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1. RESUMEN

A pesar de ser una enfermedad rara, el cancer infantil es la primera causa de muerte por
enfermedad hasta los 14 afios, siendo los tumores cerebrales el tipo de tumor sélido mas comun.
Afortunadamente, la tasa de supervivencia de esta patologia es elevada, pudiendo alcanzar el
80% en algunos casos. Sin embargo, esto ha puesto de manifiesto otro problema asociado al
céncer infantil y son las graves secuelas que los tratamientos del cancer dejan en los nifios que
superan la enfermedad. En este contexto, la radioterapia puede jugar un papel importante en el
tratamiento de los tumores cerebrales, pero a su vez puede causar deficiencias neurocognitivas
que afectan la calidad de vida de los nifios. Nuestro programa cientifico se centra en desarrollar
un medicamento celular que permita minimizar las secuelas neuroldgicas de la radioterapia
oncoldgica. Para ello, usamos modelos preclinicos de cancer cerebral infantil que nos ayuden a
evaluar la seguridad y eficacia de la administracion de células madre (SCs) como estrategia
neuroprotectora frente a la radiacion. Para ello, obtendremos SCs de donantes. Las SCs se
administraran en un modelo murino de cancer cerebral infantil combinado con radioterapia.
Primero, evaluaremos la seguridad de la terapia celular mediante estudios de toxicidad (bienestar
animal, bioguimica en plasma, tumorigénesis). Se realizardn resonancias magnéticas (MRI) para
descartar la aparicién de neoplasias secundarias debidas al trasplante. Segundo, la eficacia de
la terapia celular se evaluard examinando la capacidad neurolégica de los animales mediante
una bateria de pruebas de comportamiento (pruebas de aprendizaje y memoria, tareas motoras,
pruebas de olfaccion, etc). Después de concluir los estudios in vivo, los animales se sacrificaran
para evaluar el papel neuroprotector y el mecanismo de accion de las SCs mediante analisis
moleculares y celulares. Los resultados preclinicos generados proporcionaran la informacién
necesaria para decidir si es razonable proceder con ensayos en humanos orientados a mejorar
la calidad de vida de los nifios con cancer cerebral.

2. GRUPO DE INVESTIGACION

2.1. MIEMBROS DEL GRUPO DE INVESTIGACION

Nombre y apellidos Titulacién Cargo

Vivian Capilla Gonzalez Doctora Investigadora senior
Yolanda Aguilera Garcia Doctora Técnico

Nuria Mellado-Damas Licenciada Técnico

Laura Olmedo Moreno Licenciada Investigadora joven
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2.2 EXPERIENCIA DEL GRUPO DE INVESTIGACION SOBRE EL TEMA DEL
PROGRAMA PROPUESTO

Investigador responsable

La Dra. Vivian Capilla-Gonzalez es Investigadora Senior y responsable del Grupo Stem Cells and
Translational Neurology (SCTN) del Departamento de Regeneracion y Terapia Celular en el
Centro Andaluz de Biologia Molecular y Medicina Regenerativa (CABIMER)
(https://www.cabimer.es/web3/en/vivian-capilla-gonzalez/). Pertenece al programa Miguel Servet
del Instituto de Salud Carlos Ill, con vinculacion a la Fundacién Andaluza Progreso y Salud (FPS).
La Dr. Capilla-Gonzalez tiene mas de 15 afios de experiencia en investigacion con células madre,
ha publicado mas de 30 trabajos cientificos y ha registrado dos patentes (EP17382607.4 y
PCT/EP2018/074962).

Su programa cientifico propone investigar TERAPIAS BASADAS EN CELULAS MADRE PARA
MEJORAR LOS TRATAMIENTOS DEL CANCER, con el objetivo final de mejorar la calidad de
vida de los pacientes. Esta linea de investigacién fue iniciada por la Dra. Capilla-Gonzalez,
durante su etapa posdoctoral en el Hospital Johns Hopkins (2012-2014), uno de los centros
sanitarios mas prestigiosos del mundo. Durante esa etapa, estudié el impacto de la radioterapia
en el tejido cerebral no cancerigeno (Stem Cells 2012, Stem Cells 2014). Sus trabajos cientificos
proporcionaron una comprensién mas completa de los efectos que la radioterapia presenta en
las regiones del cerebro donde residen las células madre neurales. También demostré que la
radiacion debilita la capacidad regenerativa del cerebro, poniendo de manifiesto la urgente
necesidad de desarrollar estrategias neuroprotectoras. Por esta razon, tras su vuelta a Espafia,
la Dra. Capilla-Gonzéalez desarroll6 una linea de investigacion en CABIMER enfocada en el
desarrollo de terapias avanzadas basadas en células para prevenir las secuelas neuroldgicas de
los tratamientos contra el cancer empleando modelos preclinicos. En esta linea de investigacién
se enmarca el proyecto + VIDA, cuyo objetivo es estudiar esta estrategia neuroprotectora en el
cancer infantil.

El programa cientifico de la Dra. Capilla-Gonzélez recibe el apoyo del Instituto de Salud Carlos
Ill, de la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia y de la Asociacién Espafiola Contra el
Céncer, que proporcionan financiacidon continuada a través de convocatorias competitivas desde
2015. Ademaés, el proyecto + VIDA fue presentado en 2019 en la plataforma 'Precipita’ de la
Fundacién Espafola para la Ciencia y la Tecnologia (FECYT), a través de la cual se recaudaron
fondos destinados a esta linea de investigacion (https://www.precipita.es/proyectos/Prevencin-
de-las-Complicaciones-Neurolgicas-del-Tratamiento-del-Cncer-Infantil). El proyecto recibié una
extraordinaria aceptacién social y conté con el apoyo de la 'Fundacién Aladina’, una de las
entidades espafiolas que presta apoyo integral a los nifios y adolescentes enfermos de cancer.
Recientemente, el proyecto +VIDA ha recibido también el apoyo de la Asociacién Pablo Ugarte,
uno de los principales pilares en nuestro pais que financia proyectos de investigacién sobre
céncer infantil.

Equipo investigador

Los miembros que constituyen el equipo investigador del proyecto son profesionales altamente
cualificados con experiencia contrastada en el campo de las células madre y la investigacion
translacional. A parte de la investigadora responsable, el equipo esta formado por los siguientes
miembros:

La Dra. Yolanda Aguilera es técnico en el grupo SCTN del Departamento de Regeneracion y
Terapia Celular de CABIMER, contratada por la FPS. Tiene méas de 20 afios de experiencia en
biomedicina, empezando en el campo de las neurociencias y finalmente asentada en el campo
de la terapia celular. Ha participado en 11 trabajos cientificos, 12 proyectos, 2 convenios, 2
patentes y varios ensayos clinicos. Ha depositado 3 lineas celulares de células madre
embrionarias. La Dra. Aguilera es responsable de los cultivos de lineas celulares humanas
(células madre y células tumorales) y da apoyo a la experimentacion con animales.
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La Sra. Nuria Mellado-Damas, licenciada en Biologia, es técnico en el grupo SCTN del
Departamento de Regeneracién y Terapia Celular de CABIMER, contratada por la FPS. Tiene
mas de 25 afios de experiencia en biomedicina. Ha participado en diferentes proyectos centrados
en la terapia celular para el tratamiento del cancer, entre otras patologias. Es responsable de los
cultivos de lineas celulares humanas (células madre y células tumorales) y da apoyo a la
experimentacion in vitro.

La Sra. Laura Olmedo Moreno, licenciada en Biologia, realizé su Trabajo Fin de Master y las
practicas de investigacion en el grupo SCTN del Departamento de Regeneracion y Terapia
Celular de CABIMER, bajo la direccion de la Dra. Capilla-Gonzalez. Su investigacion se enfoca
en estudiar el uso de terapias celulares para mejorar los tratamientos del cancer infantil. Gracias
a la Asociacion Pablo Ugarte, Laura ha iniciado su tesis doctoral bajo la direccion de la Dr.
Vivian Capilla-Gonzalez.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO

3.1. ANTECEDENTES DEL TEMA DE ESTUDIO Y RESULTADOS PREVIOS

El grupo de la Dra. Vivian Capilla-Gonzalez cuenta con una linea de investigacién estable
enfocada en TERAPIAS BASADAS EN CELULAS MADRE PARA MEJORAR LOS
TRATAMIENTOS DE CANCER. El objetivo final de esta investigacion es mejorar la calidad de
vida de los pacientes con céncer (https://www.cabimer.es/web3/en/vivian-capilla-gonzalez/).

Los tumores cerebrales son el tumor solido mas comun en nifios y son la causa principal de
muerte relacionada con el cancer pediatrico, considerado enfermedad rara . Debido a las
mejoras en los tratamientos contra el cancer, la tasa de supervivencia general para algunos tipos
de tumores cerebrales ha aumentado hasta un 80%. Por esta razén, se esta prestando mas
atencion a los efectos secundarios de los tratamientos del cancer. La radioterapia es uno de los
tratamientos oncol6gicos mas comunes. Sin embargo, la mayoria de los pacientes con cancer
cerebral que reciben radiacion sufren problemas neurolégicos, incluido déficits en el aprendizaje,
la memoria, el lenguaje, la atencién, la funcién ejecutiva y la inteligencia 2. Las secuelas de la
radioterapia comprometen la calidad de vida de los supervivientes de cancer. Cabe destacar que
las secuelas neurocognitivas afectan especialmente a los pacientes pediatricos porque su
cerebro en desarrollo es mas sensible a la radiacién. Por esta razon, existe una necesidad
urgente de desarrollar nuevas estrategias para prevenir los efectos secundarios de la
radioterapia y promover una vida sana libre de cancer en los nifios.

Los dafios por radiacion tiene una etiologia multifactorial que incluye dafio vascular 34,
desmielinizacion 58, inflamacién 7, muerte neuronal y disminuciéon de la neurogénesis 810,
Anteriormente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la radiacion craneal elimina
las células madre neurales y los neuroblastos, lo que reduce la capacidad regenerativa del
cerebro 819, Los procesos inflamatorios asociados a la radiacién han sido propuestos como uno
de los principales factores desencadenantes de las complicaciones neuroldgicas tras la
radioterapia. Por ello, se emplean terapias antiinflamatorias para reducir los dafios asociados a
la radiacion. Por ejemplo, la intervencion farmacoldgica con PLX5622 bloqued la microglia en el
cerebro irradiado, mostrando efectos neuroprotectores y una mejora en la funcién cognitiva L.
Del mismo modo, la inhibicién del proceso inflamatorio con el farmaco indometacina previno la
disminucién de la neurogénesis después de la radiacion craneal 2. Sin embargo, las terapias
antiinflamatorias no son efectivas para restaurar otros tipos de dafios relacionados con la
radiaciéon que también contribuyen al deterioro neuroldgico. En este contexto, el uso de
medicamentos de terapia avanzada se ha convertido en una alternativa prometedora para
atenuar el dafio cerebral ocasionado por la radioterapia. Piao et al. demostraron que las
inyecciones intracraneales de progenitores de oligodendrocitos (OPC) eran capaces de
remielinizar el cerebro irradiado y mejorar la disfuncion cognitiva 3. El grupo de Charles Limoli
demostro que el trasplante de células madre neurales (NSC) promueve la generacion de nuevas
neuronas y la plasticidad neuronal en el hipocampo irradiado 415, También se ha observado que
el trasplante de microvesiculas derivadas de las NSC reduce el nimero de células de microglia
activadas, preserva la morfologia neuronal y mejora la cognicién en ratones irradiados 6. Por lo
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tanto, una estrategia que tenga multiples efectos en el cerebro supondria un enfoque interesante
para hacer frente a los efectos secundarios de la radioterapia. Se sabe que las células madre
mesenquimales (MSCs) exhiben un efecto paracrino en el tejido dafiado al secretar moléculas
que ejercen multiples efectos beneficiosos, incluidos los efectos antiapoptéticos, antiinflamatorios
0 sinaptogénicos 1720, Nuestro grupo ha demostrado que las MSCs presentan un efecto
terapéutico sobre los dafios cerebrales asociados a la radioterapia 21. En un articulo reciente con
ratones adultos, observamos que las MSCs trasplantadas migran mayoritariamente a los bulbos
olfatorios y el cortex frontal del cerebro (Figura 1A-C anexa). Ademas, después de la radiacién
craneal, observamos que la administracion de MSCs mejora la coordinacion motora, la capacidad
de discriminacion de olores y la cognicién, en comparacion con los animales no trasplantados
(Figura 1D-J anexa). El estudio molecular y celular de los cerebros revel6 que las MSCs reducen
la neuroinflamacién, protegen del estrés oxidativo y previenen la pérdida de células neurales en
los ratones irradiados, aunque no se detectaron efectos beneficiosos en la neurogénesis (Figura
1K-U anexa). A nivel mecanistico, desciframos vias moleculares involucradas en la
neuroregeneracién usando técnicas de transcriptdmica y western blots, las cuales indicaron que
la administracién de MSCs reduce la activacion cronica de la via de sefializacion de CREB (de
sus siglas en inglés “c-AMP responsive element binding protein”) en los cerebros irradiados [21].
Ademas, nuestro grupo ha demostrado que las MSCs trasplantadas no tienen un impacto
negativo en la supervivencia de ratones adultos con glioma, contribuyendo a la controversia
sobre si las MSCs pueden promover o bloquear el cancer 2122, Estos resultados representan una
estrategia para prevenir las secuelas de la radioterapia mediante una terapia celular no invasiva
con gran potencial de ser aplicada con éxito en nifios. Sin embargo, antes debemos evaluar su
seguridad y eficacia en un modelo preclinico juvenil.

3.2. OBJETIVOS

OBJETIVO 1. Generar células madre o sus derivados para su uso en Terapia Celular con
caracter traslacional.

OBJETIVO 2. Evaluar la seguridad de la Terapia Celular en modelos murinos de cancer cerebral
infantil que reciben tratamiento oncologico.

OBJETIVO 3. Evaluar la eficacia y el mecanismo de accion de la Terapia Celular para reducir
las secuelas del tratamiento oncoldgico.

OBJETIVO 4. Valorar la traslacién de las terapias estudiadas a ensayos clinicos futuros.

3.3. METODOLOGIA

OBJETIVO 1. Generar células madre o sus derivados para su uso en Terapia Celular con
caracter traslacional.

a. Obtencién y cultivo de células madre: se empleardn muestras humanas de donantes sanos
para obtener el medicamento celular (i.e., células madre). En todos los casos, las muestras se
procesaran en CABIMER, donde se realizara el aislamiento y expansion de las células madre
(SCs, de sus siglas en inglés Stem Cells). Brevemente, las muestras seran procesadas siguiendo
protocolos estandarizados adaptados al tipo celular en cuestion. Generalmente, emplearemos
medio de crecimiento compuesto por Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Life
Technologies) suplementado con suero bovino fetal al 10% y penicilina-estreptomicina al 1% cm?
y se incubardn a 37°C en una atmosfera humidificada con 20% de Oz y 5% de CO..

b. Controles de calidad: el medicamento celular generado estara sujeto a controles de calidad
siguiendo los protocolos tipicos de la sala GMP (de sus siglas del inglés Good Manufacturing
Procedures) para garantizar su seguridad, calidad y eficacia como medicamento final.

b.1. Viabilidad: la viabilidad celular se medira mediante la prueba de exclusion de
colorante Azul Trypan (Sigma Aldrich) de acuerdo al procedimiento estandar.

b.2. Contaminacion: la ausencia de contaminacion microbiana se verificard mediante la
realizacion de una prueba de esterilidad (i.e. Thioglycollate Broth Penase para la deteccion de
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organismos facultativos anaerobios y aerobios; Tryptic Soya Broth Penase para los organismos
aerobio estricto y fungi). La prueba de deteccidn de micoplasma se realizara con el kit comercial
Venor GeM (Minerva Biolabs GmbH). Finalmente, se testara el contenido de endotoxinas
mediante el ensayo del lisado de amebocitos del Limulus (método D, Ph. Eur. 2.6.14).

b.3. Estabilidad gendmica: realizaremos el cariotipo molecular por Affymetrix Human
SNP Array 6.0 y CytoScan HD Array en la unidad de Genémica de CABIMER.

b.4. Caracterizacién y pureza: los productos celulares se caracterizardn empleando los
marcadores especificos para cada caso (e.g. mediante kits de diferenciacion comerciales o
evaluando la expresion de marcadores establecidos mediante citometria de flujo) con el fin de
determinar la pureza de nuestro medicamento celular 23,

OBJETIVO 2. Evaluar la sequridad de la Terapia Celular en modelos murinos de cancer
cerebral infantil gue reciben tratamiento oncoléqgico.

a. Animales y grupos experimentales: Para la experimentacion de este proyecto emplearemos
ratones inmunodeprimidos juveniles. Los animales se asignaran aleatoriamente a un grupo
experimental especifico, incluyendo los controles oportunos.

b. Modelo de tumor cerebral y radiacién: Para generar el modelo de tumor cerebral, los ratones
seran inyectados con 5x10° células tumorales humanas en el cerebro (coordenada
estereotactica; A 0.5, L 2.0, D 3.5) como se describid anteriormente 24. Después de la inyeccién
de células tumorales, los animales recibiran radiacion craneal (una dosis total de 10 Gy en 2
fracciones) 2125,

c. Trasplante de SCs y biodistribucion: la administracion de SCs se iniciara después de la
radiacién siguiendo el protocolo previamente empleado por nuestro grupo de investigacion 21,
Para evaluar la biodistribucién, empleamos colorantes fluorescentes para marcar tanto las
células tumorales como las SCs (CellTracker Green CMFDA from Thermo Fisher, #C7025 and
XenoLight DiR from Perkin Elmer #125964) y visualizamos la distribucién in vivo con el equipo In
Vivo Imaging System 200 Series (IVIS; Caliper Life Science) de CABIMER 23,

d. Estudio de toxicidad y tumorigenesis: Una cohorte de ratones se empleara para examinar los
efectos de toxicidad a corto y largo plazo de la administracion de SCs, evaluando el bienestar del
raton de acuerdo con los criterios establecidos por el proyecto Welfare Quality® 2% y realizando
andlisis bioquimicos en plasma (equipo Integra 400 plus). También se realizaran estudios de
resonancia magnética y espectroscopia para evaluar la formaciéon de tumores secundarios
(BioSpec 70/30 USR equipment).

e. Estudio de supervivencia: Otra cohorte de ratones se empleara para el estudio de
supervivencia, la cual se evaluara mediante el método de Kaplan-Meier. Se realizaran necropsias
para evaluar si existen efectos tumorigénicos de las SCs.

OBJETIVO 3. Evaluar la eficacia y el mecanismo de acciéon de la Terapia Celular para
reducir las secuelas del tratamiento oncolégico.

a. Test de comportamiento: Los animales del estudio de toxicidad seran sometidos a una bateria
de pruebas de comportamiento para evaluar la coordinacion motora (e.g. rotarod), la fuerza
muscular (e.g. wirehang), la capacidad de discriminacién de olores (e.g. prueba de habituacion-
deshabilitacién) y la cognicién (e.g. novel object recognition test).

b. Andlisis molecular y celular de los cerebros de los animales: Después de las pruebas de
comportamiento, se estudiara el estado inflamatorio del cerebro y otros indicadores de
neuropatologia. Para este propdsito, emplearemos técnicas de transcriptémica que nos ayuden
a dirigir nuestra investigacion para encontrar expresiones diferenciales entre los grupos
experimentales para proteinas clave que puedan conducir a la neuroproteccion. También
emplearemos técnicas de western blot, ELISA, histologia o inmunoflurescencia.
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OBJETIVO 4. Valorar la traslaciéon de las terapias estudiadas a ensayos clinicos futuros.

a. Analisis de los resultados preclinicos: Después de concluir los estudios preclinicos, nuestro
equipo de investigacién analizara, junto con profesionales sanitarios (oncolégos vy
radioterapeutas), si nuestros resultados son favorables para plantear un ensayo clinico en nifios
con cancer que sufren las secuelas neurolégicas de los tratamientos oncolégicos. De ser asi,
iniciaremos la tramitacion de la documentacién necesaria para conseguir las autorizaciones
pertinentes para proponer un futuro ensayo clinico.

b. Elaboracion de un protocolo de ensayo clinico: Elaboraremos un protocolo de ensayo clinico
con toda la informacién necesaria (punto final, hipétesis, objetivos, disefio, descripcion de las
variables, tamafio muestral, criterios de inclusion y exclusién, aleatorizacion, intervencion,
medidas de eficacia y seguridad, y andlisis estadistico) para obtener la autorizacion requerida.
Solicitaremos y elaboraremos un medicamento de terapia avanzada para un ensayo clinico en
Fase | para evaluar la seguridad y la viabilidad de la administraciéon de SCs autdlogas en nifios
con tumores cerebrales que experimenten cualquier dafio neuroldgico asociado a la radioterapia.
La documentacion se presentara a los comités de Etica correspondientes para su consideracion,
asesoramiento y aprobacion. Para obtener la autorizacion requerida, el protocolo del ensayo
clinico cumplird con la legislacion espafiola vigente en materia de ensayos clinicos (RD
223/2004), la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) y la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA; EU-regulation No 536/2014). También seguiremos las
recomendaciones para los ensayos clinicos y la evaluacién de productos bajo investigacion en
humanos, que aparecen en la Declaracién de Helsinki, revisada en las sucesivas asambleas
mundiales (WMA, 2008). Simultdneamente a la preparacién del protocolo del ensayo clinico,
solicitaremos la financiacion necesaria para realizar el ensayo clinico a través de las
convocatorias autonémicas y nacionales existentes.

3.4. PLAN DE TRABAJO

Este proyecto se llevara a cabo en CABIMER, en colaboracién con investigadores internos y
externos, tanto naciones como internacionales. Para garantizar el logro de los objetivos
propuestos, se realizaran reuniones periédicas para coordinar el desarrollo de las actividades. El
plan de trabajo propuesto recoge las siguientes tareas y actividades a desarrollar por los
miembros del equipo (ver Tabla 1):

Tarea 1. Producir el medicamento celular siguiendo los controles de calidad GMP
(Objetivos 1) (meses 1-12).
e Actividad 1 (meses 1-12). Obtencién de muestras humanas. |11 coordinara la obtencién
de muestras humanas procedentes de donantes (via comercial o via hospitalaria). En
caso de ser necesario, 14 se encargaran de recoger las muestras y trasladarlas a
CABIMER donde, con el apoyo de 12 e 13, las procesaran y criopreservaran hasta su uso
para producir el medicamento celular.

e Actividad 2 (meses 1-12). Generacién de SCs. 12, I3 e |4 procesaran las muestras
humanas para aislar y amplificar las SCs.

e Actividad 3 (meses 1-12). Controles de calidad GMP. Previamente a la infusion, todos
los medicamentos celulares generados pasaran por los controles de calidad, siguiendo
las indicaciones de la unidad GMP de CABIMER. Esta actividad sera llevada a cabo por
11, 13, 14.

Tarea 2. Evaluar la seguridad del medicamento celular en estudios preclinicos (Objetivos
2) (meses 5-28). Evaluaremos la seguridad del tratamiento en un modelo murino.

e Actividad 1 (meses 5-12). Modelo de tumor cerebral y radiacion. 11, 12 e 14 generaran un
modelo animal de cancer cerebral infantil. Para ello, ratones juveniles seran inyectados
estereotdxicamente con células tumorales en el cerebro. Transcurridas 24h, los animales
recibiran radiacién craneal (dosis total de 10 Gy).
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e Actividad 2 (meses 5-12). Trasplantar las SCs en raton y evaluar la biodistribucion. 11, 12
e 14 se encargaran de trasplantar las SCs en los ratones.

e Actividad 3 (meses 5-28). Estudio de toxicidad y tumorigenesis. 11, 12 e |14 emplearan un
grupo de animales para estudiar si la administraciéon de SCs es segura realizando
pruebas de toxicidad (bienestar del raton, peso corporal, bioquimica plasmatica,
tumorigénesis y resonancia magnética).

e Actividad 4 (meses 5-28). Estudio de supervivencia. 11, 12 e 14 conduciran un estudio de
supervivencia para determinar si la intervencién afecta la esperanza de vida de los
animales.

Tarea 3. Evaluar la eficacia y mecanismo de accién del medicamento celular en estudios
preclinicos (Objetivo 3) (meses 9-28). Evaluaremos si el tratamiento es eficaz para prevenir
los dafios asociados a la radiacion.

e Actividad 1 (meses 9-28). Test de comportamiento. I1, |12 e 14 emplearan una bateria de
tests para evaluar la coordinacidn motora, fuerza fisica, aprendizaje/memoria y
discriminacién de olores en los animales.

e Actividad 2 (meses 9-28). Andlisis molecular y celular. 12 e 14 se encargaran de obtener
los distintos tejido y muestras de los animales. Posteriormente, 13 e 14 procesaran el
material para su estudio molecular (transcriptémica, western blot, ELISA) y celular
(histologia e inmunofluorescencia).

Tarea 4. Escribir el Protocolo de ensayo clinico en base a los resultados preclinicos
(Objetivo 4) (meses 25-36). El objetivo final de este proyecto es escribir una propuesta de
estudio clinico que nos permita trasladar los resultados preclinicos a la practica clinica.

e Actividad 1 (meses 25-32). Andlisis de los resultados preclinicos. 11, 12, 13 e 14, en
colaboracion con profesionales sanitarios, analizaran los resultados preclinicos para
determinar si es factible proceder con un ensayo clinico.

e Actividad 2 (meses 29-36). Elaboracién de un protocolo de ensayo clinico. 11, 12, I3 e 14,
en colaboracién con profesionales sanitarios y con la Red Andaluza de Disefio y
Traslacion de Terapias Avanzadas, recogeran la informacion necesaria para redactar el
protocolo de ensayo clinico (punto final, hipétesis, objetivos, disefio, descripcién de las
variables, tamafio muestral, criterios de inclusién y exclusién, aleatorizacion,
intervencién, medidas de eficacia y seguridad y andlisis estadistico). El protocolo del
ensayo clinico cumplira con la legislacion espafiola vigente en materia de ensayos
clinicos (RD 223/2004), la AEMPS y la EMA (EU-regulation No 536/2014). También
seguira las recomendaciones para los ensayos clinicos y la evaluacion de productos bajo
investigacion en humanos, que aparecen en la Declaracion de Helsinki, revisada en las
sucesivas asambleas mundiales (WMA, 2008).

e Actividad 3 (meses 29-36). Obtencién de autorizaciones. 11, 12, I3 e |14, en colaboracién
con profesionales sanitarios y con la Red Andaluza de Disefo y Traslacién de Terapias
Avanzadas, presentaran la documentacion requerida al Comité Coordinador de Etica de
la Investigacion Biomédica en Andalucia (CCEIBA) para su consideracion,
asesoramiento y aprobacion.
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Tabla 1. Cronograma

Ao 1 Afio 2 Afio 3
TAREA
Meses 1-4 Meses 5-8 | Meses 9-12 | Meses 13-16 | Meses 17-20 [ Meses 21-24 | Meses 25-28 | Meses 29-32 | Meses 33-36
Obtencién de muestras |l, |2, |3, |l, |2, |3,

—  |humanas 14 14

=

5 |Generacion de SCs 12,13,14 | 12,13,15 | 12,13, 16

@

o

Controles de calidad GMP 12,13, 15 (11,13, I5 (11,13, I5

Modelo de tumor cerebral y
radiacion

11,12, 14 | 11,12, 14

Trasplante SCs y evaluacion
de biodistribucién

11,12, 14 | 11,12, 14

Estudio de toxicidad y
tumorigenesis

OBJETIVO 2

12,12, 14 | 11,12,14 | 11,12,14 | 11,12, 14 | 11,12, 14 | 11,12, 14

Estudio de supervivencia 11,12, 14 | 11,12,14 | 11,12, 14 | 11,12,14 | 11,12,14 | 11,12, 14
§ Test de comportamiento |1, |2, 14 |1, |2, 14 |1, |2, 14 |1, |2, 14 |1, |2, 14
=
w
é Andlisis molecular y celular |2, |3, 14 |2, |3, 14 |2, |3, 14 |2, |3, 14 |2, |3, 14
S Andlisis de los resultados 11,12, 13, | 11,12, 13,
E preclinicos 14 14
5 Elaboracién de un protocolo 11, 12, 13, 11, 12, 13,
O |de ensayo clinico 14 14

I11: Vivian Capilla Gonzalez; 12: Yolanda Aguilera; I3: Nuria Mellado-Damas; 14: Laura Olmedo Moreno

3.5. ASPECTOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

El proyecto se llevard a cabo en Espafa, en el cumplimiento de los principios éticos
fundamentales establecidos en la Directiva 2010/63 / UE del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 22 de septiembre de 2010, la Declaracion de Helsinki, la Directiva de la UE 2004/23 / CE) de
la Ley espafiola 14/2007, de 3 de Julio para la investigacion biomédica, el espafiol real Decreto
1716/2011, el real Decreto 1716/2011, la Ley 11/2007 de 26 de noviembre, y la Ley Organica
15/1999 de 13 de diciembre de proteccién de datos personales. Los modelos animales y
protocolos seran evaluados por el Comité Etico de Experimentacion Animal de CABIMER (CEEA-
CABIMER) y por la Consejeria De Agricultura, Pesca y Desarrollo Rural. El equipo de
investigacién cuenta con personal en posesiéon de la capacitacion para la realizacion de la
“Funcién d: Disefo de los proyectos y procedimientos” (antes Categoria C) que permite trabajar
con animales de experimentacion en Espafa.

En caso de emplear muestras de pacientes se solicitarAd previamente el consentimiento
informado empleando los formularios que la Consejeria de Salud y Familias pone a disposicion
de los profesionales y de la ciudadania en su catalogo de Formularios de Consentimiento
Informado escrito, el cual pretende facilitar el proceso de informacion al paciente, la solicitud del
consentimiento y el desarrollo de la practica clinica.

En ningln caso, los ensayos propuestos que implican cuestiones éticas se ejecutaran antes de

obtener las autorizaciones pertinentes que acreditan el cumplimiento de la legislacion vigente en
el ambito de la UE y nacional.
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4. MEDIOS Y RECURSOS DISPONIBLES PARA REALIZAR EL PLAN DE
TRABAJO PROPUESTO

El CABIMER es un centro innovador de investigacion biomédica multidisciplinar en Sevilla
(https://www.cabimer.es/web3/en/home/). Este centro es un edificio de 9,000 m? que alberga a
mas de 200 investigadores profesionales. El edificio tiene 20 laboratorios divididos en 3
departamentos (Regeneracion y Terapia Celular, Biologia del Genoma y Sefializacién, y
Dinamica Celular) que reciben el apoyo de 10 unidades internas, las cuales incluyen Recursos
Biolégicos, Cultivo Celulares, Sala GMP, Gendmica, Histologia y Microscopia entre otros
(http://www.cabimer.es/web3/unidades-apoyo/). En particular, la Sala GMP es de gran interés
para nuestro grupo, ya que brinda la posibilidad de producir medicamentos celulares de acuerdo
con los estandares de calidad para ensayos clinicos (http://www.cabimer.es/web3/unidades-
apoyo/produccion-celular/). La unidad GMP de CABIMER fue la primera en Andalucia en obtener
la Certificacion de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Dispositivos Médicos (AEMPS; 2009)
para producir MSCs autologas derivadas de tejido adiposo. Recientemente, esta unidad de GMP
paso la inspeccién de la AEMPS y obtuvo la acreditacién para los proximos afios (periodo 2018-
2021). La Unidad GMP de CABIMER otorgara una gran ventaja a nuestro equipo de investigacion
en el momento de trasladar nuestros resultados a ensayos clinicos.

Los cientificos de CABIMER concentran sus esfuerzos en transformar los resultados de su
trabajo cientifico en mejoras directas para la salud y la calidad de vida de los ciudadanos. Son
especialistas altamente cualificados en investigacion basica y aplicada, comprometidos en
promover la carrera de jovenes investigadores para garantizar su consolidacién en nuestro pais.
Ademads, los investigadores de este centro han demostrado un gran éxito en la obtencién de
fondos de convocatorias competitivas de agencias nacionales e internacionales, incluidos el
Programa H2020 y ERC. Esto evidencia la relevancia de las investigaciones que tienen lugar en
CABIMER.

Desde 2014, la Dra. Capilla-Gonzalez forma parte del departamento de Regeneracion y Terapia
Celular, cuyas actividades de investigacion se centran estudiar nuevos tratamientos para resolver
problemas de salud publica de alto impacto, incluidas las enfermedades neurolégicas como los
tumores cerebrales (http://www.cabimer.es/web3/grupos-de-investigacion/). Uno de los
principales intereses del departamento es el desarrollo de productos basados en células madre
para la medicina regenerativa, siendo pioneros en Espafa en el uso de terapias celulares.
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FIGURA ANEXA
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Figure 1. Therapeutic effects of in-
tranasally delivered human MSCs
(hMSCs) in the irradiated mouse
brain. (A) Representative images
showing in vivo fluorescence signal in
the head after intranasal cell delivery
(5:10° hMSCs). (B) Quantification of
the in vivo fluorescence signal in the
head. (C) In vivo fluorescence signal
in dissected brains. (D) Rotarod test
performance. (E) Wirehang test per-
formance. (F) Time spent sniffing the
stimuli (Odor A and Odor B) in an odor
discrimination task. Comparisons of
IR or IR+MSC versus Non-IR are indi-
cated with *. Comparisons of IR+MSC
versus IR are indicated with #. (G)
Discrimination index of Odor A and
QOdor B (presentation 6 vs presenta-
tion 7). (H) Exploration time of the fa-
miliar object in the Novel Object Re-
cognition test. (I) Exploration time of
the novel object in the Novel Object
Recognition test. (J) Discrimination
index between familiar and novel
object. (K) Immunofluorescence for
Ki67, DCX, NeuN, GFAP, CD68 and
iNOS markers. (L) Quantification of
Ki67 positive cells. (M) Quantification
of Ki67 positive cells. (N) Quantifica-
tion of NeuN immunoreactive area.
(O) Quantification of the percentage
of GFAP immunoreactivity. (P) Quan-
tification of the CD68 immunoreactivi-
ty. (Q) Quantification of INOS immu-
noreactivity. (R) Densitometric quanti-
fication of Caspase 3 expression by
western blot shown in panel T. (S)
Densitometric quantification of Cas-
pase 3 expression by western blot
shown in panel T. (T) Representative
western blots of Caspase 3 and
Lys-4-HNE. (U) Densitometric quanti-
fication of Lys-4-HNE levels by wes-
tern blot. Scale bar 25 ym. NonIR,
Non-irradiated mice; IR, irradiated
mice; IR+MSC, irradiated mice trea-
ted with hMSCs; PLv, brain lateral
ventricle, Hipp, hippocampus; SVZ,
subventricular zone; DG, dentate
gyrus. Rainbow color scale: red indi-
cates highest fluorescence signal and
blue indicates lowest fluorescence
signal. Data are represented as mean
+  SEM. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001,
####p<0.0001; ANOVA. A-C, n=3 per
group; D-J, n=10-15 per group; K-U,
n=3-5 per group. Front Cell Neurosci,
under review (Vivian Capilla-Gonza-
lez as last author).
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Figure 2. Study design. Mice will be
cranially injected with U87 glioma
cells. After 7 days, mice will receive
whole-brain radiation and then trans-
planted with hMSCs (a weekly doses
of 5-10° cells/dose) for 4 weeks.
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