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Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1. ANATOMIA Y FUNCION DE LA MEDULA ESPINAL
1.1.1. Anatomia de la médula espinal

La médula espinal (ME) constituye junto al encéfalo el sistema nervioso central
(SNC). Debido a su fragilidad e importancia de su funcién, la ME se encuentra rodeada a
su vez por tejido 0seo, las vértebras. Las vértebras constituyen las unidades 6seas de la
columna vertebral, se componen del cuerpo vertebral, atravesado por el orificio vertebral
a través del que discurre la ME, dos apofisis transversas a ambos lados del cuerpo
vertebral y una apdfisis espinosa dorsal. La unidn entre los cuerpos de dos veértebras se
realiza principalmente a través del disco vertebral, compuesto por un anillo fibroso
cartilaginoso y un nucleo pulposo central semigelatinoso. Las vértebras articulan entre si
mediante las apdfisis articulares, salientes 6seos a cada lado del orificio vertebral. En la
union de las vértebras se forma un orificio intervertebral a través del cual emanan los

nervios espinales originados en la ME (Figura 1).
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Figura 1. Anatomia del cuerpo vertebral (www.biology.about.com).

ME esta protegida por 3 capas de meninges: la piamadre (la capa mas interna y
altamente vascularizada), el aracnoides y la duramadre que es la membrana mas externa
(Figura 2).
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subaracnoideo

Médula espinal

Figura 2. a) distribucion de las meninges en la ME (Keane M. and O'Toole M.T., 2003),
b) corte histolégico con tincién tricrémica de Mallory de las meninges. 1 aracnoides, 2
liquido cefalorraquideo, 3 fibra colagena, 4 piamadre y 5 arteriola. (Bacha W.J. and Bacha L.M.,
2001).

El liquido cefalorraquideo (LCR) riega el SNC a través de las cavidades de los
organos (ventriculos encefalicos y canal ependimario de la médula espinal, rico en
células ependimarias (Hamilton L.K. et al., (2009) y Hugnot J.P. and Franzen R. (2011)).
El LCR actia en el mantenimiento del equilibrio i6nico del SNC, en la eliminacion de
residuos y como transportador de determinadas sustancias al SNC como la glucosa
desde los capilares que rodean las meninges. La barrera hematoencefalica (BHE) es un
mecanismo que controla el paso de sustancias desde el torrente sanguineo hasta el
liquido cefalorraquideo (LCR), y por tanto hasta el SNC, manteniendo la homeostasis en
el SNC. La BHE permite el paso de sustancias tales como el oxigeno o la glucosa, pero
bloquea la entrada a moléculas mayores a 500 Daltons, es decir, desde hormonas hasta
farmacos, resultando el acceso de compuestos por via sistémica limitado. Las células
endoteliales forman la pared de los capilares a nivel de la BHE, poseen uniones
estrechas entre si haciendo inaccesible el acceso a la BHE a través de ellas: las
moléculas deben atravesar la membrana celular de las células endoteliales para
atravesar la BHE. Las células endoteliales interactian con la lamina basal, el pie terminal
de los astrocitos, interneuronas y pericitos para formar la BHE funcional (Abbott N.J. et
al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Organizacion de la BHE (Abbott N.J. et al., 2006).

1.1.2. Unidades funcionales de la médula espinal
La ME se organiza en cordones que componen la sustancia blanca y en las astas

dorsales y ventrales de la sustancia gris (Figura 4).

Cordon dorsal
Astadorsal g ”\W' W'" =
. \
\ Cordon lateral

Ganglio
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Nervio raquideo

Figura 4. Distribucién de los distintos cordones y astas en la ME.

Las neuronas y las células de la glia son las unidades funcionales del SNC (Figura 5).
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Figura 5. 1) Corte histolégico de médula espinal (16x) con tincién argéntica. Se
evidencia la separacion entre la sustancia blanca (externamente) y la sustancia gris
(centralmente). 2) Corte histolégico de médula espinal con tincion de Hematoxilina-Eosina
(10x) con ampliaciones (a y b) del centro de la muestra a 26x. 1 canal ependimario, 2

sustancia gris, 3 neurona multipolar, 4 sustancia blanca (1- www.uaz.edu.mx y 2-

www.webs.ulpgc.es).

- Glia
Las células de la glia constituyen las células de soporte que confieren estructura al SNC,
rodeando los cuerpos neuronales, axones y dendritas neuronales. Estan divididas en la
microglia y la macroglia. La macroglia incluye los oligodendrocitos, y los astrocitos.
En la materia blanca del SNC, los oligodendrocitos se encargan de la produccién de
mielina alrededor de los axones, son capaces de envolver varios internodos al mismo

tiempo (Figura 6).

Oligodendrocito

Ranvier

Mielina

Vaina de
mielina

Figura 6. Oligodendrocito (www.neurocirugiacontemporanea.com).
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Los astrocitos son las células gliales mas abundantes y participan en la
impermeabilizacion de la BHE y en la nutricion de las células nerviosas (Figura 3).
Ademas, y entre otros, contribuyen al mantenimiento de los correctos niveles de potasio
extracelular y la regulacion de de los neurotransmisores liberados en los botones

sinapticos.

- Neuronas

Las neuronas se componen del soma neuronal, las dendritas, el axén y los
terminales presinapticos. Las dendritas se encargan de recibir las sefiales nerviosas
mientras que el axon es la unidad conductora de sefiales a otras neuronas (Figura 7). Las
sefiales eléctricas que transmiten los axones se denominan potenciales de accion. Para
incrementar la velocidad de transmisién de los potenciales de accién, los axones se
encuentran envueltos en vainas de mielina intercaladas por nédulos de Ranvier, donde el
potencial de accion se regenera.

La sinapsis es la comunicacién que existe entre dos neuronas y ocurre en la
hendidura sinptica. Las sinapsis se dan entre las dendritas postsinapticas de una
neurona y los terminales presinapticos de otra que pueden ser el soma o incluso el axén

de la célula receptora.
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Figura 7. Estructuray organizaciéon de las neuronas (Kandel E.R. et al., 2000).
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Las neuronas pueden ser de tres tipos: sensoriales, motoras e interneuronas. Las
neuronas sensoriales o aferentes son las encargadas de transportar la informacién desde
los 6rganos hasta el SNC para su percepcion o coordinacion motora. Las neuronas
motoras (eferentes) transmiten la informacion desde el cerebro o la médula espinal a los
organos o glandulas diana. Las interneuronas son aquellas células neuronales que no
ejercen actividad aferente o eferente. Son interneuronas de proyeccion aquellas que
transmiten sefales a lo largo de grandes distancias e interneuronas locales las que
procesan informacion dentro de los circuitos locales.

Todas las neuronas poseen distinto potencial eléctrico a cada lado de la membrana
plasmatica en reposo, en el medio extracelular se concentran iones con carga positiva y
en el interior de la célula iones negativos. Cuando se reduce el potencial de membrana se
genera una despolarizacién en la membrana celular, haciendo la célula mas permeable al
sodio (Na*) que al potasio (K*). Este flujo de iones de Na" al interior celular a través de los
canales i6nicos de la membrana neutraliza la carga negativa reduciendo el potencial de
membrana y generando el potencial de accion.

Para producir un movimiento, todas las neuronas aferentes y eferentes generan 4
tipos de sefales: de entrada, integracion, conduccion y salida. ElI potencial receptor
(potencial de accidn que entra en la célula neuronal tras una sefial sensorial) se extiende
a lo largo de la neurona hasta el primer nédulo de Ranvier donde dispara el potencial de
accion que se propaga activamente a lo largo del axon hasta su region terminal donde se
liberaran neurotransmisores en la hendidura sinaptica. Tras las sefiales motoras vy
musculares se produce un potencial sinaptico: el potencial de acciéon en la neurona
sensorial libera neurotransmisores en la hendidura sindptica que son captados por la
neurona motora, esta carga quimica se traduce en energia eléctrica que altera el potencial

de membrana de la célula motora activando el potencial de accion (Figura 8).
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Figura 8. Secuencia de sefiales que ocurren tras generar movimiento (Kandel E.R. et
al., 2000).

- Neuronas aferentes

- Fasciculo de Goll y Burdach:

Estos fasciculos transcurren por el cordén posterior de la ME, situandose el
fasciculo de Burdach méas dorsalmente. Como curre en todas las neuronas sensoriales, el
nicleo se encuentra en el ganglio espinal. Este asciende hasta el asta dorsal a nivel del
bulbo encefalico donde se encuentran los nucleos de Gracilis y Cuneatus (que se
corresponden con el fasciculo de Goll y Burdach, respectivamente). Los axones se cruzan
tras esta sinapsis al lado contralateral (decusacién) hasta llegar al talamo y
posteriormente a la corteza cerebral. Estos fasciculos se encargan de transmitir la
sensacion de tacto fino y presion leve, la cinestesia (capacidad de reconocer la ubicacion
de cualquier parte del cuerpo espacialmente sin visualizarlo) y la estereognosia
(capacidad de reconocer un objeto mediante el tacto).

- Haces Espinotalamicos anterior y lateral:

Estos haces discurren por el cordon anterolateral de la ME, el anterior medialmente
y el lateral lateralmente. Estos axones son cortos y realizan sinapsis en el asta dorsal en
el nucleo de Waldeyer. Desde aqui se proyectan axones que se decusan al lado opuesto
de la médula hasta llegar al cordon anterolateral. El haz anterior asciende por el Lemnisco
Medial con los fasciculos de Goll y Burdach y el haz lateral asciende por el Lemnisco
Lateral junto al haz de Gowers y el Rubroespinal hasta el talamo. La funcién del haz

espinotalamico anterior se encargar de transmitir la sensacién de tacto protopatico (tacto
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firme), mientras que el lateral transmite la sensibilidad termoalgésica (en relacién con la
temperatura y el dolor).
- Haces Espinocerebelosos Directo (Flechsiq) y Cruzado (Gowers):

Su ndcleo se situa en el ganglio de la raiz posterior haciendo sinapsis en el asta
dorsal originando el ndcleo toracico, desde donde se originan los haces Dorsal Directo y
Cruzado. Estos haces ascienden por el cordon medular lateral, el Directo como su hombre
indica por al lado homolateral y el Cruzado por el lado opuesto hasta el cerebelo. Se
encargan de transmitir la sensibilidad propioceptiva hasta el cerebelo, por lo que al
dafarse originan incoordinacién y trastornos en el tono muscular.

- Fasciculo Espinotecal:

Desde su nucleo en el mismo ganglio en que se originan los haces
Espinocerebelosos, el fasciculo Espinotectal cruza al lado contralateral ascendiendo por
el corddn anterolateral junto a los haces espinotalamicos hasta el mesencéfalo. Esta
implicado en la fisiologia del dolor y la analgesia.

- Fasciculo Espinolivar:

La sinapsis desde el ganglio de la raiz posterior se realiza en la sustancia gris
intermedia de la ME donde los axones se decusan al lado contralateral ascendiendo por el
cordon anterolateral junto al fasciculo Espinocerebeloso Directo terminando en la oliva
bulbar, originando el fasciculo olivocerebeloso que transmite impulsos cutdneos y

propioceptivos hasta la corteza cerebelar.

- Neuronas eferentes

- Vias piramidales:

La via piramidal es la encargada de controlar la motilidad consciente. Se localiza en
la corteza cerebral y recibe informacion desde la corteza motora y la corteza sensitiva
primaria, las cuales forman el haz piramidal que dara lugar al haz Corticoespinal y al haz
Corticonuclear (que se distribuyen en todos los nucleos motores de los pares craneales).
El primero se proyecta por el corddn lateral de la ME hasta unirse con el segundo a nivel
del corddén anterior en el bulbo encefalico formando las piramides bulbares. A partir de
este punto, la mayoria de las fibras se decusan al lado opuesto y descienden en el cordén
lateral como el tracto Corticoespinal Lateral, y el resto desciende por el cordon anterior del
mismo lado como el tracto Corticoespinal Anterior.

- Vias extrapiramidales:

Las vias extrapiramidales comprenden todos los tractos eferentes no

corticoespinales que influyen en la actividad somatomotora de los masculos estriados.
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- Fasciculos Reticuloespinales: se originan en la corteza motora cerebral y
descienden por el corddon anterolateral junto al tracto Corticoespinal hasta los nucelos
reticulares del bulbo encefélico. Estan implicados en el control del tono muscular,
regulacion de los movimientos respiratorios y regulacion de la respuesta cardiovascular.

- Fasciculos Rubroespinales: se origina en la corteza motora cerebral y termina en
el nucleo rojo del mesencéfalo. Se distribuyen en el cordon lateral de la ME y transmiten
impulsos desde el nucleo rojo, el cerebelo o el cuerpo estriado.

- Fasciculo Tectoespinal: sus fibras se originan en el mesencéfalo y se decusa en
el tronco encefalico. A partir de aqui se distribuye por el cordén anterior de la ME y esta
relacionado con los movimientos posturales reflejos en respuesta a estimulos visuales.

- Fasciculos Vestibuloespinales: discurre por el cordén anterior desde el nucleo
vestibular lateral del bulbo encefalico, recibiendo informacion a través del nervio vestibular
y el cerebelo. Las fibras sinaptan en el asta ventral con motoneuronas de musculos
extensores, haciendo que estos fasciculos estén implicados en el mantenimiento del tono
muscular y la postura (Noback C. et al., 1966).

Las vias aferentes y eferentes que componen la ME se presentan en la Figura 9:

pu  Vias Aferentes
Q1 Vias Eferentes

Fasciculo de Gracilis

Fasciculo Cuneatus

Tracto Corticoespinal Lateral
Fasciculo Dorsolateral

Tracto Rubroespinal

Tracto Espinocereheloso Dorsal
Tracto Reticuloespinal

Lateral

Tracto Reticuloespinal

Tracto Espinotalamico Lateral Medial

Tracto Espinocereheloso Ventral Tracto Vestibuloespinal

Tracto Espinolivar
Tracto Tectoespinal

Tracto Espinotectal i
Tracto Corticoespinal Anterior

Tracto Espinotalamico Ventral

Figura 9. Vias aferentes y eferentes de la ME (www.uaa.mx)
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1.2. LESION MEDULAR

La estructura fisiolégica de una médula espinal esta representada en la Figura 10:
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Figura 10. Anatomia de la médula espinal sana (Gage F.H. et al., 2006).

En condiciones fisioldgicas, los tractos aferentes y eferentes discurren a lo largo de
la ME desde el encéfalo hasta los 6rganos diana y viceversa sin ningun tipo de
interrupcion en sus proyecciones.

1.2.1. Epidemiologia

La lesion medular (LM) es considerada la principal causa de paralisis. La paralisis
se define como la pérdida total o parcial de la motricidad o actividad de determinados
musculos, unilateral o bilateralmente, derivando en paraplejia (paralisis de los miembros
inferiores o tracto posterior) (www.nlm.nih.gov). Segun los datos clinicos publicados por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, www.who.int) las cifras de incidencia oscilan

actualmente entre 40 y 80 casos por millébn de habitantes, con casi el 20% de ellas con
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resultados de tetraplejia (paralisis de las cuatro extremidades). Las principales causas de
LM son las enfermedades neurodegenerativas y los traumatismos, representando esta
ultima el 90% de los casos. Esta distribucién hace que la prevalencia de las lesiones
medulares se localice en los grupos poblacionales de adultos jovenes con mas tendencia
a sufrir LM traumaticas derivadas de accidentes y en personas geriatricas LM
neurodegenerativas.

Los axones forman pares de nervios que conexionan la ME con el resto del cuerpo
(Figura 11).

Columna Vertebral

Pares cervicales (C1 a C7): situados en el
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e . -
i'é Vértebras mitad superior de la espalda, controlan los
;‘j.a* ' | Toracicas musculos del pecho, algunos de la espalda y
£ (13)
B . ;
f ‘-:‘ Ty-T13 abdomen y la mayoria de los érganos.
f’ — Pares lumbares (L1 a L5): situados en la
. parte inferior de la espalda, controlan la zona
Vértebras
It_ﬁu)mbares inferior del abdomen, la parte superior de las
L1-Ls piernas.
S Pares sacros (S1 a S5): situados a nivel del
acro
— (5 fundido) sacro, controlan la parte inferior de las

piernas y los 6rganos genitales.

Figura 11. Distribucién de los pares de nervios en la columna vertebral.

La gravedad de la LM depende del nivel en el que la lesién ocurre y si se trata de
una lesién completa (pérdida de conexién total entre el SNC y los 6rganos) o incompleta
(se conserva parte de esta conexion). Actualmente se emplea la escala ASIA (American
Spinal Injury Association) para estimar el grado de discapacidad tras LM (National Institute

of Neurological Disorders and Stroke, www.ninds.nih.gov y Dvorak M.F. et al, 2014). La

categorizacion se divide en 5 niveles (A a E), en orden decreciente de gravedad:
- A: LM completa. No existe funcién sensorial o0 motora por debajo del nivel de la
lesion, incluidos los segmentos sacros.
- B: LM incompleta. Existe funcién sensorial, pero no motora, por debajo del nivel de

LM, persiste alguna sensacion a nivel de los segmentos S4 y Sb.
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- C: LM incompleta. La funcibn motora se conserva por debajo del nivel de LM,

aunque mas de la mitad de los musculos afectados no son capaces de ejercer

movimiento contra la fuerza de la gravedad.

- D: LM incompleta. La funcibn motora se conserva por debajo del nivel de LM, al

menos la mitad de los musculos afectados pueden moverse contra la fuerza de la

gravedad.

- E: Normal. Las funciones motora y sensorial son fisiolégicas.

Las lesiones medulares mas graves afectan al sistema nervioso autbnomo

parasimpatico, encargado de la regulacion a sus niveles fisioldgicos de las funciones

vitales involuntarias como la actividad gastrointestinal, genitourinaria, respiratoria y

cardiovascular (Figura 12).
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(www.mecd.gob.es).
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La tasa de mortalidad alcanza su nivel maximo en el primer afio tras la lesion y la

probabilidad de muerte prematura en pacientes con LM es de 5 veces mayor que en la

poblaciéon sana, dependiendo de la localizacion y gravedad de la lesion (OMS,

www.who.int). Esto se debe al desarrollo de diversas enfermedades secundarias que
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pueden comprometer 6rganos y sistemas vitales como el sistema cardiovascular o el
respiratorio, sin olvidar que la mayoria de las personas con lesiones medulares sufren
dolor crénico (Richards J.S., 1992; Zanca J. et al., 2009; Krames E.S., 2014 and Tanabe
M., 2014), prurito (Ross S.E., 2011; Oaklander A.L., 2012) y depresion (Bombardier C.H.
et al., 2014; Franzblau L. and Chung K.C., 2014) que repercuten en su calidad de vida.
Los servicios de atencion a pacientes con LM aguda (Mousavi M.E. et al., 2013; Cameron
I.D. et al., 2014; Sadeghi M. and Sawatzky B., 2014), la rehabilitacion pasiva y activa y el
mantenimiento del bienestar de estos pacientes se tornan indispensables para garantizar

la prevencién y tratamiento de estas afecciones.

1.2.2. Patologiade la LM
En la literatura cientifica pueden encontrarse en la actualidad mas de 50.000
referencias  bibliograficas  vinculadas a  estudios realizados sobre LM

(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). A pesar de que muchos de estos trabajos han

mostrado en mas o menos medida una recuperacién significativa en este tipo de lesion
empleando diversas estrategias experimentales, la realidad clinica es que aun no existe
un tratamiento eficaz para curar las graves consecuencias originadas por una LM.

La LM generada tras un proceso traumatico es muy compleja, implica multiples eventos, y
para poder disefiar estrategias terapéuticas antes debemos conocer la secuencia de

eventos que concurren en este proceso patologico:

a. Dafio primario

La LM compromete la estructura funcional de la médula espinal y conlleva la
muerte celular de distintos tipos celulares que se encuentran en la médula. Esto conlleva
a un aumento en la proliferaciébn celular seguido de un reclutamiento de células
ependimarias (epSPC) al lugar de la lesién (Barnabé-Heider F. et al., 2010 y Goritz C. et
al., 2011) que ocurre en los 3 dias siguientes a la LM (Johansson C.B. et al., 1999).

Esta barrera de astrocitos resulta impermeable e impenetrable para la proyeccion
de los tractos axonales ascendentes y descendentes, por lo que a la vez que aisla el

tejido sano impide la regeneracion (Figura 13).
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Figura 13. Lesion medular y dafio primario (Gage F.H. et al., 2006).

b. Daflo secundario

Tras este primer episodio de eventos que ocurre durante las primeras horas tras el
traumatismo medular, comienza un dafio secundario (Oyinbo C.A., 2011; Silva N.A. et al.,
2014) que implica la activaciéon de multiples eventos que promueven el dafio neuronal
iniciado (Viscomi M.T. and Molinari M., 2014):

- Activacion de programas de muerte celular por apoptosis (Lu X.M. et al., Hou H. et
al. y Ma L. et al.,, 2014) que afectan muy activamente a las neuronas, microglia y
oligodendrocitos supervivientes a la fase de dafio primario. La muerte de este ultimo tipo
celular en la materia blanca medular se prolonga durante semanas y provoca la pérdida
de las envolturas de mielina alrededor de los axones (desmielinizacion), interrumpiendo la
progresion del impulso nervioso y en definitiva la actividad neuronal (Crowe M.J. et al.,
1997). Teniendo en cuenta que un solo oligodendrocito es capaz de generar envolturas
hasta en 50 axones distintos, el proceso de desmielinizacion es muy rapido, y de hecho
este efecto neurotoxico se prolonga durante muchos meses. Segun los resultados de
Tator C.H. et al. (1991), la desmielinizacién de las fibras afectadas por la lesion medular
activa la produccion de células de Schwann por parte de las células precursoras de

oligodendrocitos (Nguyen P.D. et al., 2014), asi como la produccion de algunos astrocitos.
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- Desequilibrio en el balance i6nico de potasio (K"), sodio (Na') y calcio (Ca)
(Lemke M. et al., 1990) que conlleva a la despolarizacion de las membranas celulares,
fallo de la actividad ATPasa e incremento de los niveles intracelulares de Ca’, que a su
vez promueven la muerte celular.

- Liberacion exacerbada de glutamato (Kuncl R.W. et al., 1992) que induce también
la muerte neuronal.

- Masiva peroxidacion lipidica (Smith J.A. et al. y Scheid T. et al., 2013). Tras la
muerte celular se forman radicales libres que causan la muerte oxidativa de neuronas
rompiendo la estructura de fosfolipidos de la membrana celular, y comprometen el flujo
sanguineo provocando edema, isquemia local y la activacion de la respuesta inflamatoria
(Tator C.H. and Fehlings M.G., 1991).

- Inmediatamente después del trauma se produce una interrupcion de la barrera
hematoencefalica (Kuvacheva N.V. et al., 2013) con la consecuente activacion de las
células de la microglia e infitrado de células del sistema inmune. Los leucocitos
comienzan a liberar un gran niumero de citoquinas y especies reactivas de oxigeno (ROS)
gue permiten una mayor extravasacion de leucocitos y un mayor dafio neuronal (Taoka Y.
et al., 1997). Sin embrago, la inflamacion posee un papel importante en la reparacién del

tejido neuronal (Donnelly D.J. and Popovich P.G., 2008), Figura 14:
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Figura 14. Resumen de los eventos fisiopatol6gicos que siguen a la lesion en la

meédula espinal (Ronaghi M. et al., 2010). Estos eventos pueden dividirse en dos fases: primaria y
secundaria. Las casillas rojas son indicativas de la lesion primaria mientras que las azules se

refieren a la segunda fase.

Tras la LM, los inhibidores presentes en los debris de mielina, las envolturas
intactas de mielina y la matriz extracelular de la LM y de la cicatriz glial inhiben el
recrecimiento de las neuritas. Entre estos inhibidores se encuentran el grupo de
moléculas asociadas a la mielina (MAM) y el grupo de proteoglicanos:

En el grupo de MAM se encuentran la glicoproteina asociada a mielina (GAM), la
glicoproteina asociada a mielina de oligodendrocito (GAMO) y la proteina de membrana

Nogo-A, presente en oligodendrocitos y neuronas, que provocan la inhibicion del
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crecimiento neuronal al unirse a su receptor en la membrana neuronal NgR1 (Schwab
M.E., 2004). La glicoproteina asociada a mielina (GAM) se encuentra en la vaina de
mielina axonal y supone uno de los mayores inhibidores de la regeneracion axonal en la
materia blanca medular (Domeniconi M. et al., 2002). Lehmann M. et al.,, 1999,
demostraron que el complejo de proteinas inhibitorias de la regeneraciéon neuronal
comparten una cascada de sefializacion comun: la cascada de sefializacion Rho. Rho es
una GTPasa implicada en la regulacion de la motilidad celular a través del citoesqueleto
de actina. McKerracher L. and Winton M.J., 2002, sugirieron que el complejo de
sefalizacion NgR esta relacionado con la cascada de sefalizacion Rho: la union de
ligandos inhibidores de mielina a NgR provoca la activacion de Rho que a su vez activa la
kinasa asociada a Rho (ROCK), la cual bloquea el recrecimiento de neuritas (Bito H. et al.,
2000; Dergham P. et al., 2002; Toénges L., et al., 2011). La cascada de activacién de la
proteina ROCK se representa en la Figura 15:

Rostral  Mielina Epicentro Zona de daiio Axones Caudal
intacta de la lesién io ielini S ——

Astrocitos formando Axén Degeneracion Axones
la cicatriz glial intacto de mielina dafiados

GAMO NOGO Gam Efrina Semaforina pPCS
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BLOQUEO DEL CRECIMIENTO DE LAS FIBRAS NERVIOSAS =

Figura 15. Esquema de la activacién de ROCK tras LM (Mueller K. et al., 2005).

Los proteoglicanos se expresan fundamentalmente en los astrocitos y precursores
de oligodendrocitos, juegan un importante papel en la formacion de la cicatriz glial
(Fawcett J.W. and Asher R.A., 1999). El proteoglicano condroitin sulfato (PCS) esta
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implicado en el desarrollo y su accién inhibitoria posee un rol fundamental en el disefio del
patron neural asi como en limitar la plasticidad neuronal (Corvetti L. and Rossi F., 2005).
La expresion de PCS aumenta tras LM alrededor del epicentro de la lesion y las neuronas
se unen a este a través de los receptores NgR1 y NgR3 (Dickendesher T.L. et al., 2012),
por lo que PCS podria estar relacionado con el mismo mecanismo a través del cual las

MAM bloquean la regeneracion axonal.

1.3. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL TRATAMIENTO DE LESION
MEDULAR

La lesion progresa y se expande durante meses afectando de hecho a mas de un
segmento medular, por todo esto los esfuerzos en favorecer la regeneracion de la funcion
neurolégica han de ejecutarse con premura y han de centrarse sobre multiples frentes con
diversidad de intervenciones:

- Neuroproteccion: para minimizar el dafio secundario y mejorar la tasa de
supervivencia de los axones/neuronas que han sobrevivido a la lesiéon y de aquellas zonas
gue aunque hayan sido axotomizadas puedan regenerar y evitar ademas su degeneracion
total.

- Inducir/favorecer el crecimiento axonal: en este caso, tanto potenciando aquellos
mediadores que lo favorecen (ej. aumentando la disponibilidad de AMPc), como
inhibiendo aquello que lo impide (ej. bloqueando el efecto de los agentes inhibitorios
procedentes de las envolturas de mielina o productos generados por la cicatriz o los
productos derivados de la inflamacion crénica).

- Restablecer/favorecer la conduccién del impulso eléctrico: (ej. con el uso de
antagonistas especificos de canales i6nicos o nuevamente aumentando la disponibilidad
de AMPc), que a su vez tendria un efecto redundante sobre los puntos anteriores,
evitando la degeneracién axonal y favoreciendo su regeneracion.

- Inducir/favorecer plasticidad: la ejecucion de los puntos anteriores son de hecho
estimulos directos en la regeneracion de nuevas rutas/alternativas neuronales.

En concomitancia con estos eventos destructivos también existen signos de
reparacion espontadnea, lo que denominamos plasticidad. El término plasticidad se
extiende a la generacién de nuevos circuitos neuronales partiendo de los ya existentes,

pero desconectados por la LM, asi como aquellos de nueva generacion por proliferacion y
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diferenciacion de células precursoras como parte del proceso de neurogénesis

(generacidn de nuevas neuronas y células gliales).

1.3.1. Terapias celulares

a. Precursores neurales embrionarios o fetales

Durante la fase de gastrulacion del periodo de desarrollo embrionario se forman 3
capas de células germinales que fueron descritas por primera vez por Heinz Christian
Pander en 1817, a partir de las cuales se originaran los tejidos y organos del animal
adulto (Figura 16). La capa mas interna se denomina endodermo, y dara lugar al
intestino, higado, pancreas y pulmones. El mesodermo es la capa intermedia y a partir de
la cual se origina el esqueleto, el tejido muscular y los sistemas circulatorio y reproductor.
La capa mas externa, el ectodermo, es el origen del sistema nervioso, las vias

respiratorias altas, el tubo digestivo, la epidermis y las glandulas mamarias.
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Figura 16. Gastrulacion: desarrollo de las capas germinales y origen de los distintos

tejidos y 6rganos (Salem H.K. and Thiemermann C., 2010).

El empleo de precursores neurales de origen embrionario ha supuesto una nueva
ventana en el tratamiento de lesiones medulares. La capacidad multipotente de este tipo
celular ha impulsado diversos grupos de investigacion a establecer protocolos de
diferenciacion celular especificos de un tipo de célula nerviosa (Erceg S. et al., 2008) y
posteriormente de establecer
29
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terapéutica al rescate funcional tanto de células de origen animal (Konig N. et al., 2014;
Garcia-Bennett A.E. et al., 2014) como de origen humano (Ronaghi M. et al., 2010; Monni
E. etal., 2014).

b. Precursores neurales adultos

- Precursores neurales cerebrales:

La primera evidencia de neurogénesis (generacién de nuevas neuronas) en el
cortex cerebral de mamifero adulto fue presentada por Joseph Altman en 1962 (Altman J.,
1962), oponiéndose a la teoria todavia entonces asentada sobre la incapacidad de
regeneracion del SNC formulada afios antes por Santiago Ramén y Cajal. Un afio mas
tarde, Altman demostraba la capacidad de neurogénesis adulta en el giro dentado del
hipocampo (Altman J., 1963). Estudios actuales (Mirzadeh Z. et al., 2010; Ihrie R.A. et al.,
2011; Rojczyk-Gotebiewska E. et al., 2014 ; Nogueira A.B. et al., 2014; Tong C.K. et al.,
2014) situan los fendmenos de neurogénesis en mamifero adulto en la zona sub-granular
(ZSG) del giro dentado y en la zona sub-ventricular (ZSV) que linda con los ventriculos
cerebrales laterales y desde la que los neuroblastos migran hasta la lamina sub-
ependimaria (LSE) del bulbo olfatorio (BO) a través de la corriente migratoria rostral
(CMR) (Figura 17):

%PaSO 3. Terminacién ! Paso 2. Migracion

Paso1. Iniciacién
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Figura 17. Neurogénesis embrionaria y adulta (Li X. y Jin P., 2010) y detalle de la
Corriente Migratoria Rostral en el ratén adulto (Sun W. et al.,, 2010): E8 y E14 (dias
Embrionarios 8 y 14), P1 (dia Post-natal 1), CMN (Célula Madre Neural), CPN (Célula Progenitora
Neural), BO (Bulbo Olfatorio), CB (Cerebelo), Hip (Hipocampo), CCM (Capa Celular Molecular),
CCG (Capa Celular Granular), ZSG (Zona Sub-Granular), CMR (Corriente Migratoria Rostral),
ZSV (Zona Sub-Ventricular), LSE (LAmina Sub-Ependimaria), CC (Cuerpo Calloso), NE (Nucleo
Estriado), VL (Ventriculo Lateral), A (Neuroblastos inmaduros tipo A), B (Precursores neurales tipo
B o astrocitos), C (Células de amplificacion del transito o precursores inmaduros), E (Células

Ependimarias), G (Tubo Glial), R (Células Radiales) y V (Vasos sanguineos).

- Precursores neurales medulares:

Diversos tipos celulares presentes en el SNC adulto actian como precursores
neurales generando nuevas células tanto en condiciones patolégicas como fisiol6gicas
(Barnabé-Heider F. et al.,, 2010, Figura 18). Tras LM, se activan los procesos de
regeneracion celular dando lugar a distintos grupos celulares (Sabelstrom H. et al., 2013;
Guérout N. et al., 2014).
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Figura 18. Generacion de nuevas células gliales a partir de células ependimarias,
astrocitos y progenitores de oligodendrocitos en la ME adulta (Barnabé-Heider F. et al.,
2010).

- Precursores neurales ependimarios:
Las células madre ependimarias o epSPC estan situadas a lo largo del canal ependimario
en la médula espinal adulta (Alfaro-Cervello C. et al., 2014). En nuestro grupo de
investigacion se ha apostado por activar el programa de reparacién endoégena a partir de
las epSPC para establecer aproximaciones terapéuticas en el tratamiento de la LM. Entre
los propios antecedentes del grupo (Moreno-Manzano V. et al.,, 2009) se evidencia el
incremento de esta capacidad de regeneracion tras LM frente a condiciones fisiolgicas:
las epSPCi proliferan a un ritmo 10 veces superior a sus homélogas no lesionadas
(epSPC) in vitro. Esta estrategia de regeneraciéon enddgena funciona eficientemente en
los vertebrados inferiores, como ocurre en los anfibios y reptiles que regeneran
espontaneamente la funcion neuronal tras una lesibn medular por intervencion de las
células ependimarias residentes (Samson S. et al., 2012; Zhou Y. et al., 2013). Sin
embargo, aunque en vertebrados inferiores resulta ser el mecanismo responsable en la

regeneracion del tejido medular, en mamiferos por si solo resulta insuficiente.

1.3.2. Importancia del uso de las células ependimarias (epSPC) en terapia celular
Dado que la capacidad de neurogénesis en mamiferos en edad adulta es
insuficiente en la regeneracion del tejido nervioso dafiado tras LM, es necesario implantar
terapias adicionales que contribuyan a la regeneracion del tejido. La descripcion mas
detallada hasta el momento de lo que denominamos “maquinaria de regeneracion

endoégena” en la médula espinal sana adulta asi como su comportamiento y capacidad
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regeneradora tras LM la encontramos en nuestros propios resultados de laboratorio
(Moreno-Manzano V. et al., 2009).

Los precursores neurales que en el tejido sano se mantienen alineados en el canal
ependimario, proliferan y se amplifican significativamente migrando e invadiendo la zona
de lesion tras LM. Al realizar una diseccion post-mortem del tejido medular de un animal
de laboratorio sano y de otro animal una semana después de haber sufrido una lesién
medular traumética observamos una evidente diferencia en la cantidad de precursores

neurales (células madre) presentes en cada condicién experimental (Figura 19).
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Figural9. epSPCi poseen una mayor tasa de proliferacion y mejor auto-renovacion.
a) Tejido medular de un animal sano (1) y un animal con LM (2) y b) micrografia de contraste de
epSPC y epSPCi 10 dias tras el cultivo celular (la cuantificacion de neuroesferas derivada de
epSPCi resulta significativa con P <0,5 en comparacion con epSPC) (1) y cuantificacion de ATP
intracelular (la medicion de la actividad de proliferacion tras 10 dias de cultivo en epSPCi es
significativamente superior a epSPC (P <0,5) (2) .(Moreno-Manzano V. et al., 2009).

Este mismo fenbmeno que se observa en la placa de cultivo, favoreciendo de forma
selectiva el crecimiento de estas células madre, puede observarse en el tejido medular in
vivo. La Figura 18 representa de forma mas esquematica las células ependimarias (en
verde) (y también los oligodendrocitos inmaduros del parénquima, en azul) que proliferan

abundantemente y migran hacia la zona afectada por la lesion.
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Para evidenciar si esta poblacién celular que se genera y amplifica rapidamente
tras la lesién todavia mantiene las caracteristicas propias de una célula madre, se realizan
distintos ensayos en el laboratorio. Cuando se induce de forma forzada y dirigida la
diferenciacion de células madre extraidas de animales sanos (epSPC) o lesionados
(epSPCi), no encontramos diferencias en los porcentajes de diferenciacion, es decir, que
ambas poblaciones mantienen su capacidad multipotente, pudiendo producir in vitro
astrocitos, oligodendrocitos o neuronas motoras. Sin embargo, si es evidente que el
rendimiento en la produccién de estas células diferenciadas siempre es mayor en los
cultivos procedentes de animales con LM. Este hecho se explica en gran medida por su
mayor vida media y capacidad de crecimiento en cultivo.

La Figura 20 presenta un ensayo representativo de este tipo de diferenciacion
dirigida, primero, en los paneles superiores, para la generacion de oligodendrocitos, y en

los paneles inferiores para la generacion in vitro de motoneuronas:

Célulasmadre ependimarias
de medulasana de medulalesionada

RIP DAPI

OLIGODENDROCITOS

NEURONAS MOTORAS

Figura 20. Células madre ependimarias de médula espinal sana (izgq.) y tras LM
(dcha.).

Sin embargo, y a pesar de su probado potencial multipotente, in vitro no existen
evidencias de diferenciaciéon neuronal o incluso glial maduro (evento con gran relevancia
en los procesos de remielinizacion y enriqguecimiento de nuevas redes neuronales en el
proceso de regeneracion funcional) tras el proceso traumatico in vivo. Esta deficiencia o
bloqueo de la diferenciacion de las células madre, ya sean aquellas residentes o las
trasplantadas de forma ectépica, es un fendmeno claramente influenciado por el
microambiente (revisado por Willerth S.M. and Sakiyama S.E., 2008; Rossi S.L. and
Keirstead H.S., 2009 y Ronaghi M. and Erceg S. et al., 2010).
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1.3.3. Trasplante de epSPCi tras LM

La prueba definitiva para mostrar la capacidad terapéutica de estas células es su
uso en el tratamiento in vivo en un modelo de lesion medular. Nuestros antecedentes
(Moreno V. et al.,, 2009) describen un modelo de terapia celular mediante trasplante
intramedular de epSPCi en fase aguda (inmediatamente tras la LM). Los experimentos se
realizan en un modelo de roedor (Rattus norvegicus), donde es posible ensayar mayor
numero de individuos y distintas condiciones experimentales.

Los resultados mostraron que tras el trasplante agudo de epSPCi, los animales
evidenciaban una mejoria significativa (P< 0,05) desde la primera semana post-trasplante
frente a los animales no trasplantados (solo lesionados) y que esa diferencia significativa
se mantenia a lo largo de las 8 semanas en gque los animales fueron evaluados mediante
el test de comportamiento BBB. Por otra parte, tras los analisis histolégicos se observo
gue en la ME de los animales que fueron trasplantados el tejido medular estaba mejor
preservado (presentaba menor area de quistes) que los animales control. Los estudios de
inmunohistoquimica evidenciaron que las células trasplantadas migraron al epicentro de la

lesion atravesando la cicatriz glial.
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Figura 21. Test BBB (Moreno V. et al., 2009).
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1.3.4. Terapias farmacoldgicas tras LM

Dada la capacidad anti-edematosa de los glucocorticoides (en especial de la
dexametasona (DM) y metilprednisolona (MP)), en la década de 1970 su utilizacidon se
disparé para el tratamiento de LM (Bracken M.B. et al., 1984; Hall E.D. and Braughler
J.M., 1984). Posteriormente, en la década de los 80, se profundizé en la importancia de
combatir la peroxidacion lipidica generada tras LM y asi establecer terapias antioxidantes,
concluyendo que dentro del grupo de lo corticoides, si bien la DM poseia mas potencia
anti-edematosa, la capacidad antioxidante de la MP era superior a la DM (Braughler J.M.,
1985). A pesar de las ventajas de su administracion, las limitaciones en el empleo de
glucocorticoides para el tratamiento de LM eran mayores. Entre ellas destacan infecciones
por su efecto inmunosupresor, inhibicion de la regeneracion axonal y plasticidad neuronal
(Scheff S.W. and Dekosky S.T., 1989).

Otros compuestos farmacolégicos como monosialotetrahexosilgangliésido (GM-1)
también han sido estudiados como terapia para la LM. El GM-1 es un compuesto presente
en la membrana celular, especialmente abundante en las del SNC, aportando
neuroproteccion y favoreciendo la regeneracion axonal (Kreutz F. et al., 2013). La
hormona liberadora de tirotropina (TRH) ha sido empleada en el tratamiento de LM ya que
antagoniza diversos mediadores del dafio secundario como aminoacidos excitocitotoxico
(Daimon C.M. et al., 2013). La naloxona, antagonista opiaceo, ha sido empleado por su
efecto neuroprotector (Hsu Y.Y. et al., 2014).

Desafortunadamente, ninguno de los compuestos empleados hasta el momento en
el tratamiento de LM ha demostrado eficacia clinica. E.D. Hall and J.E. Springer revisaron
en 2004 los tratamientos farmacolégicos actuales empleados en la neuroproteccion tras
LM aguda, defendiendo la necesidad de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas para
tratar esta patologia. La importancia en conocer los mecanismos fisiopatol6gicos
implicados en LM para poder desarrollar terapias moleculares focalizadas en reducir al
maximo el dafio secundario y promover la maxima regeneracién axonal y neuronal tras

LM resulta indispensable.

1.4. ESTRATEGIAS EN LA MEJORA DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO DE LA LM
MEDIANTE POLIMEROS TERAPEUTICOS: LA CURCUMINA

1.4.1. Introduccidén ala curcumina
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Numerosos estudios revelan la eficacia de la curcumina en diversas aplicaciones
terapéuticas que incluyen procesos inflamatorios, autoinmunes, enfermedades cronicas o
neoplasias. Tras la LM la vascularizacién de la zona lesionada se ve comprometida, se
produce edema y pérdida de la barrera hematoencefalica, por lo que la administracion
sistémica de compuestos se torna muy limitada, haciéndose necesaria la administracion
local. La administracion local Unica, ademds, evita mantener catéteres en el espacio
intratecal de forma cronica que pudieran generar lesiones adicionales. En las fases aguda
y sub-aguda de LM, el medio extracelular experimenta una acidificacion debido a la
liberacion de radicales libres procedentes de las células dafiadas y la elevada
concentracion de iones provenientes de los axones lacerados.

La curcumina es un colorante natural procedente de la circuma, especia que se
obtiene a partir del rizoma de la misma planta (Curcuma longa), planta herbacea de la

familia de las zingiberaceas (Figura 22).

Figura 22. Curcuma longa y curcuma extraida de su rizoma (Hsu H.Y. and Hsu C.S.,
1980).

La curcuma fue empleada por primera vez en India entre 610 a.C. y 320 a.C. como
colorante textil, aunque hoy en dia es mas conocida por su utilizacion en la cocina hinda
como especia. La estructura quimica de la curcumina fue descrita por primera vez en
1910 por Mitobedzka J., Kostanecki S. y Lampe W. y constituye el principal curcuminoide
de la curcuma. Los otros dos curcuminoides derivados de la circuma que se conocen son
el desmetoxicurcumin y bis-desmetoxicurcumin. Los curcuminoides son fenoles naturales,
en este caso polifenoles, que confieren a la circuma su color amarillo caracteristico. La
curcumina, también conocida comol diferuloilmetano ((1E,6E)-1,7-bis(4-hidroxy-3-
metoxyfenil)-1,6-heptadiene-3,5-dione), es el principio activo de la curcuma (Aggarwal
B.B. et al., 2007). Existen dos formas de la curcumina: la forma “ceto”, sdlida y soluble en

etanol, y la forma “enol” mas estable y que se encuentra en estado liquido (Herebian D. et
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al., 2009). En los experimentos in vitro de este estudio se emplea la forma “ceto” de la

curcumina como curcumina libre (Figura 23).
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Figura 23. Formas “ceto” y “enol” de la curcumina.

La clircuma es ampliamente conocida por su poder antitumoral por su capacidad
de inducir apoptosis en células cancerigenas sin efectos citotoxicos en células sanas,
antioxidante, antiinflamatorio y en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
(Zhao L.N. et al., 2012). En los ultimos afios se han estudiado las actividades bioldgicas y
farmacolégicas de la cdrcuma para tratar de esclarecer sus mecanismos de accion
(Aggarwal B.B. and Shishodia S., 2004). La curcumina es una molécula pleiotropica, es
decir, con influencia sobre distintos rasgos fenotipicos, capaz de interaccionar con dianas
moleculares implicadas en diversas rutas. Se ha demostrado que in vivo e in vitro la
curcumina modula la respuesta inflamatoria limitando la actividad de la ciclooxigenasa-2 y

lipooxigenasa (Rastogi M. et al., 2008).

1.4.2. La curcumina en el tratamiento de LM

Entre la literatura cientifica se encuentran numerosos ejemplos que defienden el
poder anticancerigeno de la curcumina (Aggarwal B.B. and Harikumar K.B., 2009; Bar-Sela
G. et al., 2010; Basnel P. and Skalko-Basnel N., 2011; Grynkiewicz G. and Slifirski P.,
2012), su poder cicatricial (Gopinath D. et al., 2004; Panchatcharam L. et al., 2006),
antiinflamatorio (Ormond D.R. et al., 2012; Li Y. et al., 2013; Chhunchha B. et al., 2013),
antioxidante (Hall E.D. et al., 2011; Sahin H. et al., 2011; Doggui S. et al.,, 2013) y
neuroprotector (Lin M.S. et al., 2011; Holly L.T. et al., 2012; Thapa A. et al., 2013; Hoppe
J.B. et al., 2013; Kurt G. et al., 2014; Kim K.T. et al., 2014). Cemil B. et al. (2010), entre

otros, cita el papel neuroprotector de la curcumina tras una LM aguda (LMA).

1.4.3. Nanomedicina: conjugacion quimica con Polietilenglicol-Poliacetal
Actualmente la nanomedicina juega un papel fundamental en el disefio de nuevas

terapias farmacologicas aumentando la efectividad de los tratamientos y reduciendo los
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efectos adversos. La nanomedicina ha experimentado un auge exponencial en los ultimos
afios (especialmente en el campo de la oncologia) en el que se establecen estrategias
terapéuticas que visualizan incrementar la biodisponibilidad de los principios activos
mediante cinéticas de liberacién controlada (Punfa W. et al., 2012; Reddy C.A. et al.,
2014; Chen D. et al., 2014; Song Z. et al., 2014) y mediante mejoras en su metabolizacion
y estabilidad (Yallapu M.M. et al., 2010; Manju S. et al., 2011; Dey S. et al., 2014).

La curcumina posee baja absorcidn y biodisponibilidad, por ello actualmente se
estudian métodos para incrementar la absorcion del compuesto y su biodisponibilidad
sistétmica mediante la combinacion con piperina (compuesto derivado de la pimienta
negra: Srinivas P.S. et al., 1998) y el falvonoide quercetina (Shehzad A. et al., 2010). Por
otro lado, se trata de un compuesto seguro con baja toxicidad (Hasima N. and Aggarwal
B.B. et al., 2012). El empleo de poliacetales en la conjugacién de nanoparticulas para
establecer polimeros terapéuticos es ampliamente conocido (Tomlinson R. et al., 2003).
Recientemente numerosos grupos de investigacion han centrado sus esfuerzos en la
obtencion de un polimero terapéutico basado en el principio activo de la curcumina (Sahu
A. et al., 2008; Konwarh R. et al., 2010; Kim C.Y. et al., 2011).
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Capitulo 2: HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La lesibn medular supone la principal causa de paralisis, sin embargo en la
actualidad no existen terapias efectivas para curar las graves consecuencias que esta
origina.

Resultados previos obtenidos tanto en nuestro laboratorio como en otros grupos
evidencian la importancia de las células ependimarias neurales como tratamiento de la
lesiébn medular. Sin embargo, los estudios realizados sugieren la necesidad de potenciar
este tratamiento, por ejemplo con el uso combinado de farmacos.

Evidencias en los ultimos afios demuestran el poder antioxidante y antiinflamatorio,
entre otros, de la curcumina (derivado de la Cudrcuma, Curcuma longa) mostrando
capacidad neuroprotectora por administracion sistémica. Sin embargo, la circuma posee
una baja hidrosolubilidad, lo que ademas reduce su biodisponibilidad con una rapida
metabolizacién. Ademas, inherente al proceso de LM, en la zona lesionada y a tratar, se
genera un gran edema y pérdida de la BHE, dificultando una buena difusion de los

farmacos administrados por via sistémica, incluida la curcumina.

Es por todo ello que en este trabajo, empleando un modelo de rata con lesion
medular por contusion severa, se propone la aplicacion de estrategias terapéuticas mas
efectivas que por una lado, 1) mejoren la efectividad del tratamiento farmacol6gico por
aplicacion de la nanomedicina, con conugacién directa de curcumina a polimeros
terapéuticos, y 2) aplicando la terapia celular en aquella fase clinica mas probable, el

estado sub-agudo.

OBJETIVOS

Los objetivos concretos propuestos para este trabajo son:

1- Investigar la capacidad de la curcumina como posible agente neuroprotector
in vitro e in vivo administrada de forma local por via intratecal:

1.1. Conjugacion de curcumina con el polimero terapéutico Polietilenglicolpoliacetilado
(PEG-PA).
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1.2.Determinacion de la actividad de la curcumina libre o conjugada (PEG-
PA_Curcumina) sobre la viabilidad celular de epSPCi como modelo in vitro.

1.3. Caracterizacion de la efectividad de curcumina conjugada como tratamiento
farmacolégico en la recuperacion funcional en un modelo in vivo de lesion medular
aguda.

1.4. Analisis morfolégico e histopatologico de los tejidos empleando marcadores
especificos para el estudio de regeneracion neuronal, apoptosis y procesos
inflamatorios.

1.5. Estudio bioquimico de los tejidos medulares derivados del modelo in vivo para el

estudio de expresion.

2- Estudio de la capacidad del rescate funcional locomotriz del trasplante de
epSPCi tras LM en fase sub-aguda:

2.1. Evaluacion de la capacidad locomotora mediante tests de comportamiento.

2.2. Andlisis morfologico e histopatolégico de los tejidos empleando marcadores

especificos de regeneracion neuronal y procesos inflamatorios.

2.3. Estudio del perfil transcripcional de los fendbmenos de apoptosis y autofagia del

tejido medular lesionado en comparacion con aquel procedente de animales

lesionados y trasplantados a distintos tiempos tras la lesion.
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Capitulo 3: MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION Y PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

3.1.1. Animales
Ratas hembras Sprague-Dawley (S/D)-OFA y S/D-eGFPp/p (S/D-Tq(GFP)2BalRrrc)

gue expresan de forma ubicua la proteina fluorescente verde eGFP (Charles River,

France, www.criver.com), con un peso inicial de 125gr, criadas y estabuladas en perfectas
condiciones de higiene en condiciones libres de patégenos especificos (SPF),
climatizacion (21+1°C), humedad (60%) y con ciclos de luz/oscuridad (12h/12h) hasta
alcanzar aproximadamente 180-200gr de peso en el momento de la cirugia. Los animales
reciben comida solida en forma de pellets y agua ad libitum durante toda la duracion del
experimento.

El manejo y utilizacién de todos los animales se realiza acorde a lo establecido por el Real
Decreto 1201/2005 del Ministerio de Presidencia y el Comité Etico de Bienestar Animal

(CEBA) del Centro de Investigacion Principe Felipe, con referencia CEBA 12/0237.

3.1.2. Genotipado

Las ratas hembra S/D-eGFPp/p (S/D-Tg(GFP)2BalRrrc) que expresan la proteina
fluorescente eGFP se emplean como donantes en los cultivos primarios de células
ependimarias. Los diferentes genotipos, Wild-Type, heterocigoto y homocigoto se analizan
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction)
semicuantitativa. Se obtiene una muestra de tejido de la cola de las crias en el momento
del destete (1 mes post-natal) de aproximadamente 3-5mm. A continuacién se procede a
la extraccion y posterior amplificacion del ADN genomico utilizando el kit Maxwell 16
Mouse Tail DNA Purification (Promega, ref. AS1120), siguiendo las instrucciones
indicadas por el fabricante. Se realiza una solucion madre que contiene todos los
componentes necesarios para realizar la PCR proporcionados en el kit (GoTag DNA
Polymerase, Promega, ref. 9PIM300) y a la que se afade 1lug del ADN extraido. Las
reacciones de PCR se realizan en el termociclador (Eppendorf, Mastercycler ep) siguiendo

el protocolo que aparece en la Tabla 1:
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Paso Temperatura | Tiempo | Numero de ciclos

PREINCUBACION 94°C 5 min 1
94°C 30 seg
AMPLIFICACION 60°C 30 seg 35
72°C 1min 15seg
EXTENSION 72°C 7 min 1

REFRIGERACION 4°C continuo 1

Tabla 1. Protocolo de la PCR.

Para realizar el analisis del genotipo se emplean los primers int52 Forward y

Reverse indicados en la Tabla 2:

Primers
int52 Forward 5- AGC AAT GAATAG CCTCTCTCCT-3
int52 Reverse 5- CCC ATATGT GCC AAG CACTTT ACC- 3’
U3r-0 5- GTC TGA AGG GAT GGT TGT AGC TGT- &

Tabla 2. Primers int52 (Forward y Reverse) y U3r-0 empleados en el genotipado.

Como resultado de la amplificacion o ausencia de esta para el transgén GFP, se
obtiene un producto de PCR de 799 pares de bases (bp) para el genotipo Wild-Type, una
banda de 1050bp para el genotipo homocigoto y ambas bandas para el genotipo

heterocigoto (Figura 24).

Hornozi goto Heterocigoto Wild-Type

1050bp_, — —
799 bp_; |

Figura 24. Producto de la PCR. Se obervan los genotipos homocigoto (en 1050bp),
heterocigoto (una banda de 1050 bp y otra de 799bp) y Wild Type.
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3.1.3. Grupos experimentales
GRUPOS EXPERIMENTALES DEL OBJETIVO 1:

En este procedimiento se estudia la actividad del polimero de curcumina conjugada

con polietilenglicol-poliacetal (PEG-PA) ligado al fluoroforo Cyanine para el estudio de su
actividad.
1. PEG-PA (Control): LM por contusion severa (250KDynes) y posterior

administracion intratecal del vehiculo (PEG-PA).

2. PEG-PA Curcumina: LM por contusion severa (250KDynes), seguida de

cateterizacion intratecal del compuesto PEG-PA_Curcumina-Cyanine.

GRUPOS EXPERIMENTALES DEL OBJETIVO 2 (parte 1):

1. Lesion medular (Control): LM por contusion severa (250KDynes) y 1 semana

post-cirugia administracion intramedular de medio de cultivo.

2. Trasplante sub-agudo de epSPCi tras LM: LM por contusion severa
(250KDynes) y 1 semana post-cirugia trasplante intramedular de células ependimarias

derivadas de una médula lesionada previamente (epSPCi).

En ambos experimentos se destina el 50% de los animales para el andlisis
histologico del tejido medular y 50% para su analisis molecular.

GRUPOS EXPERIMENTALES DEL OBJETIVO 2 (parte 2):
Se establecen 5 grupos de animales, cada uno con (n=4) para el estudio del perfil

transcripcional del tejido medular mediante andlisis de arrays de DNA:
- TO: sin lesion, condiciones fisioldgicas.
- T1: 1 semana post-LM (fase aguda).
- T2: 2 semanas post-LM (fase sub-aguda).
- T4: 4 semanas post-LM (fase cronica).

- T8: 8 semanas post-Lm (fase cronica).

3.1.4. Procedimiento quirargico de contusiéon de la medula espinal en rata
La induccion anestésica de los animales, la preparacion del campo quirdrgico y la
cirugia se realizan en el quir6fano en condiciones de esterilidad. En la mesa auxiliar de

guiréfano se administra a los animales por via subcutanea morfina como analgesia a
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razén de 2,5mg/Kg (Braun Medical Inc., Bethlehem, PA, www.bbraunusa.com), 30

minutos antes de comenzar la cirugia y el antibiético Baytril (enrofloxacine, 5 mg/kg,

Bayer, Leverkusen, Germany, www.bayer.com). Pasado ese tiempo, se les induce la

anestesia inhalatoria mediante Isoflurano (Braun Medical Inc.) a 2,5-3% en camara de
induccion (Figura 25) y posteriormente se mantiene a través de la mascarilla a 2-2,5%

con un flujo de oxigeno constante al 2%.

Figura 25. Animal en camara de induccidn anestésica.

Una vez inducido en un plano anestésico profundo (ausencia de reflejo palpebral),
se rasura el campo quirdrgico mediante una peladora automatica y se desinfecta el campo
quirargico con Desinclor (solucién de digluconato de clorhexidina de uso tépico diluida al
5%, clorhexidina 1%, 500mL). A continuacion se traslada a la mesa de cirugia donde se
coloca en decubito prono sobre una placa térmica colocada sobre la unidad espinal, para

prevenir la hipotermia derivada de la anestesia (Figura 26).
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Figura 26. Vista panoramica de la mesa de quir6fano y ampliacién del animal sobre
placa térmica durante el mantenimiento de la anestesia a través de mascarilla. Camara de
induccién (a) junto al vaporizador de la maquina anestésica (b), ordenador portatil para manejar el
software del impactor (c), Infinitive Horizon Impactor (d), fuente de luz fria (e, Leica, ref. KL 1500
LCD) y animal sobre la placa térmica en la unidad espinal (f).

Para evitar la deshidratacion ocular, se administra Lipolac (Angelini, Lipolac Gel

Oftalmico, Carbomero, 10g, www.angelini.es), lagrima ocular viscosa.

Todo el material quirargico empleado esta previamente esterilizado tras un ciclo en

un autoclave de vapor (Tabla 3).

48


http://www.angelini.es/

49

Material quirdrgico

. Bisturi #3 (No. 10003-12, FST, USA)

. Hojas de bisturi (No. 1011-00, FST, USA)

. Tijeras de Metzembaum (No. 14078-10, FST, USA)

. Tijeras de mayo (No. 14028-10, FST, USA)

. Pinzas serradas Adson (No. 11006-12, FST, USA) (2x)

. Pinzas con dientes finos afiladas Adson Graefe (No. 11030-12, FST, USA)

. Gubia Fridman-Person (Streight, N0.16220-14, FST, USA)

. Desperiostizador (No. 10097-16, FST, USA)

9.

10

Tijeras de irisdectomia, superficie de corte 8mm (N0.15024-10, FST, USA)

. Retractor (No. 17008-07, FST, USA) (2x)

11.

Porta agujas (No. 12502-12, FST, USA)

12.

13.

Clamp Verterbal 986B (Rat) (David Kopf Instruments)

Micro-Mosquito recto (No. 13010-12, FST, USA) (2x)

14.

Micro-Mosquito curvo (No. 13011-12, FST, USA)

15.

16.

Micro-spatula doble (No. 10091-12, FST, USA)

Cera 6sea hemostatica (No. 19009-00, FST, USA)

17.

Sutura Monosyn violet 4/0 HR26 (Reabsorbible, Ref: G0022024, BBraun,




Tabla 3y Figura 27. Listay foto del material quirdrgico.

Se realiza una incisién de aproximadamente 2cm a nivel de T7 a T10 con el bisturi,
tomando como referencia mediante palpacion externa el final de las escapulas y la zona
de la dltima costilla. A continuacion, con las tijeras de diseccion, se disecciona el tejido
subcutdneo adyacente y la musculatura hasta llegar al nivel de las vértebras T7-T10
donde se va desinsertando la musculatura paravertebral hasta visualizar las apdfisis
espinosas. Se puede tomar como punto de referencia la rama de la arteria toracodorsal
que discurre por encima de T6, con precaucion de no dafarla. Tomando como referencia
las apofisis espinosas de las vértebras, siendo caracteristico el patron anatémico de las

apofisis espinosas de T8 y T9, perpendiculares al cuerpo vertebral (Figura 28).

Figura 28. Esqueleto de rata. Las vértebras T8 y T9, marcadas en rojo, son
laminectomizadas. El cuerpo de la vértebra T7, situada justo detras de las escapulas.
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Se realizan de nuevo con el bisturi dos incisiones de aproximadamente 1lcm a
ambos lados de las apdfisis espinosas de T7-T10 para proceder a la desinsertacion de los
musculos paravertebrales. Se coloca el separador entre las incisiones para ampliar el
campo y de esta manera exponer las vértebras T7 a T10 (Figura 29). Se utiliza el
desperiostizador para eliminar todo resto de musculo adherido a las vértebras T8 y T9 y

permitir una mejor visualizacion de las mismas.

Figura 29. Visualizacion de las apéfisis espinosas de las vértebras T7 a T10 tras la

desinsertacion de los musculos paravertebrales.

A continuacién se separan cuidadosamente las uniones entre las vértebras T7-T10
con precaucién de no dafar las raices dorsales. Una vez diseccionado y expuesto
correctamente el campo, se procede a cortar la apofisis espinosa de las vértebras T8 y T9
mediante la gubia. Los cuerpos vertebrales de T7 y T10 van sujetos a las pinzas del
impactor para asegurar la inmovilizacion del animal y limitar las variaciones entre
impactos. Por ello es importante preservar las apofisis espinosas de estas vértebras que
van a facilitar la manipulacién en el anclaje al impactor. Se realiza una laminectomia a
nivel de T8 y T9 visualizando la médula con la duramadre y comprobando que no quede
ninguna esquirla de hueso que pueda dafiar la médula ni con el cual el contusor pueda

chocar al realizar el impacto (Figura 30).
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Figura 30. Laminectomia de las vértebras T8 y T9. Se observa la médula espinal

expuesta. Las pinzas sujetan la apofisis espinosa de la vértebra T7.

El animal se coloca sobre la plataforma del “Infinitive Horizon Impactor” (IHI;

Precision Systems, Kentucky, IL, www.presysin.com) provista de mascarilla anestésica

auxiliar y sujetamos con sus pinzas articuladas los cuerpos vertebrales T7 y T10,
asegurandonos de dejar el campo de T8 y T9 despejado manteniendo el tejido medular
descubierto, paralelo y fuertemente fijado pero no tenso para mejorar la reproducibilidad

de los impactos (Figura 31).
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Figura 31. Pinzas del “Infinitive Horizon Impactor’ sujetando los cuerpos vertebrales
de T7y T10.

Se sitha la pesa del contusor 5mm por encima del tejido blando y se aplica una
contusion severa de una fuerza de 250KDynes, equivalentes a 2,5N (controlado por el
sensor de la sonda que controla mecanicamente la contusion) (Figura 32). Los registros
de la magnitud de los impactos y el desplazamiento del tejido no muestran diferencias
significativas entre los parametros analizados de los distintos animales, por lo que los
impactos se consideran homogéneos entre todos los animales, en caso contrario los

animales se descartan del estudio.
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Figura 32. Desplazamiento del impacto registrado por el software del “Infinitive

Horizon Impactor”.

3.1.5. Inoculacién intratecal en fase aguda
Se coloca un catéter via intratecal, en el espacio subaracnoideo. El espacio
subaracnoideo es el espacio situado entre el aracnoides y la piamadre, las dos capas de

meninges mas profundas (Figura 33).

Espacio aubdural Enpacio spidural

Fléto venoio vertsbral Intemo

Figura 33. Esquema del espacio subaracnoideo y esquema de cateterizacion
intratecal a nivel de T13 previamente laminectomizada (Facultad de Medicina, Universidad

de la Frontera, Chile, http://www.med.ufro.cl).

El catéter se coloca acorde a la técnica descrita por Jeong H.J. et al. (2011) y

Ormond R. et al. (2012): con el animal situado en la unidad espinal en decubito prono, se
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localiza la ultima costilla y la vértebra T13 por palpacion externa y se realiza una incision
longitudinal de aproximadamente 5mm a este nivel. Se desinserta la musculatura vertebral
hasta visualizar la apofisis espinosa, la cual tomamos como referencia para realizar una
nueva incision por encima de esta y proceder a la desinsertacion de los musculos
paravertebrales y exposicion de la vértebra. Una vez diseccionado el campo, se secciona
la apofisis espinosa de T13 y con la gubia se procede a su laminectomia, visualizando la
médula con la duramadre intacta. Se mide el recorrido del catéter colocando el catéter
externamente sobre el animal desde la incision a nivel de T13 hasta la zona de lesion. A
continuacion se dobla el extremo biselado de una aguja de 22G y se incide la duramadre
en un angulo aproximado de 75°. Se introduce en el espacio subaracnoideo a través de la
incision un catéter de poliuretano con fiador para facilitar su introduccion (Alzet, Catéter
Intratecal de Raton, Poliuretano, ref 0007743: 2,5 cm 32G (0,23mm OD x 0,09mm ID) que
previamente se purga con suero Salino Fisioldgico al 0,9% (SSF 0,9%) (Braun FisioVet,

cloruro de sodio 0,9%, 250mL, ref. 472778, www.bbraun-vetcare.es) para no introducir

aire durante la inoculacion. El catéter estd previamente cargado con el compuesto a
inyectar, PEG-PA_Curcumina o PEG-PA (vehiculo). Una vez introducido, se retrae el
fiador para que quede dentro del tubo y no darfie el tejido medular. A continuacién se
avanza el catéter hasta alcanzar la zona de la lesion en T8, manteniendo siempre en
angulo la parte terminal del tubo para crear el mayor espacio posible entre la médula y la

duramadre.

Durante el avance puede haber resistencias u observar contracciones musculares
debidas a la estimulacion de los nervios espinales. En este caso se retrocede hasta 1cmy
se gira el catéter apartdndolo de la zona estimulada e introduciéndolo nuevamente
siempre lentamente hasta no encontrar resistencias. Los principales signos fisiolégicos
indicativos de que el catéter esta situado en el espacio intratecal son los movimientos
rapidos e involuntarios de la cola (Veitenheimer B. and Osborn J.W., 2011; Lee H., 2013).
Se retira el fiador totalmente y la parte mas ancha del catéter que ha quedado en el
exterior se acopla a una jeringuilla Hamilton de 25uL (Hamilton, Jeringas Microliter serie
700, 25uL 702, ref. HA-80400, Modelo 702N, aguja cementada 22s ga, estilo de punta 2)
previamente colocada en una bomba de infusion Nanomite (Harvard apparatus, Bomba de

infusién programable Elite 11 Nanomite, ref. 704507, www.harvardapparatus.com) (Figura

34). Se inocula la droga a una velocidad de 2uL/min, se observa que el émbolo de la

jeringuilla se desplaza normalmente y no existen obstrucciones.
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Figura 34. (a) Jeringa Hamilton de 25uL acoplada al Nanomite (Harvard apparatus) e
(b) inoculacion intratecal de compuestos mediante catéter (en la imagen aparece la parte
exteriorizada del catéter acoplada a una jeringuilla Hamilton de 25pL, a través de los cuales se

inoculan los compuestos).

Al finalizar todo el procedimiento y antes de suturar ambas incisiones, se coloca un
pequefio colgajo de tejido graso del animal extraido del cojinete graso que poseen a nivel
cervical sobre la zona laminectomizada para protegerla de posibles adherencias. La
sutura se realiza en varios planos: los paquetes musculares se suturan mediante una
sutura continua utilizando la sutura monofilamento de gluconato reabsorbible Monosyn 4/0
1.5 (Braun, Monosyn 4/0 1.5 DS19 (M), 70cm, ref. C0023404, www.bbraun.com). La

incisién realizada en la piel se cierra mediante pegamento quirtrgico Histoacryl (Braun,

Histoacryl Blue Tissue Adhesive 0,5mL, ref. 1050052, www.bbraun.com). Una vez

finalizada la cirugia se coloca el animal en una camara de recuperacién equipada con
manta eléctrica para combatir el riesgo de hipotermia tras la cirugia. Una vez el animal
esta recuperado se vacia su vejiga mediante la técnica de Credé antes de depositarlo en
su jaula. Asi mismo, se administra una dosis de buprenorfina (0,1mg/Kg SC) durante los 4
dias posteriores a la intervencién cada 12 horas. En la Tabla 4 se resume el protocolo

farmacoldgico aplicado en todo el procedimiento quirdrgico:
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CASA

FASE EFECTO FARMACO DOSIS VIA
COMERCIAL
zn:) Analgesia Morfina Braun 2.5 mg/kg sbc
O
5
74 Antibioterapia Enrofloxacino Bayer 5 mg/kg sbc
)
o
é Anestesid Induccion Isoflurano Braun 2,5-3% inhal
0]
= general | pantenimiento|  Isoflurano Braun 2-2,5% inhal
x
8, Lubricacion ocular Lipolac Angellini |1 gota/ ojo topica
_ _ Schering Sbc
Analgesia Buprenorfina 0.1 mg/kg
Plough 4d
- . . Sbc
Antibioterapia Enrofloxacino Bayer 5 mg/kg -
o Harvard 1 sobre/
Solid drink ® ) oral
< Apparatus animal
O Hidratacion 7d
o Glucolyte ® 10mL/0,5L
Braun
@ .
E Ringer Lactato 2mL Sbc/lV
g Mepentol ® | Bama-Geve
= Prevencion Lactacyd ® GSK topica
o
a S Clorhexidina 5%
]
=2 Blastoestimulina Almirall
> _ : _ tépica
Tratamiento Dermisone ® Novartis
Enrofloxacino Bayer 5 mg/kg v
Favorecer el Rottapharm 25puL /
o ) Hodernal ® IR
transito intestinal Madaus 100g

Tabla 4. Resumen del protocolo farmacoldgico durante la cirugia.

3.1.6. Toma de imégenes en el IVIS Spectrum

Con el fin de monitorizar la biodistribucion del complejo PEG-PA_Curcumina-
Cyanine una vez administrado, tomamos imagenes de los animales a distintos tiempos;
inmediatamente después de la cirugia y en los dias posteriores a la misma (hasta 5 dias
después) utilizando el IVIS (PerkinElmer, IVIS Spectrum Pre-clinical In Vivo Imaging

System, ref. IVISSPE, www.perkinelmer.com). El compuesto PEG-PA_Curcumina esta

conjugado con Cyanine, un fluoréforo que emite sefial a una longitud de onda de 555nm.
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El IVIS Spectrum es un sistema de imagen in vivo que permite la monitorizacion no
invasiva y a tiempo real de la distribucion y disponibilidad del compuesto, asi como de
células (Yukawa H. et al., 2012) por el trazado de fluoréforos o sondas luminiscentes
(Figura 35). El sistema de filtros y el espectro de algoritmos del VIS permiten obtener
analisis de epi-bioluminiscencia (iluminacion incidida desde el plano superior) y
fluorescencia en un amplio espectro de longitud de onda, permitiendo separar las sefiales
obtenidas de diversos andlisis del mismo animal. En primer lugar, se introduce el animal
en una camara de induccion anestésica a 2,5-3% de isoflurano. A continuacion se
introduce en el IVIS y se le coloca la mascarilla anestésica, el mantenimiento se realiza a

2% de isoflurano.

Figura 35. Imagen de fluorescencia del IVIS. Sefial fluorescente emitida por el Cyanine
captada por el IVIS a una longitud de onda de 555nm 3 dias tras cateterizacion intratecal del
compuesto PEG-PA_Curcumina-Cyanine.

Al tomar la imagen antes de cerrar la incisibn en T13 se observa que la presencia
de sangre interfiere en la absorbancia del Cyanine5.5, por lo que se repite la toma de

imagenes con la incisién ya cerrada y sin catéter en todos los animales.

3.1.7. Cultivo primario de células ependimarias (epSPCi)

El cultivo se realiza a partir de animales que previamente han sido sometidos a LM.
Se sigue el procedimiento quirdrgico de contusion de la médula espinal explicado en el
punto 3.1.4. Estos animales reciben los cuidados post-operatorios detallados en el punto
3.1.5. (analgesia, antibioterapia, vaciado de vejiga dos veces por dia, comprobacién del
transito intestinal y rehidratacion si es necesario) hasta su sacrificio, 5 dias después de la
cirugia de LM. Los animales se sacrifican por asfixia en camara de CO, durante 5
minutos. A continuacion se rasura el dorso del animal y desinfecta con alcohol 96°.

Mediante las tijeras de mayo se corta la piel a nivel lumbar hasta llegar a nivel cervical y
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diseccionamos el masculo subcutaneo hasta exponer los paguetes musculares. Se cortan
y eliminan los madsculos con bisturi para acceder hasta las vértebras. Se realiza
laminectomia con la gubia desde la porcion mas lumbar hasta la més cervical exponiendo
el tejido medular, eliminando cualquier resto 6seo que obstaculice su extraccion. Se sujeta
la médula espinal a nivel de la Cauda equina con las pinzas de microcirugia del 5y
mediante las tijeras de irisdectomia (ambas esterilizadas previamente 10seg a 250°C)
cortamos las ramas que quedan unidas al animal. La médula a nivel caudal se mantiene
sujeta con las pinzas de microcirugia a unos centimetros por encima del animal, mientras
gue con las tijeras de irisdectomia se cortan las ramas dorsales de los nervios hasta llegar
a la region cervical. Hay que tener precaucion al manipular la zona de la lesién ya que la
cicatriz mesodérmica puede haber generado adherencias al hueso. Una vez se eliminan
todas las ramas dorsales se corta la médula espinal por debajo del tronco del encéfalo y
se extrae completamente. Se introduce rapidamente en solucion de lavado (DMEM/F12 +
Hepes 1M + NaHCO3; 7,5% + Glucosa 30% + Penicilina/Estreptomicina (P/S)) y se
conserva a 4°C hasta su diseccion y puesta en cultivo.

Una vez en campana de flujo laminar horizontal (Telstar Bio-lI-A), se coloca la
meédula en solucion de lavado en una placa P100. Con la ayuda de una lupa binocular
(Leica, ref. MZ6), una fuente de luz fria y las pinzas de microcirugia del 5 y tijeras de
irisdectomia (ambas también esterilizadas previamente) se eliminan las meninges desde
la duramadre hasta la piamadre y las raices de la médula espinal. Se corta la médula en 3

porciones de aproximadamente 1,5cm cada una, tal y como se indica en la Figura 36:

Figura 36. Médula espinal 5 dias post-LM. La médula se corta en 3 porciones de 1,5cm

aproximadamente: zona craneal, toracica conteniendo la lesién y zona caudal.

Cada porcion se introduce en una placa P60 con 4mL de solucién de lavado nueva
y se trocea hasta conseguir trozos de 1mm?, aproximadamente. Se incuba el tejido 10min
en la estufa de 37°C, 5% de CO;, y 95% humedad. Se recoge cada placa en un tubo de
15mL y se lava con 2mL adicionales de solucién de lavado para recoger la mayor cantidad

de tejido posible. Se centrifugan 5min a 1000rpm. A continuacion se elimina el
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sobrenadante por medio de una pipeta de cristal esterilizada unida a una bomba de vacio
y se vuelve a lavar con 5mL de solucion de lavado y a centrifugar 5min a 1000rpm. Se
elimina el sobrenadante y se afiaden 200uL de medio completo (MCC: DMEM/F12 +
Hepes 5mM + NaHCO3 0,1% + Glucosa 0,6% + P/S 1% + L-Glutamina 1% + Hormona mix
10%* + Insulina 0,02mg/mL + BSA 4mg/mL + Heparina 0,7Und/mL) con factores (Factor
Bésico de Crecimiento de Fibroblastos (bFGF) (Peprotech, ref. 100 18B) y Factor de
Crecimiento de Células Ependimarias (EGF) (Peprotech, ref. AF 100 15) y con ayuda,
primero de una pipeta P1000 y punta azul, se disgrega el tejido hasta casi su
homogeneizacion. Después con pipeta P200 y punta amarilla se termina de homogeneizar
hasta obtener una suspension celular. Se realizan 3 lavados mas con solucion de lavado y
centrifugacion 5min a 1000rpm, pipeteando el pellet (aproximadamente 20 veces) tras
cada centrifugacion. A continuacion se siembra cada porcién celular procedente de 1,5cm
de tejido medular (craneal, lesion y caudal) en placas P100 con 8mL de medio completo
con factores y se incuban a 37°C, 5% CO, y 95% de humedad durante 7 dias para que los
fibroblastos, astrocitos y microglia se adhieran a la placa mientras la mayoria de
precursores forman neuroesferas en flotacion.

Se recoge el cultivo y se lava tras centrifugarlo a 1000rpm 5min. Se transfiere a una
placa de 6 pocillos de baja adherencia celular con un volumen final de 2mL de
MCC+factores/pocillo. A partir de aqui, se realizan 2 cambios de MCC+factores
semanales durante una semana mas de la misma manera para eliminar los restos de
células muertas, eliminados tras sucesivos lavados y centrifugacion.

* La solucién de Hormona Mix contiene: DMEM/F12 + Hepes 4mM + NaHCO;
0,09% + Glucosa 0,5% + P/S 1% + Progesterona 0,16nM + Selenito soédico 240nM + Holo-
Transferrina 0,8mg/mL + Putrescina 90ug/mL.

3.1.8. Trasplante intramedular de células ependimarias (epSPCi) en modelo de
lesion sub-agudo

Se trasplantan las células epSPCi en fase sub-aguda (una semana después de
realizar la LM), por lo que es necesario someter al animal a una segunda cirugia: se
accede a la zona previamente lesionada de la misma forma descrita en el protocolo
quirargico (apartado 3.1.4.), con la diferencia de que se elimina la posible cicatriz
mesodérmica sin dafar el tejido medular ni la duramadre para realizar a continuacioén el
trasplante celular en la zona donde se ha realizado la LM. Para realizar el trasplante las
células (obtenidas segun protocolo anterior) son concentradas en medio de cultivo

completo a concentracién de 10° células/pL. Para inmovilizar el tejido medular y evitar que
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éste se mueva cuando el animal respira y mejorar la reproducibilidad, se sujetan las
apdfisis espinosas de las vértebras T9 y T10 mediante una pinza anclada a la unidad
espinal (Figura 37).

Figura 37. Pinza sujetando las ap6fisis espinosas de las vértebras T9y T10.

En quiréfano, las células se cargan en una jeringa Hamilton (Hamilton, Jeringas
Microliter serie 700, 25uL 702, ref. HA-80400, Modelo 702N, aguja cementada 22s ga,
estilo de punta 2) a la cual se le acopla una aguja de vidrio siliconizada*, estrechada hasta
80um en el extremo mediante un Puller (Science Products, Micropipette Puller P-97,

Wwww.science-products.com).

* Protocolo de siliconizacién de pipetas: Se realiza en campana de laboratorio ya
qgue el isopropanol contenido en la solucién siliconizadora es téxico. Primero se colocan
las pipetas Pasteur con la parte estrecha hacia abajo en un vaso de precipitados. A
continuacion se afiade la solucion siliconizadora (Silicone Solution SERVA in isopropanol,
SERVA, ref. 35130) progresivamente sobre las pipetas asegurandose de que toda la parte
interior y exterior de la pipeta queda cubierta, ya que es la que va a estar en contacto con
las células, y se deja 30min a temperatura ambiente (TA). Después se colocan en una
estufa a 120°C durante 30 minutos sobre una bandeja cubierta con papel de filtro. Se
repiten los dos pasos anteriores. Las pipetas se lavan con agua destilada por dentro y por
fuera y se secan a 120°C en la estufa (este paso se repite minimo 3 veces). Finalmente se
lavan con agua milliQ y tras secarlas a 120°C en la estufa se autoclavan.

La jeringa Hamilton se acopla a un estereotaxico (Bioseb, Estereotaxico de Doble

Manipulador para Especies Pequefias, Modelo 51953, www.eb-instruments.com) que se

conecta a su vez al microinyector Nanomite (Figura 34, a). Se inyectan un total de 10pL

de suspensién celular (10° células/pL), o medio de cultivo en el caso de los animales
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control, de craneal a caudal repartidos en 5uL entre ambos lados de la lesién y a 2mm del
epicentro de la lesion (Figura 38). En cada punto de inyeccion, de ventral a dorsal, se
deposita un volumen de 0,5uL repartidos en dos inyecciones de 0,25uL con un tiempo de
espera entre ambas de 1 minuto resultando 2 minutos en cada punto. La sutura y

recuperacion del animal se realiza de la misma manera descrita anteriormente.

Figura 38. Traspante intramedular de epSPCi en médula espinal en fase sub-aguda.
La aguja de vidrio acoplada a la jeringa Hamilton inyecta las células intramedularmente mientras la
pinza anclada a la unidad espinal sujeta las apdfisis espinosas de T9 y T10 (a). Detalle del
trasplante (b).

3.1.9. Cuidados post-operatorios
Como analgesia los animales recibien 2 administraciones diarias de buprenorfina
cada 12 horas durante los 4 primeros dias post-quirdrgicos (Buprex 0,3mg/mL solucion

inyectable, Schering-Plough S.A, www.schering-plough.es) y 1 dosis del antibi6tico Baytril
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cada 24h durante la primera semana (enrofloxacino, 5 mg/kg, Bayer, Leverkusen,

Germany, www.bayer.com) (Tabla 5) ya que las incisiones quirdrgicas son muy abiertas y

hay mucho tejido expuesto a posibles contaminaciones.

Tras la cirugia los animales pierden el reflejo de miccion, los cuidados post-
operatorios incluyen el vaciado de la vejiga mediante la maniobra de Credé (Wyndaele
J.J., 1987; Madersbacher G. and Oberwalder M., 1987) 3 veces al dia hasta que
recuperan su funcion autbnoma que normalmente sucede en un rango de una o dos
semanas tras la cirugia. La maniobra de Credé consiste en un método en el cual se aplica
presién constante y sin fuerza desde el ombligo hacia la parte mas baja del abdomen. La
presion se aplica sélo hacia abajo, hacia la vejiga, colocando esta entre los dedos que la
sujetan a modo de pinza. Durante todo el experimento y en especial durante la primera
semana post-SCI en que los animales pierden el reflejo de miccion, se analiza cualquier
anomalia en la orina como hematuria (frecuente durante los 2 dias post-cirugia) o
infeccion urinaria, la cual es tratada con el antibiético Baytril durante 7 dias.

Durante la primera semana post-quirdrgica, es necesario comprobar si existe 0 no
transito intestinal, por lo que es importante observar la presencia o ausencia de heces en
el sustrato de la caja. Se realizan masajes abdominales para favorecer la evacuacion
fecal, y en caso de no observarse heces tras dos dias post-cirugia se administra al animal
agentes laxativos como la parafina liquida (Rottapharm, Hodernal parafina liquida 4g/5mL,

100L, www.rottapharm.es) 25uL/100g de peso una vez al dia.

Uno de los problemas mas frecuentes en animales parapléjicos son las ulceras por
presion, las cuales son causadas principalmente por un aporte de riego sanguineo
deficiente en las zonas de piel cercanas a zonas de apoyo o prominencias éseas. Es
importante prevenirlas, ya que una vez instauradas resultan dificiles de tratar. Para ello se
realizan masajes en las zonas predispuestas a ulcerarse para favorecer la circulacion y se

aplica un aceite para protege la piel (Mepentol, Bama-Geve, solucion tépica 60mL,

www.bamageve.es) 2 veces por dia. En el caso de aparicion de alguna Ulcera, primero se

limpia con un jabon neutro (Lactacyd derma, GSK, 1L, www.gsk.com) y a continuacién se

desinfecta con clorhexidina 5% y se aplica un tratamiento tépico con antibiético como

Blastoestimulina (Almirall, Blastoestimulina pomada 1%, 60g, www.almirall.es) o

Dermisone (Novartis, Dermisone Tri-antibiotica con bacitracina, neomicina sulfato y
polimixina B sulfato), pero si la Ulcera se infecta se utilizan antibiéticos por via parenteral
(enrofloxacino).

Los animales reciben durante la primera semana tras la cirugia 10mL del
rehidratante Glucolyte diluido en 0,5L de agua de bebida (Braun, Glucolyte 20mL, 394858,
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www.bbraun-vetcare.es) y el complemento hidratante Solid drink que contiene agua y
glucosa (Harvard Apparatus, Energy Solid drink 150g Pouch, ref.340049, USA,

www.harvardapparatus.com). Si el animal presenta sintomas de deshidratacion, se le

administra de forma subcutanea de 2 a 5mL de Ringer Lactato sbc 1 vez al dia hasta la
desaparicion de la misma. Si la deshidratacidn que presenta es severa, se le administra
Ringer Lactato por via venosa, a través de la vena coccigea, a razén de 2mL/h. También
es importante controlar el peso de los animales tanto durante la primera semana post-LM
(ya que es normal la pérdida de peso tras la cirugia) como durante todo el experimento.
Sin embargo, los animales ganan peso a lo largo del experimento al no tener movilidad en
el tracto posterior y no moverse, por lo que también hay que controlar el peso hasta el
final del experimento. En la Tabla 5 se recogen los criterios de puntos final para los
pardmetros clave que podrian determinar incluso la eutanasia de los animales para evitar

sufrimiento o malestar extremo:
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PARAMETRO

PUNTUACION

APARIENCIA
GENERAL

Normal

Menos activa

Pelaje en mal estado
Deshidratacion (DH) leve
DH severa

Moribunda o caquéxica

~N o0 N - O

PERDIDAS
DE PESO
CORPORAL

Ninguna

5-10% la primera semana
10-25% la primera semana
5-10% resto de semanas
10-25% resto de semanas
>25% en cualquier caso

HERIDAS

0-5% de superficie corporal
5-10% de superficie corporal
10-20% de superficie corporal

>20% de superficie corporal

COMPORTAMIENTO
ESPONTANEO

Normal

Disminucién del acicalado
Inactividad
Automutilacion leve
Chirriar de dientes
Vocalizaciones

Automutilacion severa

0-5 seguimiento diario

>0 eutanasia

6-9 seguimiento diario + tratamiento

Tabla 5. Criterios de punto final. Esta tabla recoge los parametros para evaluar el
bienestar de los animales tras la cirugia el cual influye sobre los resultados del experimento. Cada
condicién tiene asignada una puntuacién. Puntuaciones por debajo de los 5 puntos indican
bienestar fisiologico del animal que solo requiere de control diario. Puntuaciones entre 6 y 9
puntos reflejan ademas la necesidad de establecer un tratamiento veterinario para restablecer los
valores fisiolégicos aceptables. Puntuaciones por encima de los 9 puntos revelan sufrimiento del

animal y por tanto alteracion de los resultados en este individuo y se procede al sacrificio del

mismo.
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3.1.10. Rehabilitaciéon pasiva

Desde la primera semana post-quirtrgica se somete a los animales a rehabilitacion
pasiva que contempla la movilizacién pasiva de todas las articulaciones que componen el
tracto inferior del animal durante al menos 15 minutos al dia para evitar la pérdida
excesiva de masa muscular.

La rehabilitacion pasiva de la articulacién de la cadera consiste en los siguientes
patrones de movimiento:

- Extensidon: maculos glateo mayor e isquiotibiales.

- Flexién: muculos recto anterior del cuadriceps, psoas iliaco, sartorio y tensor de
la fascia lata.

- Aduccién: musculos aductor mayor del muslo, aductores corto y largo del muslo
, musculo recto interno del muslo y pectineo.

- Abduccién: masculos gluteo mayor, medio y menor y tensor de la fascia lata.

- Rotacién externa: musculos gémino superior e inferior, obturador interno y
externo, piramidal de la pelvis y cuadrado crural.

- Rotacién interna: musculos tensor de la fascia lata y gliteo menor y medio.

La rehabilitacion pasiva de la rodilla contempla 4 tipos de movimiento:

- Flexion: muasculos isquitibiales, popliteo y sartorio.

- Extensién: musculo del cuédriceps.

- Rotacién externa: musculos tensor de la fascia lata y biceps femoral.

- Rotacion interna: musculos sartorio, semitendinoso, semimembranoso, recto
interno y popliteo.

La rehabilitacion pasiva del tobillo contempla varias articulaciones con distintos
patrones de movimiento:

- Flexién dorsal: musculos tibial anterior, extensor largo de los dedos y peroneo
anterior.

- Flexion plantar: musculos soleo, gastrocnemios, peroneo lateral corto y largo,
tibial posterior y flexor largo de los dedos.

- Eversion e inversién: articulaciones subastragaliana y calcaneoescafoidea que
contemplan los huesos astragalo, calcaneo y escafoides.

También se realiza rehabilitacion pasiva a nivel de las falanges con movimientos de
flexion y extensiéon. En la articulacién sacrococcigea, que une el hueso sacro con las
vértebras caudales, la rehabilitacién pasiva se basa en movimientos de flexién y rotacion a

nivel de la articulacion y a lo largo de la cola del animal.
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3.1.11. Rehabilitacion activa

A partir de la segunda semana post-LM los animales realizan la rehabilitacién
activa a través de la cual se fuerza el movimiento de las articulaciones. Se estimula el
movimiento de las extremidades posteriores empleando una cinta andadora automatica
(Bioseb, Unidad de Control y 2 cintas Treadmill para ratas, cinta 44x20, area de ejercicio

53x9,8x15, dimensiones 58x27x37, ref. LE8706, USA, www.bioseb.com) y una piscina con

agua atemperada para obligarlas a nadar durante 5 minutos (Figura 39).

Figura 39 Rehabilitacion pasiva. Treadmill (a) y piscina (b).

3.1.12. Test de comportamiento BBB

Previamente a la cirugia, los animales son entrenados durante 2 semanas para
realizar el test BBB (Escala de Basso, Beattie y Bresnahan: D.M.Basso, M.S.Beattie &
J.C.Bresnahan, 1995), el cual es descrito como “una medida valida y predictiva de la
recuperacion locomotora capaz de discernir los resultados comportamentales debidos a
distintas lesiones y de predecir las alteraciones anatomicas en el centro de la lesion. La
escala BBB ofrece a los investigadores una medida mas discriminatoria de los resultados
comportamentales para evaluar los tratamientos después de una SCI.” Los resultados se
registran y se consideran como medidas basales/fisiologicas. En la primera semana post-
quirdrgica, los animales comienzan a realizar los test de comportamiento a distintos

intervalos de tiempo hasta la Gltima semana del experimento.
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El test BBB establece una escala de 0 a 21 puntos que permite evaluar la
capacidad de actividad locomotora de los animales en un campo abierto,
correspondiéndose 0 a la ausencia total de movimiento en el tracto posterior y 21 una
actividad locomotora fisiolégica del mismo. Se compone de un campo abierto en que los
animales se desplazan libremente y son grabados durante 5 minutos aproximadamente
para el posterior analisis del video y asignacién de puntos acorde a su movilidad (Figura
40). El andlisis se realiza mediante doble observador ciego durante todo el experimento
para contrastar los resultados. Los animales son analizados dos veces por semana hasta
el final del experimento. Desde la semana en que se operan son sometidos al test, para
asi tener una medicion a tiempo 0 y poder comprobar que la lesion se ha realizado
correctamente (esperando resultados menores a 2 puntos para todos los animales).

Figura 40. Animal filmado en campo abierto.

3.2. HISTOLOGIA

3.2.1. Perfusion

Cuatro semanas tras la cirugia, se sacrifican los animales y se procede su
perfusién para la extraccion de la médula espinal. Se dividen los animales en 4 grupos
con el mismo numero de individuos tratados con PEG-PA_Curcumina-Cyanine y PEG-PA
(control) y trasplantados en fase sub-aguda y no trasplantados:

El protocolo de perfusiéon transcardiaca para la fijacion de tejido es el siguiente
(Figura 41, Gage G.J. et al., 2012):
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Figura 41. Protocolo de perfusiéon transcardiaca para fijacién de tejido (Gage G.J. et
al., 2012).

En primer lugar se administran intraperitonealmente 0,3mL de la mezcla eutanasica
(Vetoquinol, Dolethal solucién inyectable 100mL, pentobarbital sédico 20g/100mL,

www.vetogquinol.es) y 0,4mL de analgésico (Kern Pharma S.L., Fentanilo 0,15mg/3mL

solucion inyectable, www.kernpharma.es). Una vez los animales dejan de presentar

reflejos de dolor profundo, se sujetan por las extremidades a un soporte inclinado 45° (1).
A continuacion se realiza una incisién con las tijeras de diseccion bajo el esterndn y se
contintia cortando las costillas y el diafragma hasta exponer el corazon (2). Utilizamos una
bomba de perfusion y se administra aproximadamente 250mL de suero salino fisiolégico
al 0,9% (SSF 0,9%) a una velocidad constante a través de una aguja de 25G colocada en
el ventriculo izquierdo (3) (Braun, Venofix A G25, ref. 4056370, www.bbraun.com) y que

sale a través de la incision realizada en la auricula derecha (4). Una vez el volumen
indicado de SSF 0,9% se ha perfundido y se observa que no hay méas sangre periférica,
se procede a perfundir la misma cantidad de paraformaldehido al 4% (PFA 4%) en PBS
1X (5) (Figura 42).
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Figura 42. Esquema de perfusion transcardiaca (http://www.webs.uvigo.es).

3.2.2. Extraccion de médula espinal y criopreservacion

La meédula espinal se extrae conforme a lo descrito en el punto 3.1.6.
Posteriormente se conserva 24h en PFA 4% horizontalmente para evitar malformaciones
en la médula por mal posicionamiento. A continuacion se somete a diferentes gradientes
de sucrosa (10%, 20% y 30% respectivamente durante 24h cada uno) para limitar los
dafos fisicos que ocasionan los cristales de hielo durante la crioconservacion. Se corta
una muestra de tejido de alrededor de 2cm conteniendo el epicentro de la lesién. Se
coloca sobre hielo seco un molde de plastico con OCT (IMEB, Tissue-Tek OCT

Compound Freezing Medium-Clear, ref. 4583, www.imebinc.com) y una vez se congela

afiadimos la médula horizontalmente y la cubrimos con OCT. Cuando el bloque de OCT
se ha congelado totalmente se conserva a -20°C hasta su utilizacion en el criostato. Los

bloques se orientan como descrito en la Figura 43:

DORSAL

CAUDAL CRANEAL

VENTRAL

Figura 43. Esquema de un bloque de OCT. La médula se coloca horizontalmente sobre

su cara ventral e identificamos los extremos craneal y caudal.
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3.2.3. Procesamiento de muestras en el criostato
Las muestras incluidas en OCT se cortan longitudinalmente al criostato (Leica,

Modelo CM1850, www.leica.com) con un grosor de 10um. Se realizan 5 series de cortes

consecutivos repartidos en varios portaobjetos/serie conteniendo cada uno 6 cortes de
tejido hasta crioseccionar todo el tejido. Entre las distintas series los cortes de tejido
tienen 10um de diferencia de grosor y cada portaobjetos rastrea alrededor de 400um
(Figura 44). Al terminar de crioseccionar el tejido los portaobjetos con las muestras se

conservan, numerados e identificados, a -20°C hasta su utilizacion.

serie n®1

serie n*2

serie n'3

serie n'4

serie n® 5

10 60 210
um  um  pm

260 310 360
um o pm o pm

20 70 220
pm  pm  pm

270 3J20 3700
pm - pm o pm

30 80 230
um  pm  pm

280 330 380
WM um o pm

40 90 240
um  pm  pm

290 340 390
um um o pm

50 100 250
pm  pm  pm

300 350 400
pm pm pm

10 portaobjetos

1° portaobjetos

10 portaobjetos

10 portaobjetos

19 portaobjetos

Figura 44. Esquema del primer portaobjetos de cada serie y el nimero de pum

correspondientes a cada corte.

Los portaobjetos utilizados se gelatinizan previamente para favorecer la adherencia
de la muestra. Para realizar la gelatina de alumbre que recubre los portaobjetos, se
afiaden 700mg de alumbre de cromo y 2,259 de gelatina a 300mL de agua destilada y se
calienta la soluciéon (60°C) en agitacion para la total disolucion de los solutos. A
continuacion, se agregan 100mg de azida sédica, se enrasa con agua destilada hasta
500mL y se conserva a 4°C. La dilucién utilizada para gelatinizar los portaobjetos es de
1:5, siendo el agua destilada el solvente. Después se sumergen los portaobjetos durante

10min en la dilucion y se dejan secar 1 hora en la estufa de 37°C.

3.3. SINTESIS DEL COMPUESTO PEG-PA_Curcumina

PEG-

laboratorio de Polimeros

El trabajo relativo a la sintesis y caracterizacibn del conjugado

PA Curcumina ha sido realizado por completo por el
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Terapéuticos dirigido por la Dra. M2 Jesus Vicent en el Centro de Investigacion Principe
Felipe, con quien se ha mantenido una colaboracion para su aplicacion in vivo en los
animales con LM. A continuacibn se hace una breve descripcidbn del proceso de

conjugacion y sintesis para su mejor comprension.

3.3.1. COMPUESTO 1: PEG-PA_Curcumina:

Se afade polietilenglicol (PEG) acorde a la concentracién de polimero a obtener
(Sigma-Aldrich, Bioultra 4000g/mol (para los conjugados de concentracion 1,8%, 2,2% y
3,8%) y 2000g/mol (para los conjugados de concentracion 4,3% y 5,7%), Poly(ethylene
glycol), ref. 95904, www.sigmaaldrich.com) en un tubo Schlenk de 50mL secado en estufa

en el que se ha introducido previamente un agitador magnético. Se realiza vacio del tubo
a 2x10° bares de presién durante 15 minutos y después se llena con nitrégeno. Se
afiaden 30mL de 1,4-dioxano (Carlo Erba Reagents, 1,4-Dioxano anhidro, ref. P0361010,

www.carloerbareagents.com) y el PEG se disuelve calentando la solucion a 60°C. Una vez

enfriado, se afiade una solucion de curcumina (405 mg, 1.1 mmol) (TCl Europe,

curcumina sintética <97%, ref. C2302, www.tcichemicals.com) en 5mL de 1,4-dioxano y a

continuaciéon una solucion 4mg de acido p-toluenesulfonico monohidrato (TSA) (Sigma-

Aldrich, p-toluenesulfonic acid monohydrate, <99%, ref. T3751, www.sigmaaldrich.com) en

1mL de 1,4-dioxano. Mientras se purga rapidamente con nitrégeno, se introducen 572 pL
(3.5 mmol) de Di-etilenglicol dinivil eter (DEGDVE) (Sigma-Aldrich, Di(ethylene glycol)

divinyl ether, 99%, ref. 139548, www.sigmaaldrich.com) y se sella el tubo. La reaccion

transcurre durante 1 hora en oscuridad (Figura 45).

O OH
o) N N 9)
-~ ~N
N N s L S R
DEGDVE HO Curcumin OH

PEG 2000

proasaomans | [~ _o %VOMO% “%OTOW }Y

Tert-Curc-polyacetal

Figura 45. Reaccioén de sintesis de PEG-PA_Curcumina.

Un cuarto de solucion se transfiere mediante una jeringuilla en otro tubo Schlenk
para realizar la sintesis de PEG_Curcumina-serinol poliacetal y la muestra se purifica

mediante precipitaciones seriadas en éter diethexano 3x (Scharlab, Hexano de sintesis,
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ref. HE0219005L, www.scharlab.com) disuelto cada vez en tetrahidrofurano (THF)

(Scharlab, Tetrahidrofurano, ref. TE0219005P, www.scharlab.com). Finalmente la muestra

se disuelve en 30mL de agua desionizada y es liofilizada durante 24 horas (Figuras 46y
47). Cantidad producida: 3,69 / 90%, Peso Molecular (PM)=26599 — 45388g/mol.
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Figura 46. Espectro 'HNMR (d6-Acetona, 300MHz) de PEG-PA_Curcumina. En el
diagrama se muestran los picos de solvencia del agua y de d6-Acetona caracteristicos del

compuesto.
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Figura 47. Cromatograma de la permeabilidad en gel (GPC) de los polimeros

Poliacetal-Curcumina.

3.3.2. COMPUESTO 2: PEG-PA_Curcumina-serinol:
Un cuarto de la reaccion anterior se transfiere mediante jeringuilla a un tubo
Schlenk secado en estufa y purgado con nitrégeno conteniendo un agitador magnético. Se

afiaden 15,7mg de Fmoc-serinol (0,05mmol, sintetizado segun el protocolo descrito por
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Giménez V. et al., 2012) disuelto en 1mL de 1,4-dioxano y a continuacion DEGVE, se deja
en agitacion durante 30min. Cantidad producida: 0,969 / 94%.
Eliminacién de los grupos protectores Fmoc:

Los grupos protectores Fmoc se eliminan disolviendo el polimero en una solucion
de piperidina al 20% en THF (anhidro, 25mL), en agitacion durante 30 minutos antes de
precipitar en hexano (300mL). El polimero se obtiene por centrifugacién y a continuacion
se seca mediante vacio a TA durante toda la noche.

Sintesis de PEG-PA_Curcumina-Cyanine5.5:

Se afiaden 40mg (0,04mmol serinol) del compuesto 2 en un matraz de pera de 5mL
secado en estufa con un agitador magnético. El matraz se purga con nitrogeno durante
10min antes de afadir 3mL de N,N-Dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich, N,N-

Dimethylformamide, anhidro, <99%, ref. D4551, www.sigmaaldrich.com), el compuesto se

agita hasta su disoluciéon. El pH de la reaccibn se ajusta a 8 afiadiendo N,N-
Diisopropiletilamina (Sigma-Aldrich, N,N-Diisopropilethylamine, <99%, ref. D125806,
www.sigmaaldrich.com). Finalmente el se disuelven 2mg de éster NHS de Cyanine5.5
(0,0025mmol) (GE Healthcare Life Sciences, Amersham CyDye Value Packs Cy5.5 NHS

Ester, ref. PA15602, www.gelifesciences.com) en 2mL de DMF, se deja en agitacion toda

la noche en oscuridad. EI DMF se elimina mediante vacio a TA y el sélido se disuelve en
1mL de agua desionizada y purificada pasando a través de una columna de exclusién por
tamafo-10 de la cual de recuperan fracciones de 0,5mL. Estas fracciones se liofilizan y el
polimero que las contiene se colecta de forma que se obtiene un sélido de coloracién

marrén. Cantidad producida: 25mg / 60%.

3.4. ANALISIS MORFOLOGICO

3.4.1. Tincién neuroanatémica con hematoxilina-eosina (H-E)

Se selecciona una serie de cada muestra destinada al estudio histolégico y se
procede a tefiirla con Hematoxilina de Harris (Panreac, ref. 253949) y eosina (Sigma,
500mL, ref. HT 1100216) segun el protocolo descrito en la Tabla 6:
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Etapa Tiempo

Tincién con hematoxilina 3 min

Lavar con agua del grifo

Tincién con eosina 1 min

Lavar con agua destilada

Deshidratacion con alcohol 96° 5 seg
Deshidratacion con alcohol 100° 5 seg
Deshidratacion con alcohol 100° 5 seg
Inmersién en xilol 5 seg
Inmersion en xilol 5 seg

Tabla 6. Protocolo de tinciébn de Hematoxilina-Eosina (H-E) y deshidratacion de la

muestra.

Tras finalizar la tincién se montan los portas con medio de montaje Eukitt (Sigma,
Eukitt medio de montaje para microscopia de rapido secado, 100mL, ref. 03989,

www.sigmaaldrich.com) y se dejan secar a temperatura ambiente.

3.4.2. Cuantificacién del area de quistes sobre el area total de la médula

Tras el dafio secundario generado por la lesién medular se produce la formacion de
cavidades o quistes en el tejido nervioso con el fin de aislar el tejido afectado del tejido
sano y favorecer su preservacion. Estos quistes pueden ser observados tras la tincion de
H-E al microscopio. EI método supone, por una parte, la aplicacion de la tincion de
hematoxilina, que por ser basica tifie estructuras acidas (basofilas) en tonos azul y
puarpura, comolos nucelos celulares. Por otra parte, se emplea la eosina que tifie
componentes basicos (acidéfilos) como el citoplasma en tonos rosaceos gracias a su
naturaleza &cida.

Las muestras de tejido medular fueron capturadas para su posterior analisis a 26x

mediante el scanner Pannoramic 250 Flash Il (SDHISTEC, www.3dhistec.com) (Figura

48). El scanner Pannoramic 250 Flash Il permite escanear las muestras a distintos
aumentos a una velocidad de 3,5cm?/min (60 portaobjetos/hora) a 26x con un grosor
maximo de 1,2mm. Cada muestra de tejido se guarda como imagen en formato “TIF” para
mayor resolucion, y posteriormente se analiza mediante el software ImageJ

(www.rsbh.info.nih.govl/ij/).
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En primer lugar, se selecciona el area del corte de tejido medular con la
herramienta del programa ImageJ que permite delimitar figuras y se obtiene el area total
del corte en pixeles. Pueden aparecer artefactos por el frotamiento del tejido que formen
grandes agujeros en el tejido debidos a roturas por mala criopreservacion (que se
diferencian de los quistes por no tener una estructura redondeada con bordes finos bien
delimitados), se seleccionan con la misma herramienta con la que se ha delimitado el
contorno del corte y ese dato se resta al area total. Con la misma herramienta se delimitan
los contornos de todos los quistes visibles. Cada vez que se delimita el contorno de un
quiste, se selecciona la herramienta que permite medir el area del mismo. De este modo

se obtiene el nimero de quistes presentes por corte y el &rea de cada uno (Figura 49).

Figura 48. Cuantificacién del areay namero de quistes de un corte.

Una vez se obtiene el area total de quistes/corte y el area total del corte de todos
los cortes que componen una misma médula, se calcula el sumatorio de todas las areas
de quistes y el sumatorio de todas las areas totales de cortes y se obtiene el porcentaje

del area de quistes de toda la médula/el area total de la médula:

% = (Z area total de quistes de todas las lonchas / X area total de todas las lonchas) x 100

Por otro lado, teniendo en cuenta el grosor de los cortes (10um) se calcula el

grosor correspondiente a cada seccion medida (remitirse a la Figura 44).

3.4.3. Cuantificacién del espesor del epicentro de la lesién

Tras guardar cada imagen tomada en el scanner en formato “TIF”, todos los cortes
de una misma médula se alinean en una imagen para calcular el espesor del epicentro de
la lesion a distintos grosores de corte (10um, 60um,...). Para calcular el espesor medular
se utiliza una aplicacion del programa Photoshop 2.0 (Adobe, Adobe Photoshop Elements

2.0, www.adobe.com). Se utilizan las guias graduadas horizontal y verticalmente y la

herramienta de medicion del programa. El espesor se mide cada 0,5mm a lo largo de
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8mm tomando como epicentro de la lesibn Omm. Las dimensiones se normalizan respecto
a la escala proporcionada por el microscopio en las imagenes originales tomadas a 5x
(Figura 49).

:' —— ~ar— 1
-2 41.5-10.50 0.5 1L 1.5 2
SCl-<ite length (mm)

Figura 49. Medicion del espesor del epicentro de la lesién cada 0,5mm a lo largo de

8mm en un corte realizado a 10um.

Una vez obtenidas las 8 mediciones del espesor en todos los cortes de una misma
médula se suman todos los valores de cada punto de la medicién. A continuacién, se
normaliza cada valor obtenido respecto al grosor al que ha sido cortada cada loncha
(10pm):

Espesor normalizado a 10pm =

2 de cada una de las 8 mediciones 10um x numero de lonchas medidas

3.5. ANALISIS POR INMUNOFLUORESCENCIA

Las muestras cortadas al criostato se dejan atemperar 10min a temperatura
ambiente (TA) antes de proceder a su manipulacion. En primer lugar, se fijan con PFA 4%
en PBS 1X (PH 7.4) 10 minutos a TA, y después se lavan 3 veces durante 5 minutos con
PBS 1X. Para realizar la permeabilizacion y bloqueo de uniones inespecificas, se aplica la
solucion de bloqueo compuesta por : PBS 1X + 0,1% triton X-100 (Sigma, Tritdbn X-114,
ref. 116K0016) + SFB 4%, 30 minutos a TA. A continuacion se afiade el anticuerpo
primario (Tabla 7) a la concentracion indicada en la tabla diluido en solucion de bloqueo y

se deja incubar durante toda la noche a 4°C.
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ANTICUERPOS

SRIMARIOS ORGANISMO DILUCION CASA COMERCIAL
GFAP Conejo 1:500 DAKO (Z 0334)
B-TUBULINA Il (Tuj 1) Ratén 1:500 Neuromics (MO 15013)
IBA 1 Raton 1:500 Abcam (5076)
NESTINA Conejo 1:500 Chemicon (AB 5922)
NG 2 Conejo 1:500 Chemicon (AB 5320)
ED 1 CD68 Rata 1:500 Chemicon (MAB 1435)
CASPASA 9 Ratén 1:500 Cell Signaling (9508 S)
ANTICUERPOS . SONGHED CASA
UGS ORGANISMO DILUCION DE OND,,A COMERCIAL
DE EMISION
OREGON GREEN Ratén 1:500 488 Invitrogen (O 6380)
ALEXA FLUOR Ratén 1:500 488 Invitrogen (A 11008)
ALEXA FLUOR Conejo 1:500 647 Invitrogen (A 21244)
ALEXA FLUOR Raton 1:500 555 Invitrogen (A 21422)
ALEXA FLUOR Rata 1:500 555 Invitrogen (A 21434)

Tabla 7. Lista de Anticuerpos primarios y secundarios empleados en

inmunofluorescencia.

Tras este tiempo de incubacion, se lavan de nuevo 3 veces durante 5min con PBS
1X y se afiade el anticuerpo secundario (Tabla 7) a la concentracién indicada en la tabla
diluido en solucién de bloqueo y se incuba 45min a TA, a partir de este paso se protegen
las muestras de la luz. A continuacion se lavan las muestras 3 veces durante 5min con
PBS 1X y se afiade el contraste nuclear HOESCHT diluido en PBS 1X durante 5min
(Sigma, HOESCHT Bisbenzimide H33342 trihydrochloride > 98% HPLC and TLC, ref.
B2261, www.sigmaaldrich.com). Finalmente, se lavan 3 veces durante 5min con PBS 1Xy

se aplica el medio de montaje especifico de fluorescencia Fluorsave (Millipore, Fluorsave

Reagent 20mL, ref. 345789-20ML, www.millipore.com).

Las micrografias de todas las muestras se toman con el microscopio confocal Leica
utilizando el programa Leica LAS AF Lite (Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar,
Germany, www.leica.com) y Photoshop 2.0.
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3.6. ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR

Se realiza un ensayo de viabilidad celular en un cultivo primario de epSPCi en
presencia de diferentes dosis de PEG-PA_Curcumina o curcumina libre. Para analizar la
viabilidad celular se disgregan las neuroesferas, que crecen en forma de agregados
celulares, para poder realizar un contaje a nivel unicelular, para lo que se utilizan 200uL
de acutasa que tras pipetear repetidas veces se dejan incubar 10min a 37°C, 5% CO, y
95% humedad en la estufa. Pasado este tiempo se vuelve a homogeneizar con la pipeta y
se afiade 1mL de MCC+factores. Se emplean 10.000 células/100uL/pocillo para realizar el
ensayo de viabilidad celular. El contaje celular se realiza en una camara de Neubauer en
la que se introducen 10pL de la suspension celular y 10uL del colorante azul tripan (0,4%)
(GIBCO, ref. 15250) que tefiira las células muertas. Se cuentan las células viables (no
tefiidas) en la camara de contaje Neubauer en el microscopio de contraste de fases
(Leica, DMIL). Dejamos incubar 24h a 37°C, 5% CO, y 95% humedad y posteriormente
administramos el tratamiento. Se analiza la viabilidad celular 24h después del tratamiento
mediante la medicion del contenido de adenosina tri-fosfato (ATP) con el kit CellTiter-Glo
(Promega, CellTiter-Glo Iuminiscent cell viability kit, Madison, WI, ref. G7573,
www.promega.com) que permite analizar la proliferacion y viabilidad celulares en el
lumindmetro (Multilabel Counter VICTOR, Elmer, Waltham, MA, ref. 1420-018,

www.perkinelmer.com).

Para los experimentos de viabilidad celular en presencia de curcumina se utiliza
curcumina libre (SIGMA) con una concentracion stock de 10mM diluida en DMSO
(SIGMA, ref. D2650) dado su caracter liposoluble. En cuanto a la curcumina conjugada
(PEG-PA_Curcumina) se diluye en agua para generar de nuevo una concentracion stock

de 10mM desde los diferentes preparados poliméricos (Tabla 8):

% EN PESO DE

CONCENTRACION

REFERENCIA CURCUMINA/100g
DE PEG-PA >
DE POLIMERO
RME 1/162/1 PEG-PA 4000+Curcumina 1,8% w/w
RME 1/163/1 PEG-PA 4000+Curcumina 2,2% wiw
RME 1/151/1 PEG-PA 4000+Curcumina 3,8% w/w
RME 1/150/1 PEG-PA 2000+Curcumina 4 3% w/w
RME 1/125/1 PEG-PA 2000+Curcumina 5,7% w/w
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Tabla 8. Polimeros de curcumina conjugados con Polietilenglicol (PEG-

PA_Curcumina).

Para el estudio de la viabilidad/proliferacion celular se establecen distintas
diluciones de curcumina libre y conjugada de 0,1uM; 0,25uM; 0,5uM; 0,75uM; 1uM;
2,5uM; 5uM y10uM. Ademas, se incluye un gradiente de diluciones de DMSO o agua de
0,5uL desde 0,5uL a 2 pL como los correspondientes controles de vehiculo.

3.7. TECNICAS ELECTROFORETICAS: ANALISIS DE INMUNOTRANSFERENCIA-
WESTERN BLOTTING

3.7.1. Obtencion y cuantificacién de proteinas

Para la obtencién de los extractos proteicos se mantienen las muestras en hielo
durante todo el procedimiento a fin de evitar la desnaturalizacion proteica por temperatura.
Se emplean las muestras de tejido fresco de médula espinal criopreservadas a -80°C (sin
prefundir) que se descongelan lentamente en hielo. A continuacion se afiaden 250uL de
PBS 1X y se disgregan y homogeneizan por separado por un Polytron (Kinematica
Polytron Homogenizers Fisher-Scientific, Polytron PT 10/35 GT 110V Poly, ref. 13-874-
615, www.fishersci.com). Se lava el Polytron con jabon y etanol entre cada muestra para

evitar contaminaciones cruzadas. Se destinan 125uL del lisado para la realizacion de la
inmunotransferencia y los otros 125uL para la extraccion de ARN que se conservan a -
20°C. A nuestra muestra se afiaden 100uL de tampoén de lisis 1X (Tampon Tris-HCI 1M
pH8 2mL* + NaCl 5M 1,2mL + 0,1% SDS 200uL + Nonidet P-40 Igepal 400uL + 0,5%
Desoxicolato 200mg + agua destilada hasta 40mL) al que se afiade previamente un
complejo de inhibidores de proteasas (ROCHE, Complete Mini, Sample, ref.
04583973001). Se deja lisar durante 30 minutos en hielo, vorteando cada 10 minutos. Se
centrifuga 5 minutos a 10.000rpm en una centrifuga refrigerada a 4°C y se recupera el
sobrenadante.

* El Tampon Tris-HCI 1M PH8 contiene: Trizma base 121,1g + agua destilada hasta
800mL.

Una vez se obtienen los extractos proteicos, se cuantifica la cantidad de proteina
mediante el método colorimétrico Bradford. Se realiza una recta patrén con

concentraciones conocidas de proteina usando BSA desde una concentracion 2mg/mL
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generando diluciones seriadas. Se utilizan placas de 96 pocillos de fondo plano en la que
se afladen, por duplicado, 5uL de muestra o de dilucion de proteina + 200uL de reactivo
Bradford (Bio-Rad, Quick Strat Bradford 1X Dye Agent, 1L, ref. 500-0205, www.bio-
rad.com). Tras 5 minutos de incubacién en oscuridad a TA, se cuantifica la cantidad de
proteina en un espectofotometro con filtro 595nm y 0,1seg (Multilabel Counter VICTOR
con el programa Wallac 1420 Workstation). La concentracion de las diluciones se
determina segun la recta patron obtenida con BSA por extrapolacion en curva de

regresion lineal empleando el programa GraphPad.

3.7.2. Electroforesis en geles de acrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis es una técnica basada en la separacion de proteinas acorde a su
carga eléctrica y su tamafio molecular a través de un campo eléctrico generado en una
matriz porosa. Las proteinas derivadas de las muestras se cargan en el gel con SDS
(dodecil sulfato sédico), un detergente que aporta carga negativa a las mismas
dependiendo del tamafio molecular de cada proteina. Se utilizan geles de 1,5mm de
grosor con porcentajes de acrilamida de 10% (acorde al peso molecular de las proteinas a
analizar) y adicionando SDS 10%. Las muestras de proteina se llevan a un volumen final
de 32uL para cargar en el gel 100ug de proteina. Después se afiade a todas las muestras
tampodn de carga 4X (Tris-HCI 1M PH 6.8 2mL + Glicerol (cf: 40%) + SDS al 20% (cf: 8%)
+ Azul de Bromophenol 1mL de solucién saturada (cf: 1%)) y DTT 1M (cf: 10%). Después
se vortean y se desnaturalizan a 95°C durante 5 minutos en el Termomixer (Eppendorf,
ThermoStat Plus, ref. 5252000010) y se recogen en hielo.

Para la separacion de proteinas por electroforesis se emplea el sistema Mini
Protean Tetra Cell en un tampdn compuesto por: Glicina 144g/L + TRIS 30,27g/L + agua
destilada hasta 1L + SDS 5%. Como marcador de pesos moleculares se utiliza el Rainbow
Molecular Weight Marker (GE Healthcare Life Sciences, ref. RPNB8OOE,

www.gelifesciences.com). La electroforesis se realiza a 90 voltios (V) hasta que las

muestras pasan el gel concentrador, a partir de este momento se sube el voltaje hasta un
maximo de 150V.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfieren a membranas de
PVDF (Millipore, Immobilon-P Transfer Membrane, PVDF, 0.45um, ref. IPVHO00010,

www.millipore.com) previamente activadas con metanol (MERCK, ref. 1.06009.2500). La

transferencia se realiza en tampon de transferencia (acido boérico 3,1g/L + TRIS 6g/L +
agua destilada hasta 1L) durante 1h30 minutos a 200 miliamperios (mA). Tras finalizar
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este paso las membranas se tifien con el colorante Rojo Ponceau S (Rojo Ponceau 1g/L +
acido acético 50mL/L + agua destilada hasta 1L) durante 5 minutos para observar los
marcadores de peso molecular y los pocillos, y posteriormente se lavan 3 veces durante 5
miinutos en agitacion a TA con PBS-Tween (TBT: PBS 10X PH 7.4 + Tween 20 500uL/L).
A continuacion las membranas se incuban en leche desnatada al 5% en TBT para
bloguear las uniones inespecificas, y tras repetir los lavados se incuban toda la noche a
4°C en agitaciobn con los correspondientes anticuerpos primarios a la concentracion

descrita por cada casa comercial (Tabla 9):

ANTICUERPOS . CASA
PRIMARIOS B I COMERCIAL
GFAP 1 :500 Raton 50
NESTINA 1:1000 Raton (10C2) 220/240 Chemicon
CASPASA 9 1:1000 Raton 37135147 Cell Signalling
NG2 1:100 Conejo 270/300 Chemicon
ED1 1:100 Raton 90/100 Chemicon
B-TUBULINA Il (Tuj1l) | 1 :1000 Ratoén 52/56 Abcam
B-ACTINA 1:5000 Raton 42 Sigma

Tabla 9. Lista de anticuerpos primarios utilizados en la inmunotransferencia.

24h después se realizan 3 lavados de 10 minutos en agitacion a TA con TBT, y se
afiaden los anticuerpos secundarios —anti lgG-conjugados con HRP (peroxidasa de
rabano) que se dejan incubar durante 60 minutos a TA (Tabla 10). Finalmente, las
membranas se vuelven a lavar, y se procede a realizar la reaccion de quimioluminiscencia
empleando el kit ECL-Plus (GE Healthcare Life Sciences, Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection Reagent, ref. RPN2232, www.gelifesciences.com) por exposicion

durante 5 minutos al sustrato de la peroxidasa de rabano. Las membranas, una vez
escurridas, se colocan dentro del casette de revelado y se exponen en peliculas CURIX

RP2 PLUS (Agfa, www.agfahealthcare.com) que son reveladas en una maquina de

revelado (Agfa).
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ANTICUERPOS > CASA
DILUCION ORGANISMO

SECUNDARIOS COMERCIAL
ANTI-CONEJO IgG HRP 1 :5000 Conejo Santa Cruz
ANTI-RATON IgG HRP 1:5000 Raton BD Pharmigen

Tabla 10. Lista de anticuerpos secundarios utilizados en la inmunotransferencia

3.7.3. Analisis por densitometria
Las bandas obtenidas tras el protocolo anterior se escanean y cuantifican por
densitometria mediante el programa ImageJ. Los resultados obtenidos se normalizan con

la carga de proteina total por la medida de la exposicion total del gen constitutivo B-Actina.

3.8. ANALISIS DE ARN Y MICROARRAYS DE EXPRESION

3.8.1. Extraccién y cuantificacion de ARN

Los animales de este grupo se sacrifican y sus médulas se extraen del mismo
modo descrito para los animales cuyas médulas se destinan al cultivo celular. Una vez se
divide la médula en 3 porciones (craneal, toracica y caudal) se introducen en 3 criotubos
distintos (Cultek, Viales con tapon sellado de bobina externa, 2mL, ref. 430289,

www.cultek.com) que se conservan a -80°C hasta su utilizacion.

La extraccidon de ARN de los tejidos medulares se realiza mediante el kit RNeasy

mini (Qiagen, RNeasy Mini Kit (250), ref. 74106, www.giagen.com). Se emplean muestras

de 4 animales distintos por cada condicién experimental:

- TO: sin lesion, condiciones fisiologicas.

- T1: 1 semana post-LM (fase aguda).

- T2: 2 semanas post-LM (fase sub-aguda).
- T4: 4 semanas post-LM (fase cronica).

- T8: 8 semanas post-Lm (fase cronica).

En primer lugar se homogeniza y lisa una muestra de 30mg de tejido con el
Polytron en 600uL del tampdén de lisis (al cual afadimos previamente 10uL de B-
Mercaptoetanol/ImL de tampdn) proporcionado por el kit RNAeasy Mini Kit y se procede

acorde a las instrucciones del fabricante.
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La determinacion de la concentracion del ARN se realiza mediante el
espectofotdmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific). Se afiade 1uL de la muestra en
el NanoDrop y se obtiene el espectro a partir del cual se calcula la concentracion total de

ARN contenido en la muestra.

3.8.2. Transcripcién reversa (RT) y PCR a tiempo real

La transcripcion reversa (RT) consiste en el proceso de transcripcion realizado
inversamente: se sintetiza ADNc (ADN complementario) a partir de una muestra de ARN
gue actia como molde mediante la accién de retrotranscriptasas. En primer lugar se
realiza una Solucibn Madre a partir de los componentes del kit TagMan reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems, Roche, USA), segun se indica en la Tabla
11:

Composicion solucion madre RT
5uL Tampén RT 10X
10pL MgCl, 2,5mM
5uL Mezcla de dNTPs 10mM

2L Hexdmeros 50uM
1pL Inhibidor de la ARNasa

1pL Transcriptasa inversa

Tabla 11. Composicién de la solucién madre para realizar la retrotranscripciéon (RT).

El Inhibidor de la ARNasa y la Transcriptasa inversa se afiaden en ultimo lugar por
su naturaleza termosensible. Seguidamente en tubos distintos para cada muestra se
afiade 1ug de ARN a 6uL Agua DEPC/muestra con un volumen final de 20uL. Finalmente,
se afiaden 30uL de la Solucion Madre a los 20uL de ARN+agua, resultando una solucién
final con un volumen de 50uL. El proceso se realiza en el termociclador (Eppendorf,

Mastercycler ep) con los siguientes ciclos de incubacion:
- 37°C 15min

- 90°C 10min
- 4°C hasta su utilizacion
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La amplificacion de ADNc de cada gen de interés se realiza mediante sondas
SYBR Green y TagMan (Life Technologies) utilizando el termociclador LightCycler 480
(Roche, LightCycler 480 System, ref. 05015278001, www.roche-applied-science.com).

Una vez obtenido el ADNc, se amplifican secuencias especificas de ADN mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

En una primera etapa, se realiza una solucion que contiene 5uL de Master Mix
(MM) (Life Technologies, Tagman Gene Expression Master Mix, ref. 4369016,

www.lifetechnologies.com) y 0,5uL de primers o sondas TagMan (para cada gen de

interés) por muestra.

A continuacién, se afladen 3,5uL de agua DEPC a 1pL de ADNc de cada muestra
dispuestas en diferentes tubos. Tras vortear las muestras con agua y darles un pequefio
spin (<3.000rpm), se afiaden 9uL en distintos tubos nuevos junto con 11puL de la MM y se
vuelve a vortearlas y darles un spin. En campana de bioseguridad se pipetean 9uL de
cada muestra por pocillo en una placa de 96 pocillos con el fin de tener un duplicado de la
muestra. También se realiza un control negativo que sdélo contiene MM, primers o sondas
TagMan y agua DEPC. Para disminuir el error por pipeteo, se considera el volumen de la
MM y las muestras para un pocillo mas. Los pardmetros establecidos en el termociclador
son los que aparecen en la Tabla 12:

~ ETAPA TEMPERATURA DURACION  N°DECICLOS
Pre-incubacion 95°C 10 min -
95°C 15 seg
Amplificacién 58°C 10 seg 40
72°C 20 seg
94°C 5 seg
Extensién 60°C 15 seg 1
97°C 15 seg
Enfriamiento 4°C 10 seg -

Tabla 12. Pardmetros para la realizaciéon de la PCR.

Los resultados obtenidos se normalizan acorde a los resultados obtenidos en las
amplificaciones del gen de expresion constitutiva “housekeeping” (GAPDH) empleado
como control de carga. Los datos obtenidos se traducen como el incremento o reduccién
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de la expresion de los genes analizados. Los resultados entre los animales lesion y
trasplantados, asi como los lesionados y sacrificados a distintos tiempos se comparan
entre si mediante el método de comparacion del umbral de ciclos (CT: Cycle threshold)
gue permite calcular la expresion relativa a cada gen. Los datos se consideran
significativos cuando hay amplificacion tanto en la muestra como en su duplicado y esta

es inferior a variaciones de * 0,5 ciclos.

3.8.3. Microarrays de expresion

Se aisla el tejido medular de cuatro animales diferentes para cada condicion
experimental del Experimento 2:

- TO: sin lesion, condiciones fisioldgicas.

- T1: 1 semana post-LM (fase aguda).

- T2: 2 semanas post-LM (fase sub-aguda).

- T4: 4 semanas post-LM (fase cronica).

- T8: 8 semanas post-LM (fase cronica).

La calidad del ARN se confirma mediante el Nano Bioanalyzer 6000 (Agilent

Technologies, Nano Bioanalyzer 6000, www.agilent.com). Se emplean un total de 500ng

para producir ARNc marcado con 3-CTP-Cyanine utilizando el kit Low RNA Input Linear
Amplification (Agilente Technologies, PLUS, One-Color, ref. 5188-5339, www.agilent.com)

acorde al protocolo especificado por la casa comercial.

Siguiendo el protocolo “One- Color Microarray-Based Gene Expression Analysis”
Version 5.5 (Agilent p/n 5188-5977), 3 Ig de ARNCc sefializado se hibrida con el kit Whole
Rat Genome Oligo Microarray (Agilent p/n G2519F-014879) que contiene 41,000p de
genes de rata. Los arrays se escanean en el scanner Agilent Microarray Scanner (Agilent
G2565BA) siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Los datos se extraen
mediante el software Agilent Feature Extraction Software 9.5.3 acorde al protocolo Agilent
protocol GE1-v5 95 Feb07 y QC Metric Set GE1_QCM_Feb07. El perfil genético se
clasifica acorde a los distintos niveles de expresion entre las diferentes condiciones
experimentales (trasplante agudo y sub-agudo de epSPCi y sélo lesion), y se asociado en
distintos perfiles acorde a funciones biolégicas utilizando la aplicacion FatiGO. FatiGO
convierte ambas listas de genes en dos listas de términos GO utilizando la
correspondiente tabla de asociacion gene-GO. Posteriormente se emplea el test de Fisher
para tablas de contingencia 2_2 para comprobar si existe sobre-expresion significativa de

los términos GO en una de las condiciones respecto a la otra. Se emplea un test de
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correccion multiple para realizar el recuento de las diversas hipétesis analizadas (una para

cada término GO).

Se emplean sondas TagMan de 75 reacciones (Life Technologies, TagMan PCR

Master Mix, www.lifetechnologies.com) (Tabla 13). Todas las amplificaciones se realizan

en el termociclador Light Cycler 480 de Roche.

GEN Forward Reverse pb
Bcl-2 | GGTGAACTGGGGGAGGATTG AGAGCGATGTTGTCCACCAG 102
LC3 | ATCATCGAGCGCTACAAGGG AGATGTCAGCGATGGGTGTG | 196
Atg 5| GACCACAAGCAGCTCTGGAT ACAGGACGGAACAGCTTCTG | 169
Atg 7 | TTCCTGTCAGCCTGGCATTT TCAGCAGCTTGGGTCTCTTG 169
Atg 12 AGAAACAGCCATCCCAGAGC CAGCCTTCAGCAGGATGTCA 104

Tabla 13. Sondas TagMan relacionadas con fendmenos de apoptosis y autofagia,
empleadas utilizando la técnica de RT y qPCR.

3.9. ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis de los resultados experimentales se utiliza el programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, CA, USA, www.graphpad.com). Todos los datos estan

expresados como promedio y desviacion estandar (SD). Mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov se analiza la distribucibn normal de las variables, y las diferencias entre los
distintos grupos mediante el test t de Student. Los resultados se consideran
estadisticamente significativos con p<0,05 con un intervalo de confianza del 95%. En los
resultados de los experimentos con los arrays de rata se emplean 4 animales por
condicion experimental y todas las condiciones experimentales son analizadas en un solo
ensayo. Los resultados de los experimentos in vitro son representados por el promedio de

3 ensayos distintos.
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Capitulo 4: RESULTADOS

NANOMEDICINA EN LESION MEDULAR

4.1. ESTUDIOS DE TOXICIDAD DE NANOCONJUGADOS DE CURCUMINA Y
POLIETILENGLICOL-POLIACETAL (PEG-PA)

Dada la escasa biodisponibilidad de la curcumina libre (Ma Z. et al. (2007); Kurien
B.T. et al. (2007); Safavy A. et al. (2007); Tsai T.H. et al. (2011)), en gran medida debido a
su naturaleza hidrofébica, estudios previos muestran diferentes técnicas de conjugacion
polimérica de curcumina, incluida su conjugacién con polietilenglicol (PEG) (Li J. et al.,
2009) o policaprolactona (Bansal S.S. et al., 2011). En este caso se muestra la actividad
de curcumina conjugada con polietilenglicol-poliacetal (PEG-PA_Curcumina: sintesis y
caracterizacion del conjugado, descrita en el Capitulo 3: Material y Métodos) que favorece
su solubilidad en medio acuoso y permite una liberacién controlada del principio activo en

medio ligeramente acido.
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Figura 50. Sintesis quimica del conjugado polimérico PEG-PA_Curcumina. PEG
(4000g/mol) y curcumina (1,2mmol) disueltos en 1,4-dioxano en una solucién de 4mg de acido p-
toluenesulfénico monohidrato (TSA, <99%) por mL de 1,4-dioxano. Finalmente se afladen 572uL
de di-etilenglicol divinil eter (DEGDVE, 3,5mmol) a la solucién para que la reaccién tenga lugar

(ver Material y Métodos).

El laboratorio de Polimeros Terapéuticos, tras realizar consecutivamente diversas
reacciones de sintesis (ver Capitulo tercero de Material y Métodos), se obtuvieron
diversos lotes de conjugados poliméricos con diferente carga en peso de principio activo:

1,8; 2,2; 3,8; 4,3y 5,7% de curcumina por 100 gramos de polimero (w/w).
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Previo al uso de los conjugados poliméricos en el tratamiento in vivo, se estudia la
toxicidad de los diferentes conjugados poliméricos en cultivos primarios de epSPCi. Se
realiza una curva dosis-respuesta incluyendo dosis del rango micromolar: 0,1; 0,25; 0,5;
0,75; 1; 2,5; 5y 10uM en equivalencia de concentracion del principio activo para cada uno
de los conjugados poliméricos de PEG-PA_Curcumina (1,8; 2,2; 3,8; 4,3y 5,7% w/w) y de
curcumina libre (Figura 51 a). Se observa en el ensayo de viabilidad, basado en la
medida del ATP intracelular total tras 24 horas de incubacion, que sélo las dosis més altas
de curcumina libre (10uM) resulta toxica (*<P 0,001, Figura 51 a y b). Se observa, tal y
como se habia descrito previamente (Lin M.S. et al., 2011; Hollborn M. et al., 2013), un
aumento en la viabilidad celular a concentraciones equivalentes de curcumina libre
inferiores a 1uM. El conjugado polimérico 3,8% w/w reproduce este perfil proliferativo a
bajas dosis sin inducir efectos toxicos a altas dosis (Figura 51 b), de modo que este

conjugado es el seleccionado para valorar su actividad in vivo, en el modelo de LM.

* P< 0,007

Curcumina libre

PEG-PA_CLurcumina 2,2% wihw
PEG-PA_Curcumina 1,8% wihn
600 PEG-PA_CUrcuming 3,8% whw
400 PEG-PA_Curcumina 4,3% i
200 @+ PEG-PA_Curcuming 5,7% wh

IRER N

% normalizado de viabilidad celular versus 0

= -
[+
L)
E-9
th
o

7 8 9 10 M

0 025 05 075

Curcumina {pM equivalentes de concentraciones)

90



* P2 0007
=B Curcumina libre
o
§ 600 =$= PEG-PA_Curcumina 3,8% wifw
¢ 400
=
e 200
]
5 140
©
et 130
=
% 120
% 110 _} ] !
g \ IS 1
S 100
o \}—\{\
o
[
N
™ 80 *
g 60
b 40
2 204 . . . v 4
0 026 05 o075 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N1
Curcumina {(pM equivalentes de concentraciones)
b

Figura 51. Viabilidad celular de epSPC en presencia de los conjugados poliméricos
de PEG-PA_Curcumina o curcumina libre: a) Andlisis de la viabilidad celular de epSPC frente a
todos los conjugados poliméricos y curcumina libre; b) Analisis de la viabilidad de epSPC frente al

conjugado de concentracién 3,8% w/w y curcumina libre.

4.2. ADMINISTRACION IN VIVO DE PEG-PA_CURCUMINA EN UN MODELO DE
LESION MEDULAR

Se propone utilizar el principio activo de la curcumina en el rescate de LMA en
ratas adultas en conjugacion con el polimero polietilenglicol-poliacetal (PEG-PA)
empleando una dosis Unica mediante cateterizacion intratecal, compuesto aprobado por la
organizacion americana de administracion de alimentos y medicamentos (FDA). El interés
de conjugar la curcumina con el PEG-PA radica en el mantenimiento de una cinética de
liberacion lenta y controlada del principio activo en la zona de la lesion. Aprovechando la
formacion del ambiente acido, se disefia la conjugacion polimérica de la curcumina con
PEG-PA (Figura 50): el ambiente &cido hidroliza las uniones acetal formadas en el
conjugado entre la curcumina y el PEG-PA, liberando la curcumina al medio. Asi mismo,
diversos componentes presentes en el medio extracelular tras la LM participan en la

degradacion quimica de estas uniones. Los procedimientos experimentales, tanto de la
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induccion de LM traumética por contusion severa como el tratamiento por cateterizacion

intratecal, se encuentran descritos en el Capitulo 3: Material y Métodos.

El experimento se llevo a cabo siguiendo el siguiente disefio experimental:

Toma de
imagenes en el

IVIS Spectrum
1.2 3 4 5
dia dias dias dias dias.
111
| l
| Test BBB | ‘
LM +

administracion
intratecal de

PEG-PA o SACRIFICIO
PEG_Curcumina-PA

Extraccion de proteina: analisis molecular Histologia

Figura 52. Procedimiento experimental de los experimentos in vivo sobre la

administracién intratecal de PEG-PA_Curcumina (grupo 1) y PEG-PA (grupo 2).

- Grupo 1: PEG-PA (Control; n=12): LM por contusion severa (250KDynes) y
administracion intratecal de PEG-PA.
- Grupo 2: PEG-PA_Curcumina (n=15): LM por contusion severa (250KDynes)

y administracion intratecal de PEG-PA_Curcumina (0,1mM).

4.2.1. Monitorizacion de la biodistribucion del conjugado polimérico PEG-PA-
Cyanine_Curcumina

La conjugacion covalente del fluor6foro Cyanine 5.5 (Cy 5.5) al polimero PEG-
PA Curcumina (tal y como se describe en el Capitulo 3: Material y Métodos) permite
monitorizar la biodistribucion del compuesto in vivo mediante el dispositivo IVIS Spectrum

(Figura 53). Se toman registros e imagenes durante los 5 dias posteriores a la cirugia:
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Figura 53. Toma de imégenes en el IVIS Spectrum®. a) Imagen de un animal a TO
(inmediatamente después de la administracion de PEG-PA-Cy5.5_Curcumina). b) Imagen tomada
a T1 (24h tras la administracion del compuesto). c) Imagen tomada a T2 (48h post-cirugia). d)
Imagen tomada a T3 (72h después de la administracion de PEG-PA-Cy5.5 Curcumina). e)
Imagen tomada a T4, 5 dias tras la cirugia.

Todas las medidas (a tiempo 0 (T0), 24h (T1), 48h (T2), 72h (T3) o 120h (T4) tras
LM y tratamiento) se toman tras retirar el catéter y con la incision ya cerrada.

- TO: inmediatamente después de administrar el compuesto PEG-PA-
Cy5.5_Curcumina intratecalmente a nivel de T13. La sefal emite alta intensidad en la
zona de administracion a nivel de T13 (a).

- T1: 24h post-cirugia. Se observa que la sefial emitida por el compuesto ha
migrado cranealmente, diferencidndose dos puntos de alta intensidad (la zona de
inoculacion a nivel de T13 y la zona de lesion a nivel de T8). También se observa una
sefial mas débil que une ambos puntos a lo largo de la médula espinal que se interpreta
como los restos de fluoréforo del compuesto durante su migracion hacia la zona craneal
de la médula (b).

- T2: 48h post-cirugia. Se siguen observando los dos cumulos de compuesto con
gran intensidad en las zonas de lesion e inoculacion (c).

- T3: 72h post-cirugia. Se observa que la intensidad de la sefial en los dos camulos

decrece (d) hasta desaparecer totalmente a los 5 dias (T4) tras la cirugia (e).

4.2.2. Analisis de larecuperacion funcional locomotriz.

El test BBB (D.M. Basso, M.S. Beattie and J.C. Bresnahan, 1995) es empleado
extensamente en la literatura cientifica como escala para valorar la funcionalidad motora
en campo abierto. Este test es ampliamente utilizado tras lesiones que comprometen la
capacidad locomotora a nivel del sistema nervioso central (SNC) o periférico (SNP),
predominando su aplicacion tras lesiones medulares. Los animales se graban con una

camara de video durante 5 minutos 2 veces por semana para evaluar su recuperacion
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funcional. Las grabaciones y su posterior analisis se realizan de forma ciega. Los
resultados del presente estudio revelan que la administracion intratecal de PEG-
PA_Curcumina mejora significativamente (***<P 0,0001) la actividad locomotora tras LM
cuando se compara con la administracion del vehiculo (PEG-PA) desde la primera
semana tras el tratamiento (Figura 54): Los animales tratados con PEG-PA_Curcumina
(n=15), frente a los animales control (PEG-PA) (n=12) presentan una mayor recuperacion
funcional una semana tras la LM (8 puntos frente a 5, en promedio, respectivamente). Asi
mismo, los animales tratados con el compuesto PEG-PA_ Curcumina muestran una
mejora exponencial que llega a situarse en promedio en 12 puntos en la ultima semana
del experimento, frente a los tratados con el vehiculo que durante la segunda y tercera
semana se mantienen en 6 puntos que muestra, a la cuarta semana, una tendencia en la

mejora de la recuperacion funcional llegando a 8 puntos.

154 ook sk

Escala BBB

Semanas tras LM

& PEG-PA_Curcumina (n=185)
-8- PEG-PA {n=12)

= P <0,0001

Figura 54. Test BBB. El compuesto PEG-PA_Curcumina acelera la recuperacion de la

actividad locomotriz tras LM.

Desde la segunda semana tras la cirugia, los animales son sometidos a
rehabilitacion activa 1 minuto en la cinta andadora (Treadmill) a 9cm/s de velocidad, la
cual se mantiene constante durante toda la sesion de rehabilitacion. A medida que la
actividad locomotora de los animales mejora, se incrementa la dificultad de la prueba
hasta mantener una actividad locomotora del tracto trasero constante a 11cm/s durante 3
minutos. Existe un paralelismo entre la capacidad locomotriz que presentan los animales

en la cinta andadora y la recuperacion funcional evaluada mediante el test BBB.
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4.2.3. Estudios morfolégicos.

Tras LM, se activan procesos de muerte celular en el lugar de la lesion derivados,
entre otros, de la neuroinflamacion que tiene lugar inmediatamente tras LM (ver
Introduccion). Esta muerte celular favorece la formacion de cavidades/quistes en el lugar
de la lesion y puede examinarse en el tejido post-mortem procesado histolégicamente con
tinciones neuroanatdmicas del tejido medular.

Los animales destinados al estudio histolégico se sacrifican mediante perfusion con
PFA 4% (ver Material y Métodos) y tras la diseccién del tejido medular se observan
diferencias macroscopicas en la zona de lesién entre ambos grupos experimentales; la
zona de lesibn en los animales tratados con PEG-PA Curcumina resulta
macroscopicamente mas fina que la de los animales tratados con el vehiculo (PEG-PA)
(Figura 55), y sin embargo se observa un crecimiento de tejido en el epicentro de la lesion
en los animales tratados con el polimero que no ocurre en las médulas de los individuos

control:
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Figura 55. Andlisis macroscépico: a) Médula representativa de las muestras de animales
tratados con PEG-PA_Curcumina; b) Médula representativa de las muestras de animales tratados
con PEG-PA.

En el estudio histolégico del tejido medular se realizan 8 mediciones del espesor de
este cada 0,5mm a lo largo de 8mm de tejido (ver Material y Métodos) (Figura 56 a). El
grafico (Figura 56 b) muestra una tendencia en el espesor del epicentro de la lesion de
los animales tratados con el vehiculo PEG-PA a ser mayor que el de los animales tratados

con PEG-PA_Curcumina:
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Figura 56. Analisis de los espesores del epicentro de la lesién en animales PEG-
PA_Curcumina y PEG-PA: a) Esquema del método de medicién de los espesores medulares; b)
Grafico representativo de los espesores medulares de los animales tratados con PEG-
PA_Curcumina y PEG-PA.

Tras la tincién con Hematoxilina-Eosina (4X), se observa de forma cualitativa que
las muestras de los animales tratados con PEG-PA_Curcumina mantienen mejor

preservado el tejido medular tras la LM y que los animales control (Figura 57):

PEG-PA_Curcumina
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Figura 57. Tincion de Hematoxilina-Eosina del epicentro de la lesién: a) Muestra
representativa de los animales tratados con PEG-PA_Curcumina; b) Muestra representativa de los
animales tratados con PEG-PA.

El epicentro de la lesion de las médulas tratadas con PEG-PA_Curcumina (Figura
58 a) muestra una preservacion significativamente mayor (P<0,01) del tejido medular
evidenciada por un menor nimero y area total de quistes que en los individuos control
(Figura58 by c).
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Figura 58. Cuantificacion del area de quites/cavidades tras LM: a) Detalle del epicentro
de la lesion (10x); b) Representacion gréfica de la cuantificacion del area de quistes total.
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4.3. LA ADMINISTRACION INTRATECAL DE PEG-PA _CURCUMINA TRAS LM
INDUCE NEUROPROTECCION.

En primer lugar, se plantea investigar la capacidad neuroprotectora y reguladora de
la plasticidad neuronal (Zhang L. et al., 2014) de la curcumina defendida previamente por
otros autores (Wu J. et al., 2013; Liu Z. et al., 2013; Meng J. et al., 2014). Para ello se
establece una valoracion de los marcadores relacionados con la formacion de la cicatriz
glial (GFAP como marcador de astrocitos y NG2 como marcador de precursores de
oligodendrocitos) y células neurales (B-Tubulina y Nestina) en muestras medulares de
animales sacrificados 4 semanas tras la LM y tratamiento. Los resultados muestran que
las médulas derivadas de animales tratados con el compuesto PEG-PA_Curcumina
presentan una menor sefial de GFAP que se traduce en una menor area de cicatriz que
en los animales tratados con el vehiculo y, ain mas relevante, con una mayor expresion
de B-Tubulina (que se interpreta como una mayor preservacion del tejido neural) cuando
se comparan con los animales control (PEG-PA) (Figuras 59 a 63).

PEG-PA_Curcumina
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PEG-PA_Curcumina

Figura 59. Andlisis por inmunofluorescencia de las proteinas GFAP (rojo), B-Tubulina
(verde) y DAPI (azul: marcador nuclear): a) Muestra representativa del grupo tratado con PEG-
PA_Curcumina (10x); b) Muestra representativa del grupo tratado con PEG-PA (10x); c) Detalle de

la imagen a) a 40x; d) Detalle de la imagen b) a 40x.

Las muestras analizadas corresponden al epicentro de la lesion de animales
sacrificados 4 semanas tras LM y tratamiento de PEG-PA_Curcumina o PEG-PA. Las
imagenes estdn tomadas al microscopio confocal (10x). Los nucleos celulares estan
marcados con DAPI (azul). En la muestra representativa del grupo tratado con PEG-
PA Curcumina (Figura 59 a) se observa que la zona GFAP (rojo) rodea Unicamente el
epicentro de la lesién (delimitado por punteado blanco) donde se observa mayor nUmeros
de fibras neurales marcadas con B-Tubulina (verde). Tal y como se observa en la imagen
representativa del total del grupo control (Figura 59 b) existe mas tejido cicatricial
(marcado en rojo por la deteccion de GFAP) tanto en el epicentro como alrededor de este
y el marcaje de B-Tubulina (verde) es mas escaso y no se observan proyecciones
neurales (el marcaje se concentra en el epicentro de la lesién, delimitado por punteado

blanco), a diferencia de lo que ocurre en los animales tratados con el polimero.

El area GFAP negativa, como indice de la extension de la cicatriz glial, de cada
muestra se analiza mediante el software Image J tal y como se describe en el Capitulo 3:
Material y Métodos. El grafico a de la Figura 60 representa el porcentaje del area GFAP

negativa normalizada en las muestras representativas de animales tratados con PEG-
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PA_ Curcumina (n=11) frente a aquellos tratados con el vehiculo (PEG-PA (n=12)). A
pesar de que no existen diferencias significativas entre ambos grupos, los animales
tratados con el vehiculo muestran una tendencia a un mayor porcentaje de area GFAP
negativa (11,71% +5,99SD) respecto al area total de la médula frente a los animales
tratados con el polimero (7,00% £3,31SD), lo que se traduce en una tendencia una mayor
formacion de la cicatriz glial en los animales control (PEG-PA). Por otra parte, se analiza
el area B-Tubulina positiva de ambos grupos (gréfico b, Figura 60) y se observa un mayor
porcentaje significativo (P<0,03) de area B-Tubulina positiva en el grupo PEG-
PA_ Curcumina (16,95% £7,13SD) que en el grupo control (9,77% 6,36SD), lo que
amplifica las diferencias entre ambos grupos y se interpreta como una mayor preservacion
del tejido neuronal y por lo tanto de la capacidad neuroprotectora del complejo PEG-

PA_Curcumina.
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Figura 60. Representacion grafica de la cuantificacion del area B-Tubulina positiva
(a) y del area GFAP negativa (b) en animales tratados con PEG-PA_Curcuminay PEG-PA.
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Adicionalmente al estudio inmunohistoquimico, se realiza ademas un analisis
mediante Western Blotting de las proteinas GFAP y B-Tubulina en muestras de animales
tratados con PEG-PA_Curcumina o PEG-PA y sacrificados a distintos tiempos (2 o 4
semanas tras LM para ambas condiciones experimentales) y se analiza la densitometria
de las bandas correspondientes a cada proteina empleando el software Image J (Figura
61).
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Figura 61. Andlisis de la expresiéon de las proteinas GFAP y B-Tubulina Tubulina en
animales tratados con PEG-PA_Curcumina o PEG-PA y sacrificados a 2 o0 4 semanas tras
LM: a) Imagenes representativas de ambos grupos del andlisis por Western-Blotting SDS-Page de
GFAP y B-Tubulina; Analisis densitométrico de las bandas obtenidas tras Western-Blotting de (-
Tubulina (b) y GFAP (c) normalizadas respecto a la expresion de -Actina en animales tratados
con PEG-PA_Curcuminay PEG-PA y sacrificados a 2 semanas tras LM y 4 semanas tras LM (d y

e, respectivamente).
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En el andlisis por Western-Blotting el control de carga se efectia mediante el
estudio de la expresiéon de B-Actina como gen de expresidon constitutiva. Los resultados
muestran que el compuesto PEG-PA_Curcumina tiene un efecto neuroprotector sobre el
dafo secundario derivado de la LM a partir de 2 semanas tras la LM y el tratamiento. La
proteina GFAP se expresa significativamente (P<0,002) més en los animales control
(PEG-PA) que en los animales tratados con el polimero conjugado con curcumina 2
semanas tras la LM (Figura 61 c) y a 4 semanas tras LM existe una tendencia, aunque no
significativa, de este resultado (Figura 61 b). Por otra parte, los animales tratados con
PEG-PA_Curcumina muestran una expresion significativamente (P<0,01) mayor de -
Tubulina que los animales control cuando son sacrificados 2 semanas tras la LM (Figura
61 b). A partir de 4 semanas tras la cirugia y el tratamiento, existe una tendencia a una
mayor expresion de p-Tubulina entre los animales tratados con el polimero y los animales
tratados con el vehiculo, siendo mayor la expresiéon en los animales PEG-PA_Curcumina
(Figura 61 c), hallazgo que indica la capacidad neuroprotectora del compuesto.

Ademas de establecer un analisis de la cicatriz glial tras LM mediante GFAP, se
analiza también la expresion del proteoglicano condroitin sulfato NG2 (en amarillo) como
marcador de precursores de oligodendrocitos (Mitigue D.M. et al., 2006; Botero L. et al.,
2013) junto con B-Tubulina (en verde) (Figura 62):

PEG-PA_Curcumina

PEG-PA

Figura 62. Analisis por inmunofluorescencia de la expresion de las proteinas NG2

(rojo), B-Tubulina (verde) y DAPI (azul: marcador nuclear): a) Muestra representativa de los
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animales tratados con PEG-PA_Curcumina (10x); b) Muestra representativa de los animales

tratados con PEG-PA; c) Detalle de la imagen a) a 40x; d) Detalle de la imagen b) a 40x.

Las muestras analizadas corresponden al epicentro de la lesion de animales
sacrificados 4 semanas tras LM. Las iméagenes son tomadas al microscopio confocal. En
ambas muestras representativas de los dos grupos experimentales (PEG-PA_Curcumina
y PEG-PA) se observa que el marcaje de NG2 (proteoglicano condroitin sulfato, en
amarillo) se encuentra por toda la muestra y que en los animales tratados con PEG-
PA_Curcumina se entremezcla con la sefal de B-Tubulina (verde) que muestra mayor
intensidad que en el grupo PEG-PA. Esto sugiere que existe presencia de precursores de
oligodendrocitos y por tanto, debido a su funcién en la formacion de las vainas de mielina

que recubren los axones, actividad neuroprotectora.

Para validar los resultados se realiza ademas un analisis mediante Western Blotting
de las proteinas NG2 y Nestina (precursor neuronal) a partir de extractos proteicos totales
de muestras de animales tratados con PEG-PA_Curcumina o PEG-PA sacrificados a

distintos tiempos (2 0 4 semanas tras LM ambas condiciones experimentales) (Figura 63).
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Figura 63. Andlisis de la expresion de las proteinas NG2 y Nestina en animales
tratados con PEG-PA_Curcumina o PEG-PA y sacrificados a 2 o0 4 semanas tras LM: a)
Iméagenes representativas de ambos grupos del analisis por Western-Blotting SDS-Page de NG2 y
Nestina; Analisis densitométrico de las bandas obtenidas tras Western-Blotting de NG2 y Nestina
normalizadas respecto a la expresion de ($-Actina en animales tratados con PEG-PA_Curcumina y
PEG-PA y sacrificados a 2 semanas tras LM (b) y 4 semanas tras LM (c).
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En el analisis por Western-Blotting el control de carga se efectia mediante
cuantificacion de la expresion de [(-Actina. Los resultados sugieren que el compuesto
PEG-PA_Curcumina posee un efecto neuroprotector 2 semanas tras la LM vy el
tratamiento. Ambas proteinas (NG2 y Nestina) se expresan significativamente (P<0,05 y
P<0,01, respectivamente) mas en los animales tratados con el polimero conjugado con
curcumina que en los animales control (Figura 64 b). Mientras que a las 4 semanas tras

LM existe una tendencia, aunque no significativa, de este resultado (Figura 64 c).

4.4. LA ADMINISTRACION INTRATECAL DE PEG-PA CURCUMINA TRAS LM
REDUCE LA APOPTOSIS

La curcumina ha mostrado con anterioridad actividad anti-apoptoética (Woodbury-
Farina M. et al., 2013). En el tejido medular tras LM esta actividad se activa desde las
primeras fases tras la lesiébn en un proceso de muerte celular por apoptosis de todos los
tipos celulares, incluidos neuronas, oligodendrocitos y precursores neurales (Freire M.A.,
2012). En las muestras representativas del epicentro de la lesién de animales sacrificados
4 semanas tras LM de ambas condiciones experimentales, se observa que la expresion
de Caspasa-9 (proteina iniciadora de la cascada apoptética, en rojo y amarillo) es menor
en las muestras de animales tratados con PEG-PA_Curcumina (Figura 64 a) y esta
aparece limitada Unicamente al epicentro de la lesibn como se puede apreciar en el
detalle de las imagenes a 40x (Figura 64 c). Por el contrario, en la imagen representativa
del grupo control (Figura 64 b), se observa un marcaje intenso de Caspasa-9 (rojo y
amarillo), indicativo de actividad apoptética, en el epicentro de la lesion que se torna mas
débil en las zonas circundantes (indicado en la imagen con flechas) (detalle a 40x en la
Figura 64 d). Las imagenes de inmunofluorescencia son tomadas al microscopio

confocal.

PEG-PA_Curcumina
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PEG-PA_Curcumina

PEG-PA

Figura 64. Analisis por inmunofluorescencia de la expresién de la proteina Caspasa-
9 (en rojo) y DAPI (en azul: marcador nuclear). a) Muestra representativa de los animales
tratados con PEG-PA_Curcumina (10x); b) Muestra representativa de los animales tratados con
PEG-PA (10x); c) Detalle de la imagen a) a 40x; d) Detalle de la imagen b) a 40x.

Se realiza un analisis cuantitativo del porcentaje de marcadores de Caspasa-9
presentes en las muestras analizadas por inmunofluorescencia para cuantificar los
hallazgos observados al microscopio. Tal y como muestra el grafico (Figura 66), existen
diferencias significativas (P<0,001) entre los porcentajes de marcadores de Caspasa-9
entre los animales tratados con PEG-PA y PEG-PA_Curcumina: el porcentaje es mayor
en los animales control y por lo tanto el polimero PEG-PA_Curcumina posee capacidad

anti-apoptética tras LM.
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Figura 65. Representacion grafica de la cuantificacién de la expresion de Caspasa-9.

Ademas, el analisis mediante Western Blotting de la proteina Caspasa-9 en
muestras de animales tratados con PEG-PA Curcumina o PEG-PA sacrificados a
distintos tiempos (2 o 4 semanas tras LM para ambas condiciones experimentales)

(Figura 66), valida los resultados obtenidos en el estudio inmunohistoquimico.
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Figura 66. Analisis de la expresién de la proteina Caspasa-9 en animales tratados
con PEG-PA_Curcumina o PEG-PA y sacrificados a 2 0 4 semanas tras LM: a) Imagenes
representativas de ambos grupos del andlisis por Western-Blotting SDS-Page de Caspasa-9;
Andlisis densitométrico de las bandas obtenidas tras Western-Blotting de Caspasa-9 normalizadas
respecto a la expresiéon de B-Actina en animales tratados con PEG-PA_Curcumina y PEG-PA y

sacrificados a 2 semanas tras LM (b) y 4 semanas tras LM (c).

El control de carga se efectua mediante el analisis de la expresion de B-Actina. Los
resultados muestran que existen diferencias significativas (P<0,01) en la presencia de la
proteina Caspasa-9 en ambos grupos 4 semanas después de la LM: en los animales
tratados con el vehiculo (PEG-PA) la presencia de Caspasa-9 es superior a la de los
animales tratados con PEG-PA_Curcumina (8,53px? frente a 0,51px?, respectivamente), al
contrario de lo que ocurre 2 semanas post-LM (2,46px® en controles frente a 7,94px* en
animales tratados con el compuesto). Estos hallazgos permiten elucidar que la cascada
apoptoética ocurre durante las dos primeras semanas tras la LM y que el efecto del
compuesto PEG-PA_Curcumina disminuye significativamente el proceso apoptético una

vez pasado ese tiempo, a las 4 semanas tras LM.

4.5. LA ADMINISTRACION INTRATECAL DE PEG-PA _CURCUMINA TRAS LM
REDUCE EL COMPONENTE INFLAMATORIO.

La curcumina es conocida por su potente efecto antiinflamatorio. Su eficacia para
prevenir la neuroinflamacion y asi la neurodegeneracion mediante administracion oral ha
sido defendida por diversos autores (Virmani A. et al., 2013; Borre Y.E. et al., 2013;

Tegenge M.A. et al., 2014). En el presente estudio se analiza la capacidad antiinflamatoria
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de la curcumina administrada localmente mediante cateterizacion intratecal tras LM y su
actividad sobre células de la microglia y macrofagos. Se realiza un analisis
inmunohistoquimico de la microglia, por el marcador IBA1, y la presencia de macrofagos
mediante ED1 (Figura 67).

PEG-PA_Curcumina

PEG-PA_Curcumina

Figura 67. Andlisis por inmunofluorescencia de la expresion de las proteinas ED1 (en
verde) e IBA1 (en rojo): a) Muestra representativa de los animales tratados con PEG-
PA_Curcumina (10x); b) Muestra representativa de los animales tratados con PEG-PA (10x); c)
Detalle de la imagen a) a 40x; d) Detalle de la imagen b) a 40x.

Las muestras analizadas corresponden al epicentro de la lesion de animales
sacrificados 4 semanas tras LM. Las imagenes, representativas de cada grupo
experimental, son tomadas al microscopio confocal. La intensidad de la sefial de IBA1
(rojo), marcador de microglia, en la muestra representativa del grupo control se distribuye
por toda la zona de la lesiébn aunque se observa una mayor concentracion en el epicentro
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(Figura 67 b). El marcaje de ED1 (verde), marcador de macrofagos, en las muestras
representativas del grupo tratado con PEG-PA se reduce Unicamente al epicentro de la
lesion. En la muestra que representa los animales tratados con PEG-PA_Curcumina
(Figura 67 a) se aprecia un marcaje menos intenso de IBA1 y aparece limitado solamente
en el epicentro de la lesion. La sefializacion de ED1 (en verde) es practicamente
inapreciable y se encuentra concentrada soélo en el epicentro. Los hallazgos sugieren que
la administracion local en el lugar de la LM del complejo PEG-PA_Curcumina posee
actividad antiinflamatoria: limita los procesos de activacion de células inflamatorias como

los macrofagos y los fendmenos de fagocitosis tras LM.

El analisis mediante Western Blotting de la proteina ED1 en muestras de animales
tratados con PEG-PA Curcumina o PEG-PA sacrificados a distintos tiempos (2 o 4
semanas tras LM para ambas condiciones experimentales) (Figura 69) respalda los

resultados inmunohistoquimicos:
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Figura 68. Analisis de la expresion de la proteina ED1 en animales tratados con PEG-
PA_Curcumina o PEG-PA y sacrificados a 2 o 4 semanas tras LM: a) Imagenes
representativas de ambos grupos del analisis por Western-Blotting SDS-Page de ED1; Analisis
densitométrico de las bandas obtenidas tras Western-Blotting de ED1 normalizadas respecto a la
expresion de B-Actina en animales tratados con PEG-PA_Curcumina y PEG-PA y sacrificados a 2

semanas tras LM (b) y 4 semanas tras LM (c).

El control de carga se efectua mediante B-Actina. Los resultados muestran que
apenas existen diferencias en la expresion de ED1 entre ambas condiciones
experimentales 2 semanas tras LM: se observa una tendencia en que el componente
inflamatorio en los animales tratados con el compuesto es ligeramente mayor que en los
animales tratados con PEG-PA. Por otra parte, a partir de las 4 semanas post-LM, existen
diferencias significativas (P<0,05) entre ambas condiciones experimentales, siendo la
presencia de macrofagos significativamente mayor en los animales control que en los

animales tratados con PEG-PA_Curcumina.

TERAPIA CELULAR EN LESION MEDULAR

46. EL TRASPLANTE SUB-AGUDO DE epSPCi TRAS LM FAVORECE LA
RECUPERACION FUNCIONAL.

Los antecedentes de nuestro grupo muestran que el trasplante agudo de células
ependimarias con capacidad multipotente derivadas de animales adultos, habiendo sufrido
una lesidbn medular, rescatan la pérdida de actividad neurolégica con recuperacion

funcional locomotora (Moreno V. et al., 2009). Actualmente, los protocolos clinicos de
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actuacion en caso de lesion medular priorizan la estabilizacion del paciente previamente a
la aplicacion del tratamiento. En 1957, Peter Safar describi6 el protocolo de estabilizaciéon
ABC (A: Airway, via aérea; B: Breathing, respiracion; C: Circulation, circulacion) que hoy
en dia se sigue empleando. Esto implica que el tratamiento de la LM no se realizaria
inmediatamente tras el trauma, sino que transcurre cierto tiempo (con variabilidad entre
los pacientes) hasta poder instaurar el tratamiento: por lo tanto, la realidad clinica actual
es gue las LM son tratadas en su fase sub-aguda. Dado que la LM sub-aguda va a ser el
escenario mas frecuente en la préactica clinica, y acorde a los resultados obtenidos con el
trasplante agudo de epSPCi, se plantea realizar un estudio sobre la recuperacion

funcional de la actividad neurolégica tras trasplante sub-agudo de epSPCi.

4.6.1. Trasplante de epSPCi en un modelo de LM sub-aguda

Se realiza el trasplante de epSPCi acorde a lo descrito en el articulo de Moreno V.
et al.,, 2009, aunque en este caso se realiza el trasplante una semana tras LM (ver
Capitulo 3: Material y Métodos). Desde la primera semana post- trasplante hasta la ultima
semana del experimento (semana 6) se analiza la recuperacion funcional a nivel
locomotor de los animales trasplantados en fase sub-aguda y no trasplantados (sélo

lesionados) en un campo abierto y aplicando la escala BBB (Figura 69).
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Figura 69. Test BBB. El trasplante sub-agudo con epSPCi acelera la recuperacion
funcional de la actividad locomotriz tras LM.

Los animales habiendo recibido trasplante celular en fase sub-aguda de epSPCi

mejoran significativamente (P<0,05) tras la primera semana post-trasplante (con una
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media de 6,4 puntos y £1,89SD en los animales trasplantados frente a una media de 2,3
puntos en los individuos control con +£1,62SD). Durante la segunda semana tras el
trasplante, la significatividad en las diferencias entre ambos grupos se incrementa a
P<0,0001: con una media de 8,2 puntos y +1,20SD en animales trasplantados y 6,1 con
+2,48SD en los animales trasplantados. Durante la cuarta semana post-trasplante las
diferencias siguen siendo significativas (P<0,05) con una media de 8,3 puntos y +1,25SD
en animales trasplantados frente a 6,8 puntos y +1,69SD en animales control.

Sin embargo, a diferencia de los resultados observados en los antecedentes del
grupo (Moreno V. et al., 2009) entre los animales trasplantados en fase aguda y no
trasplantados donde las diferencias permanecen significativas entre ambos grupos hasta
el fin del experimento en la sexta semana (P<0,05), en el caso del trasplante sub-agudo,
las diferencias entre los animales trasplantados y no trasplantados son significativas
durante las cuatro primeras semanas del experimento, existiendo en la quinta y sexta
semana una tendencia a una mejor recuperacion funcional en los animales trasplantados
(con una media de 8,3 puntos y +1,74SD para los trasplantados frente a 7,1 y £1,05SD en
los no trasplantados durante la quinta semana tras LM; y una media de 9 puntos con

+1,5SD en trasplantados y una media de 8 puntos con +1,06SD en los control).

4.6.2. Cambios morfolégicos.

Para estudiar los mecanismos de accion a través de los cuales el trasplante sub-
agudo de epSPCi favorece la recuperacion funcional, se analizan los cambios
morfolégicos tras sacrificio a las 6 semanas post-LM en el tejido medular diseccionado y
fijado de los animales trasplantados y control (s6lo lesionados) (Figuras 70 a 72).
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Figura 70. Analisis macroscépico: Médula representativa de las muestras de animales
con a) trasplante sub-agudo de epSPCi y b) control.
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Figura 71. Analisis de los espesores del epicentro de la lesibn en animales con
trasplante sub-agudo de epSPCi y control: Serie de cortes de médula representativa de las
muestras de a) animales trasplantados y b) control; ¢) Esquema del método de medicion de los
espesores medulares; d) Gréfico del resultado de la cuantificacion de los espesores medulares de
los animales con trasplante sub-agudo de epSPCi y control en el area sefialada en las imagenes.

Los resultados representados en la grafica (Figura 71 d) no muestran diferencias
significativas en el espesor medular de las muestras representativas de los grupos de

trasplante sub-agudo y control.

Para analizar la preservacion del tejido medular entre los animales con trasplante
sub-agudo de epSPCi y los animales control se cuantifica el nimero de quistes en
diversas muestras representativas de cada condicibn experimental (Figura 72) (ver

método de cuantificacion en el Capitulo 3: Material y Métodos).
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Figura 72. Cuantificacion del porcentaje (a) y del area de quites/cavidades (b) en

animales con trasplante agudo de epSPCi y animales control.
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Los resultados muestran que el porcentaje de quistes es significativamente mayor
(P<0,005) en los animales control cuando los comparamos con aquellos que han recibido
trasplante sub-agudo de epSPCi (Figura 72 a). Sin embargo, los resultados del area total
de quistes/area total de la médula de los animales trasplantados no muestran diferencias
significativas frente al grupo control (Figura 72 b) ya que el tamafio de los
quistes/cavidades en las muestras representativas de los individuos trasplantados poseen

un tamafio mayor al grupo control.

4.6.3. Analisis inmunohistoquimico.

Los antecedentes del grupo (Moreno V. et al., 2009) demuestran la capacidad
neuroprotectora del trasplante de células epSPCi en fase subaguda. Por ello se establece,
tras el trasplante sub-agudo de epSPCi, una valoracion de los marcadores relacionados
con la formacién de la cicatriz glial (GFAP como marcador de astrocitos), células neurales
(B-Tubulina) y células epSPCi trasplantadas (GFP positivas) en muestras medulares de
animales con trasplante sub-agudo de epSPCi y en animales control.

Tras el andlisis inmunohistoquimico, se observa que en las muestras de animales
trasplantados en fase sub-aguda con epSPCi, las células trasplantadas (GFP) migran
hacia la zona de la lesion. Las células GFP migran al menos 2mm desde las zonas de
trasplante, rostral y caudal a la lesién, acompafiando a los axones incluso a través de la

cicatriz glial (Figura 73).

Trasplante sub-agudo

Control
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Figura 73. Anadlisis por inmunofluorescencia de las proteinas GFAP, B-Tubulina y
GFP (epSPCi) : a) Muestra representativa de las médulas trasplantadas en fase sub-aguda con
células epSPCi (GFP, verde; B-Tubulina en azul y GFAP en rojo) (10x); b) Muestra representativa
de las médulas control (B-Tubulina en verde y GFAP en rojo) (10x); c) Detalle de la imagen a) a
40x; d) Detalle de la imagen b) a 40x.

Las muestras analizadas corresponden al epicentro de la lesion de animales con
trasplante sub-agudo de epSPCi y animales control. Las imagenes estan tomadas al
microscopio confocal (10x). En la muestra representativa del grupo trasplantado (Figura
73 a) se observa menor marcaje de GFAP (rojo) indicativo de tejido cicatricial (cicatriz
glial) al compararla con la muestra representativa del grupo control (sefialado con flechas
blancas, Figura 73 b). Por otro lado, en el centro del tejido de la muestra representativa
de trasplante sub-agudo se observa también marcaje verde indicativo de presencia de
células GFP. En la imagen que muestra en detalle el epicentro de la lesién de la muestra
representativa de los animales trasplantados (Figura 73 c¢) se observa el amplio marcaje
de células GFP (verde) que han migrado desde las zonas rostral y caudal a la lesion. Por
el contrario, en la imagen que muestra una ampliacién del epicentro de la lesién de la
muestra representativa de animales control (Figura 73 d) se observa el marcaje nuclear
(azul) y una mayor proporcion de marcaje rojo (GFAP) respecto a los animales

trasplantados.

El area GFAP negativa, como indice de la extension de la cicatriz glial, de cada
muestra se analiza mediante el software Image J tal y como se describe en el Capitulo 3:
Material y Métodos. El grafico a de la Figura 74 representa el porcentaje del area GFAP
negativa normalizada en las muestras representativas de animales trasplantados frente a
los animales control. Los resultados de la cuantificacion del area GFAP negativa no

muestra diferencia significativas entre ambas condiciones experimentales:
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Figura 74. Representacion gréfica de la cuantificacién del area GFAP negativa en
animales con trasplante sub-agudo de células epSPCi y animales control.

4.7. EL TRASPLANTE SUB-AGUDO DE epSPCi TRAS LM PRODUCE CAMBIOS EN
LA EXPRESION GENICA.

4.7.1. Estudio comparativo a nivel transcripcional en el modelo de trasplante agudo
y sub-agudo.

Con el fin de esclarecer el mecanismo implicado en la actividad reparadora en el
modelo de trasplante en fase aguda (inmediatamente tras LM) o en fase sub-aguda (1
semana tras LM), asi como las diferencias entre cada modelo de trasplante, se realiza un
ensayo de estudio de expresion masiva empleando micro-arrays conteniendo el total del
genoma de rata. La totalidad del ARN de areas lesionadas equivalentes entre si, de 4
animales por grupo, se retrotranscriben e hibridan con el genoma completo de rata.

Ademads, en el estudio se incluye ARN de tejido medular de los segmentos
toracicos que incluyen la zona de LM (ver Capitulo 3: Material y Métodos) de cuatro
animales para cada condicion experimental a distintos tiempos tras LM: animales control
sin LM (TO), sacrificados en fase aguda (T1, 1 semana post-LM), sub-aguda (T2, 2
semanas post-LM) y cronica (T4 y T8, 4 y 8 semanas tras LM, respectivamente), asi como
de animales trasplantados en fase aguda (TP1, inmediatamente tras LM) y sub-aguda
(TP2, 1 semana tras LM) (Figura 75).
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Figura 75. Esquema del procedimiento experimental.

El estudio bioinformatico se realizdé en colaboracién con el Laboratorio de Biologia
de Sistemas, del departamento de Bioinformética, liderado por el Dr. Joaquin Dopazo. Se
estudiaron los cambios de expresién génica (tanto incremento de la expresién génica o
up-regulation como el descenso de la misma o down-regulation) a cada tiempo indicado
tras LM en comparacion con el grupo control aquellos genes estadisticamente diferentes
entre los grupos comparados.

Se agruparon en distintos grupos funcionales mediante la aplicacién FatiGO. Entre
los grupos funcionales encontrados se seleccionan aquellos de mayor consistencia entre
los grupos, como aquellos relacionados con la activacion de la respuesta inmune y la
induccion de apoptosis, necrosis y autofagia (resultados globales incluidos en el siguiente

enlace:

4.7.2. Analisis de los procesos de apoptosis y autofagia.

Para la validacion de los resultados obtenidos en el micro-array se estudiaron
individualmente, por PCR cuantitativa, aquellos genes incluidos en el grupo funcional
relacionado con autofagia, significativamente inducido tras LM: Atg5, Atg7, Atgl2, Bcl2 y
LC3 (Figuras 76y 77).

Atg5 no mostré diferencias significativas tras LM y los grupos trasplantados tanto
en fase aguda como en fase sub-aguda reducen sus niveles con respecto a sus controles.
La expresion de Atg7 disminuye significativamente en los animales lesionados al

compararla con la de los animales control, y el trasplante sub-agudo de epSPCi
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incrementa su expresion de forma significativa (P<0,005) en comparacién con los
animales sacrificados en estadio sub-agudo.

La expresion de Atgl2 se reduce significativamente en todos los grupos de lesion
al compararlos con el grupo control. El grupo trasplantado en fase sub-aguda no recupera
estos niveles, y de hecho reduce significativamente (P<0,005) su expresién en

comparacion con el grupo control.
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Figura 76. Expresién de los genes Atg5 (a, b), Atg7 (c, d) y Atg12 (e, f) implicados en
la formaciéon del fag6foro en la cascada de activacién de apoptosis, en animales con LM
aguda, sub-aguday crénicay en animales trasplantados en fases aguda y sub-aguda.
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La formacion del autofagosoma depende de la expresion del gen LC3, por lo que
su expresion resulta indispensable para que se dé el proceso de autofagia. Los resultados
obtenidos por PCR muestran que la expresion de LC3 en LM en comparacioén con los
individuos control aparece disminuida (Figura 78). La expresion de LC3 se recupera y
aumenta significativamente en ambos grupos trasplantados, agudo y sub-agudo,
recuperandose entonces la activacion de la autofagia mediada por la formacion del

autofagosoma a través de la expresion del gen LC3.

Expresion del gen LC3 en animales control Expresion del gen LC3 en animales leslonados
¥ lesionados y sacrificados a 1, 2, 4 y 8 semanas ¥ sacrificados a 1y 2 semanas tras LM y
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Figura 77. Expresion del gen LC3 implicado en la formacion del autofagosoma en el
proceso de autofagia, en animales con LM aguda, sub-aguda y crénica y en animales
trasplantados en fases aguda y sub-aguda.
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5- DISCUSION
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Capitulo 5: DISCUSION

Los precursores neurales adultos (PNa) suponen una fuente de neurorregeneracion
endogena frente a enfermedades neurodegenerativas o LM. Meletis K. et al. (2008) y los
resultados previos obtenidos en nuestro grupos de investigacion (Moreno V. et al., 2009),
demuestran que las epSPC son una fuente potencial de células precursoras en el
trasplante tras LM. Aunqgue la capacidad neurorregenerativa de los PNa resulte escasa, el
trasplante en mayor numero de PN adultos, fetales o neonatales ha demostrado
capacidad en restaurar parcialmente la funcién nerviosa (Ke Y. et al., 2006; Petrova E.S.
et a., 2013; Drury-Stewart D. et al., 2013; Gelati M. et al., 2013).

Las células ependimarias (epSPC) son capaces de diferenciarse a neuronas,
oligodendrocitos y astrocitos. A pesar de que las epSPCi trasplantadas en forma de
neuroesferas permanecen indiferenciadas o se diferencian Unicamente a células gliales
(Cao Q. et al., 2001), los antecedentes del grupo demostraron que tras el aislamiento en
cultivo in vitro de células ependimarias derivadas de una ME previamente lesionada
(epSPCi), estas mostraban una tasa de proliferacion significativamente mayor a las
epSPC (Moreno V. et al., 2009) y eran capaces de restaurar la funcion locomotriz tras ser
trasplantadas en fase aguda en individuos con LM. El objetivo de este trabajo es trasladar
los buenos resultados obtenidos en el modelo agudo de trasplante celular de epSPCi a un
modelo sub-agudo de trasplante, realizado una semana tras LM. El motivo de la eleccion
de la terapia de trasplante celular de epSPCi reside en la intencién de reemplazar el tejido
medular dafiado y perdido tras LM (fundamentalmente neuronas y oligodendrocitos),
promoviendo al mismo tiempo el recrecimiento axonal mediante los factores tréficos que
los precursores neurales adultos (PNa) (entre los que se encuentran las epSPC) secretan
(NGF, factor de crecimiento nervioso; BDNF, factor neurotrofico derivado del cerebro;
GDNF, factor neurotrofico derivado de células gliales) (Lu P. et al., 2003).

Por otra parte, los precursores neurales de origen embrionario (PNe) también
suponen una alternativa terapéutica celular en el tratamiento de LM debido a su capacidad
pluripotente (son capaces de diferenciarse a lineas celulares derivadas de las tres capas
germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo). Los PNe pueden ser cultivados
eficientemente y mantener su potencial de diferenciacion durante largo tiempo (Ko J.Y. et
al., 2007). Sin embargo, los PNe también poseen desventajas como es la necesidad de
instaurar una terapia inmunosupresora previa al trasplante de PNe (Preynat-Seauve O. et
al., 2009); en nuestro estudio no se aplica terapia inmunosupresora tras el trasplante de

epSPCi, lo que supone una ventaja frente al tratamiento con PNe (sin embargo, en la
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practica clinica humana se requereria de terapia inmunosupresora en el paciente
trasplantado ya que las células trasplantadas provendrian de un cadaver humano al
requerirse una gran cantidad de tejido para aislar un gran nimero de células que solo
podria obtenerse de este modo). Todo ello adicionado a la polémica ética generada sobre
la utilizacion de PNe humanos hace que los PNe no sean la herramienta de terapia celular
de primera opcion para el tratamiento de LM.

Las células madre pluripotenciales inducidas (iPSC) suponen en la actualidad
cientifica una alternativa en la terapia celular de la LM: la técnica de induccion a la
pluripotencia celular consigue reprogramar células somaticas a células pluripotentes con
capacidad de diferenciacion a las tres capas germinales (Nakagawa M. et al., 2008 y
2010). Recientemente se han logrado reprogramar iPSC sin la utilizacién de vectores
virales (Kaji K. et al., 2009; Soldner F. et al., 2009), farmacos selectivos (Yu J. et al., 2009)
ni proteinas iPSC (Cho H. et al., 2010) que suponian la principal limitacion en el empleo
de este tipo celular, pero a pesar de ello la terapia de LM con estos métodos de
reprogramacion celular todavia cuenta con la desventaja de la tumorogenicidad (Okita K.
et al., 2007; Wernig M. et al., 2008), la cual no esta descrita en la terapia con epSPCi.

Mothe A.J. et Tator C.H. (2012) recogen en la siguiente tabla las ventajas e
inconvenientes del empleo de la terapia celular con precursores neurales adultos en el

tratamiento de LM:

VENTAJAS INCONVENIENTES
No hay Baja disponibilidad
consideraciones éticas Dificil aislamiento

No provoca Imposibilidad de donantes aut6logos
tumorogenicidad Potencial de diferenciacién neural
Alta eficacia en No existen ensayos sobre seguridad en la

NUMerosos ensayos aplicacion humana
pre-clinicos

Tabla 14. Ventajas e inconvenientes de la utilizacion de precursores neurales adultos

en el tratamiento de LM.

En la préactica clinica los pacientes lesionados medulares son sometidos, en orden
de prioridad, a la estabilizacion hemodinamica, y si es necesario a una cirugia de
descompresion medular, o que implica un retraso en el potencial tratamiento inmediato,

siendo por lo tanto la primera intervencion en estadios sub-agudos. Los resultados
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obtenidos mediante el andlisis del test BBB muestran que el trasplante agudo favorece la
recuperacion de la actividad locomotora frente al trasplante sub-agudo, y que el trasplante
sub-agudo favorece a su vez significativamente (P<0,05) esta recuperacién frente a los
animales control (no trasplantados, solo lesionados). No obstante, Parr A.M. et al. (2007)
defienden que el trasplante sub-agudo de epSPC favorece mas la viabilidad celular que el
trasplante agudo, y que no existen diferencias en la mejora de la actividad funcional entre
los animales trasplantados en fase aguda y no trasplantados a pesar de observarse
migracion celular desde la zona de trasplante hacia el epicentro de la LM, fenémeno que
también observamos en nuestros resultados. En definitiva, la principal ventaja de realizar
el trasplante celular en fase sub-aguda radica en que se realiza tras la primera fase de
dafio primario en que se da una infiltracion masiva de células inflamatorias del sistema
inmune, y por lo tanto el ambiente toxico generado y la presencia de células fagociticas
seran menores que en fase aguda, proporcionando una mayor probabilidad de

supervivencia a las células trasplantadas.

La autofagia es un mecanismo catabolico necesario para el mantenimiento de una
buena funcién celular, encargado de eliminar la acumulacién de sustancias u organulos
anormales en el medio intracelular. Los resultados obtenidos tras el andlisis de la
expresion génica ligada a procesos autofagicos (mediante el andlisis de la expresion de
LC3, necesaria para la formacion del autofagosoma) se corresponde con los resultados
defendidos por otros autores (Ribas V.T. et al., 2014; Zhang Q. et al., 2014): los niveles de
LC3 incrementan en fase aguda de LM. Sin embargo, Hou H. et al. (2014) defienden que
los niveles de expresidn de este gen disminuyen a partir de 21 dias tras LM mientras que
en nuestros resultados se observa una disminucion desde la segunda semana post-LM, y
Tanabe F. et al. (2011) identifican en sus experimentos de LM crénica un aumento de LC3
inducido por estrés hipoxico. Por otra parte, la autofagia juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis en las células trasplantadas e incluso se ha descrito un
efecto neuroprotector de la misma (Tanabe F. et al., 2011; Tang P. et al.,, 2014); los
resultados obtenidos en animales trasplantados se corresponden con los defendidos por
Song C. et a., (2014): la expresion de LC3 aumenta tras el trasplante celular agudo ya que
todavia existen procesos oxidativos derivados de la LM que resultan toxicos para las
células trasplantadas, mientras que en fase sub-aguda de trasplante la expresién de la
autofagia mediada por LC3 disminuye. Sin embargo, Sun L. et al. (2014) demuestran que
la expresion de LC3 (evaluada por Western-Blotting) decae tras el trasplante en fase

aguda.
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La expresion de los genes Atg5, Atg7 y Atgl2 también contribuye a la formacién del
fagoforo en las fases tempranas de la formacion de la autofagia. Ribas V.T. et al. (2014)
observan un incremento de Atg5 y Atg7 en fase aguda de LM, mientras que nuestros
resultados solo expresan un incremento de Atg7. En nuestros resultados, los niveles de
expresion de los tres genes estudiados son mayores en la fase aguda de lesion que en la

sub-aguda y cronica.

Debido a la complejidad de los eventos fisiopatologicos que convergen tras LM,
terapias combinatorias de trasplante celular y terapia farmacologica serian mas efectivas
en el tratamiento de esta patologia que la aplicaciéon de una sola terapia. Nuno A. Silva et
al., (2014) recogen diferentes posibilidades de terapias combinatorias enfocadas al
tratamiento de LM, como el trasplante de células madre de origen humano (HSC) en
combinaciéon con vacuna de mielina en el tratamiento de LM aguda que consigue una
disminucién del epicentro de la lesion, reduccion del componente inflamatorio y una
mejora de la funcién locomotora (Ziv Y. et al., 2006), o la combinacién del trasplante de
PN con la administracion de bFGF en el tratamiento de LM sub-aguda consiguiendo una
mejora locomotora y electrofisiolégica (Meng et al., 2008).

Con el objetivo de elucidar un tratamiento farmacolégico efectivo que pueda ser
empleado en sinergia con el trasplante celular de epSPCi, se decidio investigar sobre la
capacidad neuroprotectora de la curcumina. Se trata de un pigmento derivado de
Curcuma longa con poder cicatricial, neuroprotector, antioxidante y antiinflamatorio (entre
otros) (Aggarwal B.B. and Shishodia S., 2004), utlizado en el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas (Mu Y. et al.,, 2012). Recientemente, Zu J. et al.
(2014), han demostrado la capacidad de la curcumina en la reduccion del edema derivado
de LM mediante la inhibicion de la cascada de sefalizacion JAK/STAT, mejorando asi la
recuperacion funcional tras LM.

A pesar de los grandes beneficios de este compuesto, también presenta algunas
desventajas entre las que destacan su baja hidrosolubilidad y biodisponibilidad debidas a
su rapida metabolizacion, que limitan su empleo en el tratamiento de LM y mediante vias
de administracion sistémica: intravenosa, intraperitoneal u oral (Grynkiewicz G. and
Slifirski P. et al., 2012). A estas limitaciones del compuesto hay que sumarle el edema y la
pérdida de la BHE que se producen tras LM, los cuales dificultan todavia mas la accion y
distribucion de la curcumina. Por otra parte, a pesar de su extensa capacidad terapéutica

en modelos in vivo, la citotoxicidad de la curcumina libre administrada a altas dosis ha
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sido probada en diferentes estudios in vivo e in vitro (Clutterbuck A.L. et al., 2008;
Hollborn M. et al., 2013). Sin embargo, y aunque la citotoxicidad de la curcumina supone
una limitacién en la mayoria de los frentes terapéuticos (en los propios resultados del
presente estudio se observa la citotoxicidad de la curcumina libre a dosis superiores a
10uM en cultivos in vitro de epSPC), esta citotoxicidad ha resultado de gran interés
terapéutico en el campo de la oncologia en el tratamiento de células quimioresistentes
(Thongrakard V. et al., 2014).

Diversos autores han tratado de solventar las principales limitaciones de la
curcumina (su escasa biodisponibilidad e hidrosolubilidad) mediante la aplicacion de
técnicas nanotecnoldgicas que alteran la presentacion original de la molécula como la
encapsulacion del compuesto (Krausz A.E. et al.,, 2014) o nanoemulsiones de acetato
(Shukla P. et al.,, 2014). El laboratorio de Polimeros Terapéuticos del Centro de
Investigacion Principe Felipe realizé la conjugacion de la molécula de curcumina con el
polimero PEG-PA para la innovadora administracion local Unica en el espacio
subaracnoideo que se propone en este estudio. De este modo se ha logrado establecer
una cinética de liberacion prolongada (con un pico maximo de distribucion a las 24h de la
administracion) del principio activo de la curcumina en el lugar de la lesibn no descrita
anteriormente (el medio &cido generado tras LM hidroliza las uniones acetal entre la
curcumina y el PEG-PA), aumentando su accion terapéutica y al mismo tiempo su
solubilidad y biodisponibilidad a lo largo de una semana desde su administracion. Dada la
conocida citotoxicidad de la curcumina libre, previamente al estudio in vivo se realizé un
estudio de citotoxicidad in vitro que demostr6 que el conjugado PEG-PA_Curcumina a las
mismas altas dosis en que la curcumina libre resulta téxica (10uM), el polimero PEG-
PA_Curcumina mejora significativamente la supervivencia celular (P<0,001), evidenciando
las ventajas del empleo del conjugado. Ademas, los resultados evidencian la capacidad
neuroprotectora de la curcumina ya que favorece la viabilidad celular de precursores
neurales a dosis inferiores a 1uM.

El efecto neuroprotector de la curcumina es defendido por diversas fuentes
(Srivastava P. et al., 2014), y esta neuroproteccion se observa también en nuestros
resultados: los animales tratados con el polimero PEG-PA_Curcumina preservan mayor
cantidad de tejido medular, evidenciado por un menor niumero de quistes en comparacion
con los animales habiendo recibido el vehiculo (PEG-PA). Por otra parte, se asocia la
mayor recuperacion funcional analizada por la escala BBB en los animales tratados con
PEG-PA_Curcumina al efecto neuroprotector de la curcumina (Yao M. et al., 2014). El
marcaje de B-Tubulina indicativo de preservacion de células neurales y el de GFAP
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indicativo de cicatriz glial, acorde a los resultados observados tras el analisis
inmunohistoquimico, sugiere que la mayor preservacion de células neurales y la menor
area de cicatriz glial observadas en animales tratados con PEG-PA_Curcumina estan
ligadas a la mejor recuperacion funcional (evaluada por el test BBB) que estos animales
muestran en comparacion con los tratados con el vehiculo PEG-PA.

Los resultados obtenidos en la terapia celular de trasplante de epSPCi en fase
aguda y sub-aguda junto con los obtenidos tras la innovadora administracion Unica y local
minimamente invasiva del nanofarmaco PEG-PA_Curcumina tras LM aguda, abren las
puertas a la futura aplicacién sinérgica de terapia celular y nanomedicina en el rescate
funcional de LM, aunque todavia se requiere de estudios experimentales para la
validacion del potencial efecto sinérgico del tratamiento combinado.
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6- CONCLUSIONES
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Capitulo 6: CONCLUSIONES

1- Los nanoconjugados poliméricos de PEG-PA Curcumina no presentan
citotoxicidad a altas dosis en los cultivos de epSPC y por lo tanto suponen una alternativa

al tratamiento con curcumina libre.

2- El tratamiento intratecal Gnico con el polimero PEG-PA_Curcumina
inmediatamente tras LM favorece una mayor y mas temprana recuperacion funcional en

comparacién con los animales tratados Unicamente con el vehiculo PEG-PA.

3- La preservacion del tejido nervioso es mayor en los animales tratados con PEG-
PA_Curcumina que en los animales control un mes después de LM, confiriendo

propiedades neuroprotectoras al polimero PEG-PA_Curcumina.

4- El tratamiento agudo con el polimero PEG-PA_Curcumina reduce la formacién

de la cicatriz glial tras LM.

5- El tratamiento con el polimero PEG-PA_Curcumina reduce la activacion de los

fendmenos de apoptosis tras LM.

6- La administracion del conjugado PEG-PA_Curcumina provoca la disminucion del
componente inflamatorio generado tras LM, confiriendo propiedades antiinflamatorias al

conjugado de curcumina.

7- El trasplante sub-agudo de epSPCi, una semana tras LM, favorece la
recuperacion funcional frente a animales no trasplantados y sélo lesionados a las 2

semanas tras LM.
8- Las células epSPCi trasplantadas en fase sub-aguda en los animales lesionados
migran hacia el epicentro de la lesion, pero no reducen de forma significativa la extension

de la cicatriz glial.

9- La actividad apoptética se sobre-expresa en la fase aguda de LM

comprometiendo la supervivencia y diferenciacion celular.
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10- Tanto el trasplante agudo como sub-agudo expresan actividad anti-apoptotica,

sugiriendo que existe un mecanismo de proteccion celular debido al trasplante celular.

11- El trasplante de epSPCi, en fases aguda y sub-aguda, induce la activacién de

la autofagia.
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