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Proyecto +VIDA: Desarrollo de estrategias para mejorar la calidad de vida en el cancer infantil

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
cancer 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
oncoldégica. 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 radiacién. 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, bioquimica en plasma, tumorigénesis). Se realizaran pruebas de imagen para descartar
la aparicion 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
olfaccién, etc). Después de concluir los estudios in vivo, se evaluara el papel neuroprotector y el
mecanismo de accion de las SCs mediante analisis moleculares y celulares de los tejidos de los
animales. Los resultados preclinicos generados proporcionaran la informacién necesaria para
optimizar la terapia celular y poder aplicarla en un futuro con el fin de 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 Titulacion Cargo

Vivian Capilla Gonzalez (I11) Doctora Jefa de Grupo

Jesls Maria Sierra Parraga (12) Doctor Investigador Postdoctoral
Laura Perez Al6s (13) Doctora Investigador Postdoctoral
Concepcién Panadero Morén (14) Licenciada Investigadora Predoctoral
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2.2 EXPERIENCIA DEL GRUPO DE INVESTIGACION SOBRE EL TEMA DEL
PROGRAMA PROPUESTO

La Dra. Vivian Capilla-Gonzalez es Jefa del Grupo de Células Madre y Neurologia Traslacional
y Supervisora Cientifica de la Unidad de Citometria del CABIMER. La Dra. Capilla-Gonzalez es
Investigadora Ramén y Cajal con certificacion R3. Tiene mas de 15 afios de experiencia
contrastada en el campo de las Células Madre. Después de completar su doctorado en
neurogénesis, realizé una estancia postdoctoral en la prestigiosa Universidad Johns Hopkins
(USA), donde contribuy6 a identificar las secuelas neurolégicas de la radioterapia. En 2014,
regres6 a Espafia y se incorporé al CABIMER, donde puedo iniciarse en el campo de las
Terapias Avanzadas. Actualmente, lidera su propia linea de investigacion centrada en el
desarrollo de terapias basadas en células para enfermedades del sistema nervioso central, con
especial interés en los tumores cerebrales pediatricos. Desde 2016, recibe financiacion
competitiva solapante de diferentes entidades, siendo investigadora principal de 10 proyectos (6
nacionales y 4 regionales) y 18 contratos/becas (3 internacional, 11 nacionales, 4 regionales).
Ademas, tiene un acuerdo de colaboracién con la Asociacion Pablo Ugarte, la cual apoya su
investigacién sobre el cancer infantil. Hasta la fecha, ha generado 43 publicaciones (indice h 22;
1474 citas) y ha registrado 6 patentes. La Dra. Vivian Capilla-Gonzalez ha formado y supervisado
a numerosos estudiantes de master e investigadores, tanto predoctorales como posdoctorales,
de todo el mundo. Algunos de ellos desarrollan actualmente su carrera en instituciones
prestigiosas como el Instituto Max Planck y la Universidad de Carolina del Norte, mientras que
otros se incorporaron a su grupo desde el extranjero, incluidos posdoctorales procedentes de la
Universidad Erasmus de Réterdam y la Universidad de Copenhague, lo que refleja el impacto
internacional de su investigacion. Es profesora en programas de master y miembro de la antigua
Red TerCel (RD16/0011/0034), de CorEuStem (COST Action CA20140) y de ASEICA. Ademas,
participa como evaluadora de proyectos para el Instituto de Salud Carlos lll, la Agencia Estatal
de Investigacion, la Consejeria de Salud (Junta de Andalucia) y la Asociacién Espafiola de
Investigacion sobre el Cancer (ASEICA), y actla como editora y revisora en revistas cientificas
(p. €j., Molecular Therapy, Stem Cells Translational Medicine, Leukemia, Scientific Reports).
También estéa activamente involucrada en actividades de divulgacién, incluida la coordinacion del
evento anual CONOCELAS, y ha sido reconocida en repetidas ocasiones con el Premio a la
Promocién de las Vocaciones Cientificas de la Fundacion Merck Salud—ASEICA. Dra. Vivian
Capilla-Gonzalez coordinara y supervisara todas las actividades asociadas al proyecto.

El Dr. Jests M. Sierra-Parraga es investigador postdoctoral especializado en el campo de la
terapia celular en el grupo Células Madre y Neurologia Traslacional y forma parte del programa
Sara Borrell del Instituto de Salud Carlos Il (2024-2027). Tiene un Grado en Biotecnologia por
la Universitat Politécnica de Valéncia y un Master en Investigacién Biomédica Traslacional por la
Universidad de Coérdoba. Durante su programa de doble doctorado internacional por la
Universidad de Rotterdam, Paises Bajos y la Universidad de Aarhus, Dinamarca (2016-2020), el
Dr. Sierra-Parraga obtuvo experiencia dentro del consorcio internacional Mesenchymal stem
cells in normothermic ex-vivo PErfusion in Pigs: The MePEP Project. Durante esta etapa, centré
su investigacioén en el uso de terapia celular en el campo de la nefrologia. Su trabajo comprendia
el estudio y optimizacion de las propiedades antinflamatorias de las MSC y su uso en la
reparacion del dafio tisular en rifiones disponibles para trasplante. Principalmente, su trabajo
estaba enfocado en la determinacién de los mecanismos moleculares de accion de las MSC con
un enfoque traslacional, teniendo como objetivo la optimizacion de los procesos de obtenciéon y
preservacion de MSC para la mejora de la efectividad de esta terapia. Tras doctorarse, consiguio
financiacion competitiva para continuar desarrollando su carrera investigadora (Margarita Salas
2021, Ayuda para la contratacion de personal investigador doctor - PAIDI 2020, Sara Borrell
2023), lo que le ha permitido consolidarse en el campo de las MSC. Durante su carrera, ha
descrito los mecanismos de accion de la MSC, incluyendo procesos de interaccidon con otros
tipos celulares, y ha desarrollado protocolos de optimizacién para la generacion de productos
celulares de terapia avanzada para su uso preclinico. Desde su incorporacién al CABIMER
(2022), el Dr. Sierra-Parraga desarrolla una linea de investigacion centrada en el estudio de
estrategias de radiosensibilizacién de células de meduloblastoma mediante terapias
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avanzadas, combinando asi sus nuevos conocimientos con su experiencia previa en terapia

celular. Para ello, emplea técnicas de vanguardia como la tecnologia d elas iPSC y los
orgnanoides. Su participacion en 7 proyectos de investigacién ha resultado en la publicacién de
13 articulos en revistas cientificas indexadas en el Journal Citation Report (Indice h 8) y su
presentacion en 25 ponencias y posters en conferencias de ambito nacional e internacional,
teniendo como resultado la obtencion de varios premios y becas (Aarhus University Research
Fellowship 2016, Premio Mentor-Mentee otorgado por “The Trasplantation Society” 2018 y
Novartis Transplantation Award 2019, entre otros). Su experiencia en terapia celular y radiacién
sera clave en este proyecto.

La Dra. Laura Pérez AlGs es beneficiaria de una ayuda MSCA y de un contrato posdoctoral Juan
de la Cierva. Posee una sélida formacién interdisciplinar en farmacia, inmunologia e inflamacién,
con amplia experiencia en el descubrimiento de biomarcadores, el perfilado inmunolégico y la
investigacion traslacional. Durante su carrera internacional en Copenhague, ha liderado
proyectos centrados en la identificacion de nuevos biomarcadores y en el papel del sistema del
complemento en enfermedades inmunomediadas, incluyendo aportaciones relevantes en
COVID-19 tras la pandemia. Sus contribuciones cientificas incluyen 40 publicaciones (indice h:
14; 617 citas), la mayoria en revistas Q1 de alto impacto, con articulos relevantes publicados en
Nature Communications com autor principal. Ha sido invitada como ponente en reuniones
cientificas, y su trabajo ha sido reconocido con el Laboratory Virology Award 2024 de la
International Immunocompromised Host Society. Mantiene colaboraciones activas con
instituciones de primer nivel como Stanford University, Karolinska Institutet y Yale University, asi
como con la industria farmacéutica. El proyecto a desarrollar en el grupo de Células Madre y
Neurologia Traslacional estd asociado a entender el papel del complemento en la
neuroinflamacion inducida por la radioterapia. Su demostrada capacidad de liderazgo en la
gestién de la investigacion, la supervision de estudiantes, y su experiencia en inflamacion y
modulacién inmunitaria serdn fundamentales para el desarrollo de la terapia basada en MSCs
propuesta para abordar la neuroinflamacioén inducida por radiacion.

Dfia. Concepcion Panadero Morén obtuvo su Grado en Biotecnologia en la Universidad Pablo
de Olavide (2020) y su Master en Investigacion Biomédica en la Universidad de Sevilla (2021).
Se incorporé al grupo de Células Madre y Neurologia Traslacional en 2020, durante su Master
en Investigacion Biomédica, con un proyecto centrado en evaluar estrategias que mejoren el
potencial terapéutico de las MSC en cancer cerebral. En 2021 consiguié una beca competitiva
de Formacion en Investigacion Jae Intro del CSIC que le permitio seguir desarrollando su carrera
como investigadora en CABIMER, con el posterior apoyo de la Asociacion Pablo Ugarte. En
2022, Concepcidn inicié su doctorado bajo la supervision de la Dr. Capilla-Gonzélez con un
proyecto centrado en entender como las MSC interaccionan con las células de microglia y los
astrocitos para modular la neuroinflamacién en modelos de ratén y cultivos primarios.
Actualmete, disfruta de un contrato FPU para realizar su investigacion. Ha publicado 6 articulos
cientificos y ha participado en 3 proyectos de investigacibn competitivos y en 14 congresos
nacionales e internacionales (p. ej. IBRO, SY-Stem, SED). Ademas, ha realizado 4 estancias
nacionales e internacionales en otros centros de investigacion, como la Universita degli Studi di
Trieste en Italia o el DZNE en Alemania. Su experiencia en la realizacion de experimentacion in
vitro, ex vivo e in vivo sera fundamental para alcanzar los objetivos propuestos.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO

3.1. ANTECEDENTES DEL TEMA DE ESTUDIO Y RESULTADOS PREVIOS

El grupo de Células Madre y Neurologia Traslacional que lidera la Dra. Vivian Capilla-Gonzalez
cuenta con una linea de investigacion estable enfocada en TERAPIAS BASADAS EN CELULAS
MADRE PARA MEJORAR LOS TRATAMIENTOS DE CANCER. El objetivo final de esta
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investigacion es mejorar la calidad de vida de los pacientes oncolégicos, especialmente los
nifios (https://www.cabimer.es/en/research-groups/stem-cells-and-translational-neurologyy/).

Los tumores cerebrales son el tumor sélido mas comdn en nifios y son la causa principal de
muerte relacionada con el cancer pediatrico, considerado enfermedad rara 1. 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
atencioén a los efectos secundarios de los tratamientos del cancer. La radioterapia es uno de los
tratamientos oncolégicos mas comunes. Sin embargo, la mayoria de los pacientes con cancer
cerebral que reciben radiacién sufren problemas neurolégicos, incluido déficits en el aprendizaje,
la memoria, el lenguaje, la atencion, 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 razdn, 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 radiaciéon tiene una etiologia multifactorial que incluye dafio vascular 34,
desmielinizacion 56, inflamacién 7, muerte neuronal y disminuciéon de la neurogénesis 810,
Anteriormente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que la radiacién 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 neurolégicas tras la
radioterapia. Por ello, se emplean terapias antiinflamatorias para reducir los dafios asociados a
la radiacién. Por ejemplo, la intervencion farmacolégica con PLX5622 bloqued la microglia en el
cerebro irradiado, mostrando efectos neuroprotectores y una mejora en la funcién cognitiva 1.
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
radiacion que también contribuyen al deterioro neurolégico. 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
demostré 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
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 antiapoptoticos, antiinflamatorios
0 sinaptogénicos 1720, Nuestro grupo ha demostrado que las MSCs presentan un efecto
terapéutico sobre los dafios cerebrales asociados a la radioterapia 2. En un articulo reciente con
ratones adultos, observamos que las MSCs trasplantadas migran mayoritariamente a los bulbos
olfatorios y el cértex frontal del cerebro (Figura 1A-C anexa). Ademas, después de la radiaciéon
craneal, observamos que la administracion de MSCs mejora la coordinacién motora, la capacidad
de discriminacién de olores y la cognicién, en comparacién con los animales no trasplantados
(Figura 1D-J anexa). El estudio molecular y celular de los cerebros revel6 que las MSCs reducen
la neuroinflamacion, 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
neuroregeneracion usando técnicas de transcriptémica y western blots, las cuales indicaron que
la administracion 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].
Ademads, nuestro grupo ha demostrado que las MSCs trasplantadas no tienen un impacto

Proyecto +VIDA Pagina 4 de 13


https://www.cabimer.es/en/research-groups/stem-cells-and-translational-neurology/

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

(E) FISevi : CSIC \Ov

PABLO UGARTE
negativo en la supervivencia de ratones adultos con glioma, contribuyendo a la controversia

sobre silas MSCs pueden promover o bloquear el cancer 2122, Mas recientemente, demostraron

que las MSCs también pueden ejercer acciones anti-tumorales en el Glioblastoma, mediante la
remodelacion intra y extracelular 27. Estos resultados apoyan la hipétesis de que las MSCs
pueden ser una estrategia con gran potencial para prevenir las secuelas de la radioterapia
mediante una terapia celular no invasiva en nifios. Sin embargo, pantes debemos evaluar su
seguridad y eficacia en un modelo preclinico juvenil, asi como conocer su mecanismo de accién.

3.2. OBJETIVOS

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

OBJETIVO 2. Evaluar la seguridad y eficacia de la Terapia Celular para reducir las secuelas de
la radioterapia en modelos preclinicos de cancer infantil.

OBJETIVO 3. Evaluar el mecanismo de accién de la Terapia Celular.

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 emplearan 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 cuestién. 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 incubaran a 37°C en una atmadsfera humidificada con 20% de Oz y 5% de COo..

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 verificara mediante la
realizacion de una prueba de esterilidad (i.e. Thioglycollate Broth Penase para la deteccién de
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.
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b.4. Caracterizacion y pureza: los productos celulares se caracterizaran 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

b.5. Se estudiaran también estrategias que ayuden a potenciar el efecto terapéutico de
las SCs en los modelos experimentales a estudiar.

OBJETIVO 2. Evaluar la seguridad vy eficaciade la Terapia Celular parareducir las secuelas
de la radioterapia en modelos preclinicos de cancer infantil.

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

b. Modelo preclinico de cancer infantil: 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 describié 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 biodistribucién: La administracién de SCs se iniciard después de la
radiacién siguiendo el protocolo previamente empleado por nuestro grupo de investigacién 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
analisis bioquimicos en plasma (equipo Integra 400 plus). También se realizaran estudios de
resonancia magnética y espectroscopia para evaluar la formacion de tumores secundarios
(BioSpec 70/30 USR equipment).

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

f. Andlisis neuropatolégico: Después de las pruebas de comportamiento, parte de los cerebros
se emplearan para estudiar el estado inflamatorio del cerebro y otros indicadores de
neuropatologia, empleando distintas técnicas, como western blot, ELISA, histologia o
inmunoflurescencia.

g. 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 el mecanismo de accién de la Terapia Celular.

a. Analisis molecular de los cerebros de los animales: Después de las pruebas de
comportamiento, otra parte de los cerebros se emplearan para estudiar el perfil transcriptémico
con el fin de conocer rutas y moléculas implicadas en las acciones terapéuticas de las SCs, tanto
en la zona tumoral como no tumoral.
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b. Mecanismos de interaccién celular: Para estudiar los procesos de interaccion celular tras
la radiacion, emplearemos modelos in vitro 2D y 3D con SCs, células neurales y células de tumor.
Para ello, se emplearan técnicas de vanguardia en la investigacién oncoldgica, que nos permitan
evaluar la supervivencia celular, invasién, proliferacion, fusion, diferenciacion y la expresion de
marcadores especificos de cada tipo celular.

OBJETIVO 4. Valorar la traslacién 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 y
radioterapeutas), si nuestros resultados son favorables para plantear un ensayo clinico en nifios
con cancer que sufren las secuelas neuroldgicas 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 inclusién y exclusién, aleatorizacion, intervencién,
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 administracién de SCs autélogas 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 cumplira con la legislacion espafiola vigente en materia de ensayos clinicos (RD
223/2004), la Agencia Esparfiola 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 investigacién 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 autondmicas 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, 12 e 13 se encargaran de recoger las muestras y trasladarlas a
CABIMER donde, las procesaran y criopreservaran hasta su uso para producir el
medicamento celular.

e Actividad 2 (meses 1-12). Generaciéon de SCs. 12, 13, e 14 procesaran las muestras
humanas para aislar y amplificar las SCs.

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

Tarea 2. Evaluar la seguridad y eficacia del medicamento celular en estudios preclinicos
(Objetivos 2) (meses 5-28).

e Actividad 1 (meses 5-12). Modelo de tumor cerebral y radiacién. 11, 12 e 14 generaran un
modelo animal de cancer cerebral infantil. Para ello, ratones juveniles seran inyectados
estereotaxicamente con células tumorales en el cerebro. Transcurridas 24h, los animales
recibirdn radiacion craneal (dosis total de 10 Gy).

e Actividad 2 (meses 5-12). Trasplantar las SCs en ratdn 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, bioguimica plasmatica,
tumorigénesis y resonancia magnética).

e Actividad 4 (meses 9-24). Test de comportamiento. 12, I3 e 14 emplearan una bateria de
tests para evaluar la coordinacion motora, fuerza fisica, aprendizaje/memoria y
discriminacién de olores en los animales.

e Actividad 5 (meses 21-32). Andlisis neuropatoldgico. 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 (western blot, ELISA, histologia e inmunofluorescencia).

e Actividad 6 (meses 5-24). 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 el mecanismo de accion del medicamento celular en estudios preclinicos
(Objetivo 3) (meses 9-28).

e Actividad 1 (meses 21-36). Andlisis molecular in vivo. 12, 13 e 14 realizaran el estudio
transcriptomico de las muestras.

e Actividad 2 (meses 1-36). Mecanismos de interaccion celular in vitro. 12 e 14 se
encargaran de realizar los cultivos 2D y 3D y los distintos ensayos celulares.

Tarea 4. Escribir el Protocolo de ensayo clinico en base a los resultados preclinicos
(Objetivo 4) (meses 25-36).

e Actividad 1 (meses 5-36). Analisis de los resultados preclinicos. 11, 12, I3 e 14, en
colaboracién 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
Traslacién de Terapias Avanzada, recogeran la informacién necesaria para redactar el
protocolo de ensayo clinico (punto final, hipétesis, objetivos, disefio, descripcién de las
variables, tamafio muestral, criterios de inclusion y exclusion, aleatorizacion,
intervencién, medidas de eficacia y seguridad y andlisis estadistico). El protocolo del
ensayo clinico cumplira con la legislacién 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 evaluacién de productos bajo
investigacion en humanos, que aparecen en la Declaracion de Helsinki, revisada en las
sucesivas asambleas mundiales (WMA, 2008). Ademas, en paralelo, presentaremos la
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documentacion requerida al Comité Coordinador de Etica de la Investigacion
Biomédica en Andalucia (CCEIBA) para su consideracién, asesoramiento y aprobacion.

Tabla 1. Cronograma

Afo 1 Afio 2 Afio 3
ACTIVIDAD
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

Obtencion de muestras |l, |2, |37 |1, |2, |3,
- humanas
o
E Genoracion de SGe 12,13, 14, 12,13, 14, 12,13, 14,
2
© Controles de calidad GMP |2’ |3’ |4’ |2' |3’ |4’ |2' |3’ |4’

Modelo de t bral

dacon 11,12, 14 11,12, 14

Ti lante SC: luacio
. |de bditiucion 11,12, 14 11,12, 14
o . .
E emorcanea e 11,12,14 11,12,14 11,12,14 11,12,14 11,12, 14
oQ
[¢]

Test de comportamiento 12,13,14 12,13,14 12,13,14 12,13, 14

Andlisis neuropatol6gico 12,13,14 12,13,14 12,13, 14

Estudio de supervivencia 11,12,14 11,12,14 11,12,14 11,12,14 11,12, 14
g [Anéliis molecuiar in vivo 12,13,14 12,13,14 12,13,14 12,13, 14
=
w . . .o
B |Lrecasmos de Ineraccion 12,14 12,14 12,14 12,14 12,14 12,14 12,14 12, 14 12, 14
< |Andlisis de los resultados 11,12, 13, 11,12,13, 11,12,13, 11,12,13, 11,12,13, 11,12,13, 11,12,13, 11,12, 13,
Q [prectinicos 14, 14 14 14, 15 14 14 14 14
Q Elaboracién de un protocolo |1, |2, |3, |1, |2, |3,
8 de ensayo clinico 14 14

Vivian Capilla Gonzéalez (11); Jesus Maria Sierra Parraga (12); Laura Pérez Alds (13); Concepcion Panadero

Mordn (14).

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 proteccion 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: Diseno de los proyectos y procedimientos” (antes Categoria C) que permite trabajar
con animales de experimentacion en Espafia.

En caso de emplear muestras de pacientes se solicitara 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 legislacién 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 28 laboratorios divididos en 3
departamentos (Fisiopatologia Integrativa y Terapias, Biologia del Genoma y Sefializacion, 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/).

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 jévenes investigadores para garantizar su consolidacion 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.

El grupo que lidera la Dra. Capilla-Gonzalez forma parte del departamento de Departamento de
Fisiopatologia integrativa y terapia (https://www.cabimer.es/en/research-groups/stem-cells-and-
translational-neurology/). Las actividades de investigacién del departamento se centran estudiar
nuevos tratamientos para resolver problemas de salud publica de alto impacto, incluidas las
enfermedades neuroldgicas como los tumores cerebrales. En este contexto, CABIMER es un
centro pioneros en Espafia en el desarrollo de productos basados en células madre para la
medicina regenerativa.
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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
Odor 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.
(0) 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 pm. 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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