su papel en la regulacion
de la morfologia neuronal y crecimiento de neuritas, se ha observado que la activacion de la via Rho/
ROCK se correlaciona con la induccion de la apoptosis. Por esta razon, es necesario un estudio mas
detallado dirigido en esta direccion en el cual se analicen marcadores de supervivencia que corroboren
una menor muerte celular para el precondicionamiento con PGA-SS-Fasudil. Ademas, seria
conveniente la ampliacion del nimero de animales para este analisis, ya que como se ha mencionado
anteriormente, existe una gran variabilidad entre individuos con respecto a la LM y unicamente se ha
analizado un animal por grupo de tratamiento.

Por otro lado, segtin los datos estadisticos calculados, no existe una significancia estadistica entre el
area que cubren las células tratadas con Fasudil libre frente a las tratadas con el conjugado. No
obstante, en la figura 30 B, puede observarse que el 4rea ocupada por células para el Fasudil
conjugado se extiende una mayor longitud a lo largo del segmento de médula analizado.

epSPCs+
. Fasydil

epSPCs+:
PGA-SS-

Fasudil

Figura 28. Inmunohistoquimica de lonchas transversales de médula de rata. Se aplicé un anticuerpo
anti-GFP para detectar las epSPCs trasplantadas las cuales son positivas para GFP.

Este dato resulta muy interesante, desde el punto de vista de que quizas no se trate de timicamente de
un efecto del PGA-SS-Fasudil sobre la supervivencia celular, sino que ademas esta acompanado por la
dotacion a las células de una mayor capacidad de migracion. Asi lo muestra la figura 30 B, donde se
observa que las células no tratadas se localizan inicamente en los primeros cortes de la médula,
mientras que en las células precondicionadas identificamos células a lo largo de la médula, siendo en
el grupo precondicionado con PGA-SS-Fasudil donde parece que las células tienen mayor capacidad
de migracion. No obstante, es necesario realizar futuros experimentos en los que se analicen diversos
marcadores que puedan confirmar esta hipotesis, como Caspasa 3 y marcadores de migracion como
NCAM o PSA-NCAM.
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Figura 29. Area media ocupada por células GFP positivas. En la gréfica izquierda se representa el
drea media que cubren las epSPCs inyectadas en una loncha de tejido. En la grafica derecha se puede
observar la distribucion del darea ocupada por las células GFP positivas a lo largo de los diferentes
cortes analizados. Nomenclatura de los tratamientos: epSPCs=células sin precondicionar (n=1I),
epSPC+Fasudil=células precondicionadas con Fasudil libre (n=1), epSPC+PGA-SS-Fasudil=
células precondicionadas con Fasudil conjugado (n=1). Los datos se han representado como media +
SEM. Estadisticamente significativo (P value <0.0001): * frente al trasplante de epSPCs sin tratar.

Ademas, cuando se observan las imagenes para el tratamiento con PGA-SS-Fasudil a mayor aumento,
puede observarse como las células trasplantadas se encuentran mads estiradas, lo cual podria
corresponderse con una morfologia mas diferenciada. Es por ello, que para continuar el analisis de
estos resultados se estudiara la co-expresion de GFP con marcadores de diferenciacion temprana para

neuronas como doblecortina o Tuj, marcadores de oligodendrocitos como Olig2 y de astrocitos como
GFAP.

4.7. Senalizacion en un modelo de LM in vivo

Akt/PKB (proteina quinasa B) es una familia de serina/treonina quinasas, las cuales actian como
mediadores de rutas de transmision de sefial. Dichas proteinas, son activadas en respuesta a estimulos
extracelulares como factores de crecimiento. Tal y como se indica en la figura 31, su activacion esta
relacionada con la regulacion del metabolismo celular, la transcripcion, el crecimiento y la
supervivencia celular (Ortiz-Melon, 2009).
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Segtin un estudio de Lu ef al. (2018), los niveles de pAKT se redujeron considerablemente tras la LM
en comparacion con el control en un modelo en rata. Sin embargo, la expresion de AKT se mantuvo a
niveles similares, lo que sugiri6 que la via PI3K/Akt es inhibida tras la LM.

Las muestras de este experimento corresponden a homogeneizados de médula de rata a las que se
produjo una LM y se trasplantd epSPCs sin precondicionar, precondicionadas con Fasudil libre y con
PGA-SS-Fasudil. Tras la cuantificacion, podemos observar que los niveles de pAKT se mantienen
similares para los tres grupos (Figura 32), aunque presentan una leve tendencia a reducirse para el
tratamiento con PGA-SS-Fasudil.
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Figura 30. Via de sefializacion PI3/Akt. (Hennessy, B.T. et al., 2005)

Por otro lado, se estudio la fosforilacion de AMPK. AMPK (AMP-activated protein kinase) es uno de
los reguladores centrales del metabolismo celular, el cual es activado con la bajada en los niveles de
ATP. AMPK regula el crecimiento celular y se ha relacionado con procesos de autofagia y polaridad
celular (Mihaylova and Shaw 2011). Segun Wang et al. (2018), la autofagia inducida por la activacion
de AMPK favorece la neuroproteccion tras una LM. Ademas, se ha demostrado que la activacion de la
ruta de AMPK protege las neuronas de la médula espinal frente al estrés oxidativo (Xu et al., 2017).

Nuestros resultados muestran una aparente reduccion de los niveles de expresion de pAMPK para los
tratamientos con células precondicionadas, ya sea con Fasudil libre o conjugado (Figura 31). Sin
embargo, estudio previos en nuestro laboratorio mostraron que el tratamiento con PGA-SS-Fasudil tras
la LM produjo un aumento de pAMPK. En cualquier caso, estos resultados son preliminares y
actualmente se estd aumentando la n de estos experimentos para poder identificar las vias que se han
activado con el tratamiento con PGA-SS-Fasudil para promover un aumento en la supervivencia y la
migracion de las células trasplantadas, asi como una mejor funcional (Resultados en preparacion para
su publicacion). Sin embargo, cabe destacar que estos datos corresponden a una n=1, por lo que no
podemos obtener una conclusion determinante con respecto al estudio de sefializacion.

Con respecto a futuros experimentos, este estudio de sefializacion no sélo precisa aumentar la n,
realizando varias repeticiones, sino que deberia ser ampliado de manera que cubra de una forma mas
extensa la via de PI3/Akt, con el fin de obtener conclusiones sobre el efecto que ejerce el conjugado de
Fasudil sobre esta ruta. Por ejemplo, se ha descrito que la inactivacion por fosforilacion de GSK3f3
favorece el crecimiento axonal (Dill ez al., 2008), por lo que seria interesante observar si el Fasudil
conjugado aumenta los niveles de expresion de pGSK3p. Otra diana interesante seria la activacion de
mTOR, cuya funcién esta relacionada con la proliferacion y el crecimiento celular (Hahn-Windgassen
et al., 2005).

Por otra parte, se ha descrito que la activacion de la via Rho/ROCK induce la apoptosis mediante el
incremento de la actividad de la ruta de PTEN o de la via p38/MAPK (Li et al., 2005), mientras que la
inhibicion de ROCK interfiere con la activacion de rutas pro-apoptoticas, lo que resulta en un
incremento de la neuroproteccion (Koch et al., 2018). Es por ello, que podria estudiarse también la
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inactivacion de PTEN, molécula reguladora negativa de la via Akt que impide la supervivencia celular.
Segin Wu et al. (2012), el Fasudil activa la via Akt e inactiva PTEN previniendo la apoptosis, hecho

que podria investigarse en nuestro caso para el Fasudil conjugado.
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Figura 31. Expresion de pAKT y pAMPK segun el precondicionamiento de las epSPCs inyectadas en
cada grupo de animales: epSPCs, epSPCs + PGA-SS-Fas (conjugado), epSPCs +Fasudil (libre)

(n=1).
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5. Conclusiones

La LM es una patologia devastadora caracterizada por una pérdida de la funcién motora y sensorial, la
cual es producida, en parte, por la degeneracion del tejido y el dafio neuronal. La incapacidad de
regeneracion del SNC se basa en la exposicion de los axones dafados a un ambiente inhibitorio del
crecimiento, el cual induce la activacion de cascadas se sefializacion que frenan la regeneracion
axonal, entre las cuales se encuentra la via Rho/ROCK.

A pesar de los beneficios que presentan tanto la terapia celular como la terapia farmacologica, la
complejidad de la lesion ha abierto las puertas al estudio de terapias combinatorias que favorezcan la
neuroproteccion a la vez que induzcan la regeneracion del tejido dafiado.

El Fasudil es un inhibidor de ROCK, el cual presenta una baja eficacia debido a su corta vida media en
la circulacién y su dificultad para atravesar la barrera hematoencefalica. Por esta razon, se ha disefiado
un conjugado de poliglutamato del Fasudil (PGA-SS-Fasudil), el cual aumenta la vida media del
compuesto y permite su liberacion de manera mas prolongada en el tiempo. En este proyecto, hemos
evaluado el efecto del conjugado de PGA del Fasudil como inhibidor de la via Rho/ROCK sobre el
precondicionamiento de epSPCs en un modelo de LM in vitro, asi como el trasplante de epSPCs
precondicionadas con Fasudil conjugado en un modelo de LM in vivo.

Las conclusiones a las que se ha llegado tras el desarrollo de este trabajo experimental son las
siguientes.

En primer lugar, los resultados de este estudio indican que el PGA-SS-Fasudil no sélo incrementa la
longitud de las neuritas de epSPCs in vitro, sino que es capaz de contrarrestar la retraccion de las
mismas inducida por la adiciéon de LPA al medio de cultivo de manera significativa frente al Fasudil
libre. Este dato resulta muy prometedor, ya que la extension de las prolongaciones celulares podria
ayudar en la integracion y migracion de las células tras su inyeccion en la médula.

Por otro lado, se ha observado que el precondicionamiento de epSPCs con PGA-SS-Fasudil podria
favorecer la diferenciacion espontanea de las epSPCs in vitro hacia neuronas, lo que podria resultar en
una mejor recuperacion funcional, ya que se trata del tipo celular mas afectado tras la lesidén. Sin
embargo, el porcentaje final de oligodendrocitos parece verse reducido cuando se aplica el tratamiento
con Fasudil conjugado, lo cual podria dificultar la remielinizaciéon de los axones, retrasando la
recuperacion.

Ademas, se ha observado que el trasplante de epSPCs precondicionadas con PGA-SS-Fasudil en un
modelo de LM in vivo podria evitar la formacion de quistes de gran tamafo, favoreciendo la
proteccion de los axones y la recuperacion funcional, a pesar de no presentar diferencias significativas
respecto al nimero de motoneuronas preservadas.

Por ultimo, el dato mas prometedor de este estudio es que el precondicionamiento de epSPCs con

Fasudil conjugado podria favorecer la supervivencia celular y ademas dotar a las células trasplantadas
de una mayor capacidad de migracion a lo largo y ancho de la médula espinal.
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