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1. Resumen

En este trabajo hemos generado un tratamiento combinatorio de células precursoras
neuronales derivadas del tejido de la médula espinal (NPC) condicionadas por el
tratamiento con un nuevo nanoconjugado de fasudil (PGA-SS-FAS) para el tratamiento
de lesiones agudas de la médula espinal (LM) en condiciones de grado clinico. Para
ello, en primer lugar, generamos un banco de células de NPCs humanas a partir de
tejido fetal (hfNPCs) de médula espinal procedente de interrupciones gestacionales
legales durante el segundo semestre (19-21 semanas) y fabricamos PGA-SS-FAS de
grado clinico y a gran escala. Las hfNPCs expandidas in vitro conservaron las
caracteristicas neuronales y de multipotencia manteniendo una suficiente capacidad de
autorrenovacion, lo que permitid la generacidon de un banco de células para la
aplicacion en tratamientos alogénicos. En segundo lugar, establecimos un
procedimiento simple para estimular las hfNPCs mediante un tratamiento el dia previo
a la administracién celular, con 50 uM de PGA-SS-FAS, que induce una mejor
diferenciacion neuronal y ayuda a superar la retraccion de las neuritas que ocurre tras
el estimulo lesivo posterior al dafio de la médula espinal, mediante la activacién de
Rho-Rock. Las HfNPCs estimuladas y trasplantadas en un ratén inmunodeficiente
(NU(NCr)-Foxn1lnu) inmediatamente después de una LM por compresién toracica, en
comparacion con células no estimuladas previamente, inducen: 1) una mayor
migraciéon de las células trasplantadas en todo el tejido lesionado; 2) un aumento de la
preservacion de las interneuronas somatosensoriales Lbx1 inhibidoras GABAérgicas y
TIx3 excitatorias glutamatérgicas; 3) un aumento del nUmero de neuronas conservadas
y activadas, positivas para c-fos, que rodean el epicentro de la lesidn. En general, las
nuevas lineas de hfNPC generadas, estimuladas con un tratamiento previo, in vitro, con
un nuevo polimero conjugado de fasudil, proporcionaria un tratamiento mejorado para

el tratamiento de LMs agudas.

2. Resultados

Fabricacion pseudo-GMP del conjugado PGA-SS-FAS, un nanoconjugado con
propiedades inhibidoras de rock-2
Se implementd un proceso de fabricacién similar a GMP para la produccién de

nanoconjugado PGA-SS-Fasudil. El protocolo de fabricacion consta de 3 pasos: 1) la



polimerizacién y desproteccion del acido poli-L-glutdmico; 2) la sintesis y purificaciéon
del ligador disulfuro-Fas, y 3) la conjugacion covalente del resto del ligador Fas al poli-
L-portador de acido glutdmico. Se obtuvo una muestra de prueba de 5 g con la sintesis
optimizada siguiendo este proceso como validacidn. También se sintetizé un lote de

20 g del enlace autoinmolativo de fasudil como parte mas sensible, fasudil no GMP, y
se almacend sin degradacion. Se incluyd una evaluacion previa de riesgos en un
entorno no GMP, produccidn de lotes no GMP para estudios preclinicos, controles en
proceso y liberacién de lotes. Después del estudio de analisis de riesgo (AR) bajo las
pautas Quality-Risk Management ICH Q9 siguiendo una metodologia FMECA ejecutada
con el apoyo de PTS basada en la sintesis optimizada de PGA-SS-Fasudil, el enlace de

fasudil autoinmolativo es el paso critico debido a su inestabilidad.

Ademas, todos los métodos de analisis (MoA), incluidos los MoA calificados, el conjunto
de estandares de referencia, los controles en proceso y los MoA de productos
intermedios vy finales, se han desarrollado y ajustado para su uso en futuros ensayos
clinicos con nanoconjugados. Finalmente, también se ha elaborado un paquete técnico
de transferencia de procesos a fabricacion GMP para acelerar el proceso de traduccion.
Las hfNPCs aisladas desde médula espinal fetal proliferan, se expanden in
vitro y expresan marcadores neurales caracteristicos de células progenitoras
neurales: Los homogenados de la médula espinal fetal humana completa sirvieron
para aislar y expandir hfNPCs con una intervencidn minima en cultivos formadores de
neuroesferas que permiten aislar precursores neurales y favorecen su autorrenovacion
de forma (Reynolds y Rietze, 2005) en condiciones de flotacién, tal y como se aprecia
en la Fig. 1A, a 2 DIV (dias in vitro) en presencia de los factores mitéticos bFGF, EGF y
LIF. Sin embargo, tal como se ha descrito anteriormente para NPCs de humanos
adultos (Mothe, Zahir, Santaguida, Cook y Tator, 2011), encontramos que la
propagacion de hfNPCs a largo plazo fue mas eficiente cuando las hfNPCs se cultivan

como una monocapa adherente que en suspensién (Figura 1B).
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Figura 1. Expansion in vitro de hfNPCs pansion.

Después del subcultivo al alcanzar el 80% de confluencia, se calculé el tiempo de
duplicacién celular (PDL-t) para la poblacion de NPCs hasta durante al menos cuatro
pases (Figura 1C). Para estudiar si nuestras hfNPCs también forman estructuras
similares a nichos neurogénicos, realizamos inmunotinciones contra y-tubulina, que
reconoce centros organizadores de microtubulos, centrosomas y cuerpos basales y B-
catenina para delinear los bordes celulares tal y como se describié previamente en
otros modelos (Rodriguez-Jiménez, Clemente, Moreno-Manzano y Erceg, 2019). Por
primera vez, describimos que el cultivo in vitro de neuroesferas hfNPC derivadas de la
médula espinal humana adopta estructuras de molinete y muestra caracteristicas
neuronales durante las etapas de desarrollo fetal (Figura 1D). Los cultivos de hfNPCs

mostraron capacidad proliferativa, 21,4 + 3,3% de las células se hallaban en proceso



de mitosis, ya que incorporaron BrdU, y alrededor del 37,5 £ 4,7% fueron positivas
para Ki67 (Figura 1E). Para determinar si las hfNPCs expresaban marcadores neurales
candnicos (Figura 1F), examinamos la expresion de Notch1, Pax6, nestina, Sox2,

FoxJ1, doublecortin (DCX) y neurogenina.

Las hfNPCs en cultivo expresaron mayoritariamente Notchl y Pax6 (90,5 + 13,8% y
91,7 + 4,4% de células positivas, respectivamente). Pax6 regula la proliferacién y la
autorrenovacion de las NPCs (Sansom et al., 2009) y Notch, al activarse, se traslada al
nucleo y lidera el mantenimiento de la troncalidad (Imayoshi, Sakamoto, Yamaguchi,
Mori y Kageyama, 2010). Las hfNPCs son positivas para nestina en un 83,4 £ 2% vy
para Sox2 en un 79,7 + 2,2%, tal como estaba previamente descrito en otros modelos
de NPCs (Collignon et al., 1996; Lendahl, Zimmerman y McKay, 1990). También
determinamos la expresidon de FoxJ1, que esta especificamente involucrado en el
mantenimiento de las células madre neurales en la médula espinal (X. Li et al., 2018) y
representa el 65 + 6,4% de las células positivas. Ademas, la mitad de las hfNPCs de la
poblacion fueron positivas para DCX, lo que representé el 56,4 + 7,4% de las células
positivas, y para neurogenina, el 45,8 =+ 9,5% de las células positivas, y tanto la
neurogenina como el DCX estaban involucrados en la promocion de la neurogénesis
(Brown et al., 2003; Sun et al., 2001).

El tratamiento previo con PGA-SS-FAS promueve la migracion del trasplante y
la diferenciacion a estirpe neuronal de hfNPC: En primer lugar, para determinar la
seguridad de la terapia, estudiamos la capacidad tumorigena e invasiva de los
trasplantes de hfNPCs tratadas o con el conjugado, 4 semanas después del trasplante
en tejido sano de la médula espinal. No encontramos ningun crecimiento tumorigeno o
transformacion fenotipica de las células trasplantadas en la médula espinal (Fig. 2A) y
no detectamos ninguna invasion de células que expresan eGFP positivas en el cerebro,
el corazén o el higado (Fig. 2B). El anadlisis de inmunotincién demostré que las hfNPCs
sobrevivieron en el sitio de la lesidn, migraron y se integraron dentro de la médula
espinal del huésped 4 semanas después del trasplante en animales no lesionados
(Figura 2B) y lesionados (Figura 2F-G). Las hfNPCs estimuladas o no mostraron niveles
de supervivencia similares en animales lesionados y no lesionados, lo que indica que el
entorno de la lesién no afectaba a su supervivencia en animales inmunodeprimidos.
Aunque PGA-SS-FAS no mostrd ningun efecto sobre la supervivencia celular en

animales lesionados (Figura 2H), las hfNPCs tratadas con PGA-SS-FAS mostraron una



mayor colocalizacién de c-fos (células GFP+/c-Fos+) (Figura 2I), y c-fos es un
marcador asociado con la actividad neuronal (Hudson, 2018), lo que sugiere una
integracién funcional en el circuito de la médula espinal del huésped. Ademas, el
tratamiento con PGA-SS-FAS mejord la migracién de hfNPCs en el parénquima de la
médula espinal (Figura 2F) y también encontramos un porcentaje significativamente
mayor de hfNPCs trasplantadas (PGA-SS-FAS hfNPC) en las areas ventrales de la
médula espinal (Figura 2G) en comparacién con el grupo no tratado (hfNPCs). Ademas,
el andlisis realizado en animales no lesionados (datos no mostrados) revel6 que el
entorno de la lesidn no influia en los patrones de supervivencia o migracién de hfNPCs
y, en este caso, las hfNPCs tratadas con PGA-SS-FAS también se distribuyeron de
manera mas uniforme. Una parte de las células trasplantadas expresaron los
marcadores neuronales de las interneuronas somatosensoriales inhibidoras
GABAérgicas positivas para Lbx1 y excitadoras glutamatérgicas positivas para TIx3
(Figura 2]-L). Estos marcadores estan involucrados en la determinacion del destino
neuronal de las poblaciones de interneuronas ubicadas en las astas dorsales de la
médula espinal, y las interneuronas Lbx1 y TIx3 modulan e integran las entradas
somatosensoriales periféricas (Monteiro et al., 2021). Encontramos que tanto Lbx1+
como TIx3+ cercanas a las hfNPCs estaban localizadas en areas dorsales de la médula

espinal como poblaciones endégenas en astas dorsales.
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3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

La compleja naturaleza patoldgica de las lesiones medulares traumaticas requiere la
implementacion de una perspectiva terapéutica multifacética y versatil en cuanto al
desarrollo de tratamientos. La aplicacion Unica de estrategias Unicas basadas en el
trasplante de células, incluido el uso de células precursoras neurales (NPCs), ya ha
mostrado efectos beneficiosos en aplicaciones clinicas. Hemos logrado una nueva
estrategia para mejorar la terapia celular individual mediante una combinacion de la
NPC con un nuevo compuesto PGA-SS-FAS que ha demostrado ser un buen candidato
para reforzar las capacidades regenerativas de las NPCs. Hemos implementado una
metodologia para estimular las células antes del trasplante con el fin de lograr una
aplicacion de tratamiento Unica con caracteristicas mejoradas, como una mayor
migracion al area trasplantada y lesionada y una mayor activacion celular, en un
modelo de LM por compresion severa. Esta estrategia contribuird a proporcionar un
enfoque versatil y clinicamente relevante con potencial para su implementaciéon en un

futuro proximo en el tratamiento de la LM aguda.
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