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1. Resumen

El objetivo principal del proyecto coordinado era profundizar en los conocimientos
cientificos sobre los mecanismos enddégenos de neuroproteccién que de forma natural
se activan en las neuronas que sufren las consecuencias de una lesién, para utilizarlos
en el disefio de nuevas estrategias terapéuticas efectivas para el tratamiento del dano
al sistema nervioso. Una de las dianas utilizadas fue SIRT1, una deacetilasa de

histonas, que interviene en respuestas celulares en entornos adversos.

Hemos desvelado algunos de los mecanismos moleculares de neuroproteccion que se
activan en las motoneuronas de la médula espinal cuando son sometidas a rotura de su

axon por traccidon traumatica sobre el nervio periférico.

Esto nos ha permitido descubrir y patentar una nueva combinacidon de farmacos que
ejerce un efecto neuroprotector, antiinflamatorio y regenerador del sistema nervioso
en un modelo de trauma grave como la avulsidn de la raiz del nervio periférico.
Asimismo hemos descubierto una clase de vectores virales adenoasociados (serotipo
AAVrh10), que administrados intratecal o intracranealmente, transduce las
motoneuronas espinales y neuronas hipotalamicas, respectivamente. Esto nos ha
permitido explorar su potencial terapéutico para sobreexpresar la proteina SIRT1. Los
resultados obtenidos demuestran que esta estrategia nos permite neuroproteger las
motoneurones espinales avulsionadas y también reducir la transformacién
hemorragica, una complicacion de mal prondstico, en un modelo de isquemia cerebral

transitoria.

2. Resultados

La gran mayoria de las lesiones neurales se producen por contusién, traccion,
compresidon o isquemia. Los danos por estiramiento o traccion de los nervios periféricos
son frecuentes y se ven asociados a lesiones osteoarticulares, en especial fracturas y
luxaciones mas comunes relacionadas con lesiones de espalda y cadera. El nervio
periférico posee una gran resistencia a la traccion, pero es de muy limitada elasticidad.
De ahi que los mecanismos de traccidon violenta puedan producir dafio neural de gran

extension. Por ejemplo, cuando una persona es proyectada desde una motocicleta y su
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espalda impacta con el suelo, puede producirse una fuerte traccién de los componentes
del plexo braquial que entronca el circuito nervioso desde la mano al cuello. En estos
casos las reparaciones obligan a la entrada en quiréfano para reimplante. Pero las
oportunidades de éxito del reimplante dependen en gran medida de tratamientos
neuroprotectores, en la actualidad inexistentes, que permitan sustentar la poblacion
neural que de otro modo morird como consecuencia de la desconexion nerviosa.
Pueden presentarse otras lesiones menos graves, como la que resulta de una simple
compresién del nervio, que pueden ocurrir en variedad de situaciones, como por
ejemplo por posturas corporales inapropiadas. Uno de los casos mas frecuentes dentro
de esta categoria es el sindrome del tunel carpiano. En este sindrome, la presién del
tunel sobre el nervio mediano causa neuropatia caracterizada por pequefias molestias,

sensaciones de hormigueo, dificultades de movimiento de la mano y dolor.

La recuperacion de las lesiones traumaticas depende fundamentalmente de la gravedad
de la lesién axonal y la proximidad al SNC. En la médula espinal, las motoneuronas
(MN) pueden regenerar sus axones y, de hecho, inician programas moleculares para
formar de nuevo sus axones y enviarlos a conformar los nervios. Pero a la vez, la
formacion de tejido cicatricial glial en la interfase entre la médula espinal y la raiz del
nervio afectado actla como barrera, dificultando la regeneraciéon axonal. Asi, solo
alrededor de un 50% de los axones consiguen penetrar distalmente. De estos, su
crecimiento regenerativo puede ser de un 1 mm por dia, en un recorrido amplio en el
humano, que presenta dificultades para sostenerse y mientras tanto se le va atrofiando
el musculo. Por lo tanto, un nimero todavia inferior de axones acaban llegando a su
destino y reinervandose con cierto éxito, lo cual es altamente insuficiente para la
recuperacion funcional. En este sentido, las lesiones que afectan a las extremidades
inferiores tienden a ser de recuperacidon mas dificil, en parte porque los musculos se
encuentran mas distantes y precisan mas tiempo para la regeneracién nerviosa. Por
ello, resulta capital encontrar farmacos adecuados que aceleren esta regeneracién.
Otro tipo de lesidén aguda que puede acontecer en el sistema nervioso es la isquemia
cerebral. El ictus es una de las enfermedades cerebrovasculares mas frecuentes y es
produce cuando el tejido neural deja de recibir sangre, ya sea por trombosis o embolia,
principalmente, o por hemorragia. La rehabilitacion permite la recuperacién de las
funcionas alteradas después de un episodio de ictus, pero en muchos casos

permanecen secuelas graves en los enfermos, como la pérdida del habla, depresién y



afectacion locomotriz. El cerebro tiene una gran dependencia del flujo sanguineo, que

le aporta el oxigeno y la glucosa necesarios para efectuar sus funciones.

La isquemia cerebral desencadena una serie de procesos que pueden conducir a la
muerte celular si la isquemia es de suficiente intensidad y se prolonga en el tiempo. En
un inicio se produce una deplecion energética y se liberan moléculas que producen
excitotoxicidad y estrés oxidativo en el tejido isquémico (cascada isquémica);
seguidamente se pone en marcha una respuesta inflamatoria local, que puede
amplificar el dafio cerebral isquémico (cascada neuroinflamatoria). Una de las
complicaciones mas temidas del infarto cerebral es la transformacion hemorragica (TH)
gue aparece en el 10% de los pacientes. Su papel en el prondstico de los pacientes es
discutido, pero la TH sintomatica se asocia a una peor evolucion. El uso del tratamiento
trombolitico favorece la reperfusién del tejido, aunque a su vez el riesgo de
extravasacion. Por tanto, resulta fundamental conocer mejor tanto la fisiopatologia de
la TH como los factores predictores de la misma. La alteracion de la barrera
hematoencefalica es responsable de la TH y se produce por liberacién de componentes
plasmaticos y del tejido cerebral, provocando un deterioro de la pared del endotelio

vascular.

Como se ha dicho, en la practica clinica no se administra en la actualidad ningin
medicamento o solucion terapéutica neuroprotectora efectiva, tanto para casos
aparentemente distales como el dafo a los nervios periféricos, o en casos como la
isquemia cerebral. Creemos que en parte puede deberse a que el abordaje cientifico ha
sido obligadamente simplista y se ha basado en la modificacion de una Unica diana
para la determinacion de terapias. Este conocimiento de base sigue siendo muy
importante para construir un conocimiento mas complejo, que nos aproximen mejor a
la realidad. Hoy en dia, con el desarrollo de poderosas herramientas bioinformaticas y
computacionales que nos permiten manejar muchas bases de datos de conocimiento
molecular disponibles, podemos empezar a realizar otros abordajes que nos aproximen

a nuevas terapias neuroprotectoras mas efectivas.

En este sentido, nuestro objetivo era ampliar el conocimiento de los mecanismos
neurodegenerativos, pero sobre todo compararlos con los que la propia neurona pone
en marcha, muy efectivamente en muchos casos, para sobreponerse a lesiones

subletales y regenerar sus conexiones neurales. Se trata de un punto comun y



deseable en cualquier fisiopatologia del SNC. Dentro de nuestras hipdtesis iniciales
figuraba la consideracidon de que con la capacidad de potenciar los mecanismos
enddgenos, naturales y que las propias neuronas activan, quizas seriamos capaces de
proporcionarle las herramientas adecuadas para sobreponerse. Por tanto, nuestro
objetivo principal era idear y explorar nuevas estrategias terapéuticas en las lesiones
traumaticas o dafo isquémico en el sistema nervioso. Hemos trabajado con dos
estrategias: la farmacoldgica, basada en una combinacion de farmacos de reposicion, y

la basada en terapia génica.

Para alcanzar el primer objetivo, ideamos un disefio experimental basado en un analisis
integral y computacional de datos empiricos recogidos de modelos animales de
avulsion de raices del nervio ciadtico. Se escogié este modelo por la larga trayectoria de
conocimiento experimental que nuestro grupo posee, permitiéndonos fijar con precisiéon
los momentos idéneos de recogida de muestras para efectuar los analisis de los
cambios de proteinas (protedmica) en el tejido, en respuesta a una lesion de arranque
del nervio (que resultara en muerte masiva de las MN espinales) y compararlo con la
respuesta cuando solo se corta el axén y es cosido, permitiendo la supervivencia
enddgena de las MN y su regeneracion. Mediante analisis computacional de estos datos
se descubrieron, por una parte, los mecanismos moleculares involucrados en la
degeneracion y, por otro, los mecanismos endégenos de neuroproteccion de forma
diferencial. Por otro lado, empleamos los mismos datos en modelos sofisticados de
analisis computacional para originar redes de proteinas que conforman mapas
especificos asociados a cada condicién fisiopatoldgica. Gracias al uso de herramientas
computacionales basadas en la inteligencia artificial neural que aprende de la conducta
molecular bioldgica, preguntamos al sistema qué farmacos eran capaces de cambiarnos
un mapa caracteristico de una situacion neurodegenerativa en un mapa especifico de
una situacion neuroprotectora y regeneradora. Este rastreo de bancos de datos de
drogas de reposicién dio lugar a una coleccion de varias combinaciones de drogas
posibles. Seleccionamos tres para su posterior validacion como agentes
neuroprotectores empleando el modelo de lesidén periférica de avulsién de raiz. Una de
ellas resultd ser un agente con capacidad neuroprotectora, capacidad de reduccion de
la reactividad glial, que estimulaba el perfil regenerador de las MN y que, tedricamente,
no produciria dolor neuropatico, de aparicidn muy comun tras este tipo de lesién.
Ademas, decidimos explorar mas alla su capacitad prorregenerativa usando un modelo

de compresidn del nervio. Asi, comprobamos que el tratamiento efectivamente



aceleraba la regeneracion nerviosa, mejoraba la reinervacién muscular y la
recuperacion funcional locomotora en los animales lesionados tratados respecto a los

tratados solo con vehiculo tampodn.

La segunda estrategia consistidé en explorar el potencial de la terapia génica como
novedad en el tratamiento de traumatismos e isquemias del sistema nervioso. En
primer lugar, analizamos y establecimos el vector viral ideal para uso como vehiculo en
este tipo de terapia. Observamos que el serotipo AAVrh10 era el que mejor permitia la
sobreexpresion de cualquier gen, especificamente en las MN de la médula espinal y en
muchos nucleos del cerebro, incluido el hipotdlamo. La administracion diferencial de
este vector, a través de una puncion lumbar para transducir MN, o intracerebral para
transducir el hipotalamo, permitid utilizar el mismo vector terapéutico sobre células

diana bien diferenciadas.

Produjimos un vector que sobreexpresaba la proteina denominada sirtuina 1 (SIRT1)
en las neuronas. Esta proteina esta implicada en muchos procesos bioldgicos y
desempeiia un importante papel en patologias del sistema nervioso. En enfermedades
neurodegenerativas, SIRT1 interviene en la degradacion de proteinas agregadas y
neurotdxicas que se acumulan en los cerebros de enfermos de Alzheimer, por ejemplo.
SIRT1 tiene un papel clave al retrasar el deterioro que se produce durante el
envejecimiento celular, ya que tiene un efecto antioxidante y antiinflamatorio y es
determinante en los procesos cognitivos del hipocampo. Ademas, la sobreexpresion de
SIRT1 en el hipotdlamo protege contra algunos acontecimientos asociados al
envejecimiento (alteracion del suefio y actividad fisica mermada). El hipotalamo es el
nucleo cerebral que controla la glucemia; su estimulaciéon podria ayudar en este
sentido después de una isquemia, ya que la misma provoca hiperglicemia. Basados en
estas Ultimas observaciones, hemos desarrollado un modelo que consiste en la
administracion del vector viral para sobreexpresar SIRT1 en el hipotalamo en el modelo
de infarto cerebral. Encontramos que esta sobreexpresion reducia la TH después de

isquemia-reperfusion.

Ademas, la misma terapia aplicada sobre nuestro modelo de lesién periférica y
degeneracion de MN demostraba su eficacia como agente neuroprotector, ya que
producia la supervivencia de mas de un 60% de MN dafiadas y actuaba reduciendo la

inflamacion en el sistema nervioso.



Desde el punto de vista del avance del conocimiento cientifico, hemos descrito los
mecanismos moleculares involucrados en el proceso neurodegenerativo de muerte
retrograda por pérdida del axén, y también los mecanismos enddgenos de

neuroproteccion que suponen un éxito para que la MN sobreviva.

Particularmente alrededor de SIRT1, hemos averiguado que lo mas importante es el
balance de su actividad respecto a otros parametros, como por ejemplo los energéticos
de cada condicidn patoldgica. In vitro, por ejemplo, ante un dafio excitotoxico en
neuronas, el grado de activacién de SIRT1 debe depender de la evolucion de la lesién.
Pero ante un estrés celular que provoque una sobrecarga de proteinas mal plegadas
dentro de la célula, la ausencia de SIRT1 confiere proteccién, probablemente por la
produccion de chaperonas que reducen la sobreacumulacion de proteinas inmaduras. A
pesar de ello, como ya se ha mencionado previamente, en los modelos in vivo los

niveles intracelulares logrados parecen ser 6ptimos para conferir proteccion neuronal.

3. Relevancia e implicaciones

La relevancia de este proyecto reside en especial en revelar la posibilidad del uso
terapéutico, tanto de los farmacos encontrados como de los vectores viricos
desarrollados para las lesiones de nervio periférico y para reducir aspectos relevantes

producidos por las isquemias cerebrales.

En el caso de los farmacos, creemos que su aplicacion clinica, tanto en trauma grave
de nervio periférico como en los casos mas moderados de lesiones por compresion,
como el sindrome del tunel carpiano o las hernias discales, puede ser de recorrido
relativamente corto, por tratarse de una combinacién de farmacos de reposicion, es

decir que su seguridad para uso humano ya estd comprobada.

En el caso de los vectores virales para terapia génica, son de gran potencial clinico, ya
que hemos desarrollado una plataforma capaz de transducir, en modelos de
enfermedad en ratén, un alto porcentaje de MN y neuronas sensoriales utilizando un
vector no humano, el serotipo AAVrh10. A través de una Unica administracién
intratecal en la regién de las vértebras lumbares, una practica que se realiza

habitualmente en consultas externas hospitalarias, el vector llega a través del liquido



cefalorraquideo a todo el sistema nervioso. La bioseguridad de esta estrategia es
relevante no solo por la ruta de administracion, sino también por la cantidad de vector
gue es preciso administrar para obtener una transduccion eficiente, del orden de 10-20
veces menor que la necesaria en administracion intravenosa. En definitiva, los vectores
desarrollados en este proyecto pueden establecer las bases para la propuesta de

ensayos clinicos de terapia génica en el futuro.
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