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DESCRIPCION

IMPLANTE ELECTROACTIVO LIBERADOR DE FARMACOS PARA PROMOVER
LA REPARACION DEL SISTEMA NERVIOSO

La presente invencidn se refiere a un implante electroactivo para la liberacidn de
farmacos con actividad antifibrética vy facilitadora del crecimiento neural, vy a2 su uso
combinado con protocoios de electroestimulacion y con otros farmacoes para promaover
fa reparacion del sistema nervioso in vive, asi comoe a los compuesios, metodos y
procedimientos para preparar vy ejecutar dichos implantes, v a los sistemas de
glectrosstimulacion neural que incorporan los compuestos ¢ se coadministran con los
compuasios para prevenir ia fibrosis e inducir el crecimiento axonal ¢ dendritico sobre

o alrededor de los glectrodos implantados.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El sistema nervioso (SN} resulta daflado en procesos patoldgicos muy diversos
incluyendo & trauma, la hemorragia ¥ evenlos vasculares que Hevan a hipoxia e
isquemia, infeccionss, trastomos inflamatorios, enfermedades genéticas, metabdlicas,
thxicas y neurcdegenerativas. En la practica clinica, estas patologias pueden afectar
cualquier region del sistema nervicse central (SNC), compuesto por el encéfalo vy la
médula espinal, o involucrar al sistema nervioso periférico (BNP), formado por nervios
qgue transportan informacion sensorial y motriz desde/a {odos los drganos dal cuerpo.
La pérdida funcional secundaria a una lesidn neurcidgica depende de la localizacion y

ia severidad de esta.

La lesidn traumatica de la médula espinal es un tipo de dano neuroidgico frecuente y
bien estudiado, pero aun sin tratamiento efectivo. La fisiopatologia de la lesidn meadular
(LM}, asi como las estralegias propuesias para su reparacion, se describen de forma
pormencrizada en distintas publicaciones {Collazos-Castro JE. Lesion v reparacién de
fa médula espinal: aspectos neuropatolbgicos y funcionales. En: Esclarin de Ruz A
(Ed). Lesidn medular, snfoque multidisciplinario. Editorial Médica Panamericana.
Madrid, 2020, p. 235-241. Coliazos-Castro JE. Biomaterial-based systems as
biomimetic agenis in the repair of the CNS. in: Salgado A, {Ed). Handbook of
innovations in Central Nervous System Regenerative Medicine. Elsevier, Amsterdam,

2020}, En resumen, la LM inferrumpe los axones {(axoiomia) que discurren por la zona
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afectada, y también causa muerte de neuronas, células gliales, vasculares y
meningeas, y s& acompafia de una serie de respuestas compigjas que llevan a la

cicatrizacion tisular sin que se restaure la anatomia funcional del SN.

En los humanos, 1a LM traumatica suele producir defectos grandes en &l taiido nsural,
qgue varian desde 1 a 10 cm de large ¢ incluso mas. Tras ia fase aguda, en la que ia
glia v las células inflamalorias fagocitan ol tejido desvitalizado, se forman cavidades
con un componente variable de tejido conective fibrético. A este Glitimo contribuyen los
pericitos, los fibroblasios perivasculares y meningeos, otras células meningeas, vy
fibroblastos de los ligamentos espinales {(Fernandez E, Pallini E. Connective fissue
scarring in experimental spinal cord lesions: significance of dural continuity and role of
epidural issues. Acta Neurochir. (Mien) 1885; 76. 145-8; Goritz C, Dias DO, Tomilin N,
Barbacid M, Shupliakov Q, Frisén J. A pericyie origin of spinal cord scar fissue.
Scignce 2011; 333:238-42; Soderblom C, Luc X, Blumenthal &, Bray E, Lyapichev ¥,
Ramos J, Krishnan V, Lai-Hsu C, Park KK Tsoulfas P, Les UK. Perivascular fibroblasts
form the fibrotic scar after contusive spinal cord injury. J Neuroscl. 2013; 33:13882-7).
Las cavidades vy las cicalrices de iejido coneclivo consiifuyen un impedimento
mecanico y molecular para ia regeneracidon axonal v la migracion glial, e interfieren la
preseniacion de sefales lopograficas y moleculares para el crecimiento de las céiulas
neurales. La reparacion neural se dificulta aun mas por la expresion de inhibidores del
crecimiento axonal en ofros tipos de células ademas del tejide conectlive, asi como por
la existencia de limitacionss intrinsecas para la regeneracion en las neuronas adultas
del SNC (He Z, Jin Y. intrinsic Control of Axon Regeneration. Neuron 2018; 20:438-51;
(’Shea TM, Burda JE, Sofroniew MW, Cell biclogy of spinal cord injury and repair. J
Clin invest. 2017, 127:3258-70).

Estudios en ratones transgénicos demostraron que la cicatriz fibrotica que se forma
tras la LM puede eliminarse por completo mediante manipulacidn génica, pero el
resuitado fue la creacion de un defeclo tisular sin ningun recrecimiento neural (Gorikz
C, Dias DO, Tomilin N, Barbacid M, Shupliakov O, Frisén J. A pericyte origin of spinal
cord scar lissue. Science 2011, 333:238-42). No obstante, cuando solo se inhibid
parcialimente la proliferacion de las células fibrdticas en lesiones medulares
incompletas, se pudo aumentar la extension y ramificacién de los axones del fracto
corticoaspinal (Dias DO, Kim H, Holl D, Weme Solnestam B, Lundeberg J, Carlén

M, Géritz C, Frisén J. Reducing pericyte-derived scarring promotes recovery after
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spinal cord injury. Cell 2018; 173:153-165).

Los microtibulos son una diana relevanie para intentar aumentar la regeneracidn
axonal. La patente WO 2006/084811 reivindica el uso de farmacos eslabilizadores de
los  microtubulos, por ejemplo, el taxol, para la preparacidn de compuestos
farmacéuticos que sstimulen el crecimiento axonal iras lesiones del SNC. Puesio qus
una dinamica correcla de ios microtUbulos también es indispensable para la migracion
y fa division celular, los farmacos gue estabilizan ios microtubulos  afectan
marcadamenie estos procesoes, v por consiguiente pueden reducir la fibrosis. La
administracion de taxol disminuyd la formacion de tejido fibrdtico v produjo cierto
crecimiento axonal en ratas con LM {Hellal F, Hurlado A, Ruschel J, Flynn K,
Laskowski CJ, Umiauf M, Kapitein LC, Strikis D, Lemmon V, Bixby J, Hoogenraad CC,
Bradke F. Microtubule stabilization reduces scarring and causes axon regeneration
after spinal cord injury. Science 2011,331:828-831). Sin embargo, existe mucha duda
entre 10s expertos respecto a la posible utilidad del taxol y farmacos relacionados para
facilitar la reparacion de las lesiones neurcldgicas, debido a su neurotoxicidad y a que
bioguea la migracion y divisidn de las células gliales y de ofras células reparativas,
levandoe a la formacion de cavidades vacias en la médula espinal en vez de facilitar
cierre de la brecha tisular (Popovich PG, Tovar CA, Lemeshow 3, Yin Q, Jakeman LB.
independent evaluation of the anatomical and behavioral effects of Taxol in rat models
of spinail cord injury. Exp. Neurol. 2014,261: 97108},

Mientras que el taxol estabiliza los microtibulos, existen farmacos gue tienen ef efecto
contrario, es decir, que aumentan la movilidad de ios microtibulos, por ejemplo, los
inhibidores de las quinesinas. Estos Gltimos, v en particular 1os inhibidores de la
quinasina Eg5, también incrementan af crecimiento axonal y s han propuesto para el
tratamiento de ias lesiones del sistema nervioso (Lin S, Liu M, Son YJ, Timothy Himes
B, Snow DM, Yu W, Baas PW. Inhibition of Kinesin-5, a microtubule-based motor
protein, as a strategy for enhancing regeneration of adult axons. Traffic. 2011, 12:268-
88, Baas PW, Matamoros AJ. inhibition of kinesin-5 improvas regeneration of
injured axons by a novel microtubule-based mechanisnt. Neural Regen Res.
2015:10:845-9). Un estudio preliminar evalud la utilidad del monasirel, un inhibidor de
Eg5 con baja afinidad, combinado con injertos de nervio periférico v condroitinasa ABC
para aumentar la regeneracidén axonal en ratas con LM (Xu C, Klaw MC, Lemay MA,

Baas PW, Tom VYJ Fharmacologically inhibiting kinesin-5 aclivity with monastrol
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promotes axonal regeneration foliowing spinal cord injury. Exp Neurol 2015
Jan;263:172-8). El injerto de nervio periferico actuaba como sustrate v guia para el
crecimiento axonal a través de la zona de lesidn, v ia condroilinasa ABC como
degradadora de proteoglicanos inhibidores de la regeneracidn axonal. El monastrol,
administrado en solucién por 14 dias a través de una sonda intratecal en la zona del
implante, tuvo un efecte faciiifador adicional del crecimiento axonal, aungue sin

repercusion en la recuperacion funcional.

Se han desarrcllado diversos inhibidores de EgS con mucha mayor afinidad vy
selectividad gue el monastrol (Myers 3M, Collins | Recent findings and fulure
directions for interpolar mitotic kKinesin inhibitors in cancer therapy. Future Med Chem.
20168;8:463-89), Io que les confiere un mayor polencial terapéutico. Existen varias
patentes que reivindican estos compuestos vy su uso como antimitdlicos para el
fratamiento del cancer, por ejemplo, las patentes USB765817 y US20150252114.

No obstante, no se ha investigado la ulilidad de los inhibidores de Egb para &l

tratamiento de |a fibrosis en e SN © en ofros Grganos corporales,

Los farmacos inhibidores de receptores tirosina quinasa también pueden tener efectos
baneficiosos tras una lesion neurcldgica, incluyendo una disminucion de [a fibrosis. For
giemplo, los inhibidores de los receptores del factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGFR), como el imatinib, reducen la fibrosis en diversos modeios
animales de enfermedad cutanea, pulmonar vy hepatica (Distler JH, Jinhidrogel A,
Huber LC, Schulze-Horsel U, Zwerina J, Gay RE, Michel BA, Hauser T, Schett G, Gay
S, Distler O. Imatinib mesylate reduces production of extraceliular matrix and prevents
development of experimental dermal fibrosis. Arthritis Rheum. 2007:56:311-22; Rhee
CK, Les SH, Yoon HIK, Kim SC, Les BY, Kwon 58, Kim YK, Kim KH, Kim TJ, Kim JwW.
Effect of nilotinib on bleomycin-induced acute lung injury and pulmonary fibrosis in
mice. Respiration. 2011;82:273-87; Pesce A, Ciurleo R, Bramanti A, Armeli igpichino
EC, Petralia MC, Magro GG, Fagone P, Bramanti P, Nicoletti F, Mangano K. Effects of
Combined Admistration of Imatinib and Sorafenib in a Murine Model of Liver Fibrosis.
Molecules, 2020,25:4310). Estos compusesios también se han propuesio para el
tratamiento de las lesiones neurcldgicas. Por giemplo, se han informado efectos
antiinflamatorios, neuroprotectores y antifibroticos para el imatinib en roedores con LM
{(Abrams MB, Nilsson |, Lewandowski 3A, Kjell J, Codeluppi S, Olson L, Eriksson UL
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imatinib  enhances functional ouicome after spinal cord injury. PLoS One.
2012,7(6):e38760), pero investigadores independisntes no obiuvieron {os mismaos
resultados con este medicamento (Sharp KG, Yes KM, Steward Q. A re-assessment of
ireatment with a tyrosine kinase inhibitor (imatinib) on tissue sparing and functional
recovery afier spinal cord injury. Exp Neurol 2014 Apr254.1-11). A pesar de que su
utiiidad es controvertida, actuaimente se desarroilan ensayos clinicos que evaltan la
seguridad de la administracion de imatinib en personas con lesidn medular cervical
{Treatment of Cervical Spinal Cord Injury With Imatinib - a Safety and Feasibility Study.
ClinicalTrials.gov Identifier. NCT02363361).

De todo lo anterior resulta evidente que el control de 1a fibrosis tras las lesiones del SN
@5 un problema no resusifo que es necesario abordar para ayudar a la reparacidn
neural. La inhibicidn completa de la fibrosis o la utilizacidn de farmacos neurotdxicos o
que estabilicen el citoesquelsico de forma inespecifica, como es el caso del taxol,
pugde causar una extensidon dei defecto tisular v un falle completo de las respuestas
reparativas. La utilidad de los nuevos inhibidores selectives de Egd para disminuir la
fibrosis y aumentar e crecimiento neural se desconoce, y para un experto en la técnica
tampoco es obvia la forma en que estos farmacos podrian administrarse y combinarse
para tener un sfecto positivo en la reparacion newral. Por ofra parte, se cree gue los
inhibidores de £¢5 pusden afectar negativamente la memoria v ol aprendizaje (Freund
RiC, Gibson ES, Potter H, DellAcgua ML. inhibition of the Motor Protein Eg5/Kinesin-5
in Amvioid B-Mediated Impairmeni of Hippocampal Long-Term Potentiation and
Dendritic Sping Loss. Mol Pharmacol. 2016;89:552-8), por lo que seria necesario
administrarios directaments en la zona de lesion para limitar los efectos no deseados.
Qtros farmacos, como el imatinib, parecen ser beneficiales en la LM, pero existe
mucha duda sobre tales efecios va que no se reprodujeron al ser evaluados por

investigadores independientas.

Por ofro lado, otra herramienta multifuncional que puede ayudar a la reparacidn de
diversos tegjidos es la estimulacion eléctrica, ya que s& ha demostrade gue aumenta la
migracidn y la divisién celular, asi como la secrecion de factores tréficos (Rajendran
8B, Challen K, Wright KL, Hardy JG. Electrical Stimulation to Enhance Wound Healing.
J Funct Biomater. 2021;12:40).
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Aungue los intentos previos no han consequido promover ia regeneracidn axonal a
traves de una lesion del SNC mediante electroestimulacion, si han demostrade que
puede inducir algunas respuestias de crecimiento axonal (Martin JH. Neuroplasticity of
spinal cord injury and repair. Handb Clin Neurol. 2022;184:317-330). Por gjemplo, en
rosdores, consigue  aumentar la ramificacidn de axones intaclos del fracio
corticoespinal (Brus-Ramer M, Carmsl JB, Chakrabarty &, Martin JH. Electrical
stimulation of spared corficospinal axons augments connections with ipsilateral spinal
motor circuits after injury. J Neurosci. 2007,27.13723-801). No obstanie, existen
evidencias de que fambién puade tener el efecto contrario, es decir, inhibir la
regensracion axonal {(Enes J, Langwisser N, Ruschel J, Carbalicsa-Gonzalez MM,
Kiug A, Traut MH, Yiera B, Tahirovic &, Hofmann F, Stein V, Moosmang S, Hentall ID,
Bradke F. Electrical activity suppresses axon growth through Cal{v)1.2 channels in

adull primary sensory neurons. Curr Biol. 2010,20:1154-84).

Los estimulos eleclricos de baja frecuencia (20 Hz) aumentaron la velocidad de
regeneracion de axones motores en of SNP (Al-Majed AA, Neumann CM, Brushart TM,
Gordon T. Brief elecirical stimulation promotes the speed and accuracy of motor axonal
regeneration. J Neurosci. 2000,20:2602-8), pero no lo hicieron en la medula espinal,
incluso cuando simulidaneamente se implantaron fragmentos de nervio periférico en la
zona lesionada (Harvey FJ, Grochmal J, Tetziaff W, Gordon T, Bennelt DJ. An
investigation inlo the potential for aclivity-dependent regeneration of the rubrospinal
fract after spinal cord injury. Eur J Neuroscl. 2005,22:3025-35).

Una estrategia en exploracién para la reparacidn neural consiste en aplicar ios
estimulos eléciricos a fravés de maieriales electroconductores implantados dentro de
la zona de lesion, que simulidneamenie proporcionen sustrate vy gquia para el
crecimiento neural. in vitro, 1a glia v 1as neuronas crecen muy bien sobre electrodos
metalicos o de carbono recublerios de polimeros conduciores y hiofuncionalizados con
moléculas que promueven la adherencia celular (Collazos-Castro JE, Herndndez-
Labrado G, Polo L, Garcia-Rama C. N-Cadherin and Li-functionalised conducting
polymers for synergistic stimulation and guidance of neural cell growth. Biomaterials
2013;34:3603-3817). La electroestimulacion a través de estos sustratos celulares
puede actuar direciamente sobre las neuronas o la glia o influir indirectamenta sobre
ellas al modificar o electrosscretar las moléculas presentes en la interfase

eleciredo/célula {(Collazos-Castro JE, Polo JL, Hemandez-Labrado G, Padial-Cafiste
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¥V, Garcia-Rama €. Bioelecirochemical Control of Neural Cell Development on
Conducting Polymers. Biomaterials 2010;31.9244-0255; Collazos-Castro JE, Garcia-
Rama C, Alves-Sampaio A, Glial progenitor call migration promotes CNS axon growth

on funchionalized electroconducting microfibers. Acla Biomater. 2016;35:42-56).

En este sentido, patentes previas (P201231869, PCT/ES2013/070878) han descrito
microfibras  slectroconductoras  modificadas  con moléculas que promueven &
crecimiento axonal y la migracion glial por distancias largas /n vitro. Desde ¢l punto de
vista neurofisioldgico, las microfibras permiten un regisiro ulirasensible de la actividad
neurcnal (Vara H, Collazos-Castro JE. Biofunctionalized Conducting Polymer/Carbon
Microfiber Electrodes for Ullrasensitive Neuwral Recordings. ACS Appl Mater Interfaces.
2015,7:27018-26), v también una mejor activacidn eléctrica de los circuitos neurales
espinales (Vara H, Collazos-Castro JE. Enhanced spinal cord microstimulation using
conducting polymer-coated carbon microfibers. Acta Biomater. 2018,00:71-88). Estas
rmicrofibras, incorporadas en hidrogeles de alginato para su implantie en reedores con
LM, también disminuyeron parcialmente la fibrosis vy sirvieron de andamio para &l
crecimiento celular en Ias cavidades Tormadas en el tejido neural, facilitando la
regeneracion axonal y la migracion celular dirigida (Alves-Sampaic A, Garcia-Rama C,
Collazes-Castro JE. Biofunctionalized PEDQOT-coated microfibers for the treatment of
spinal cord injury. Biomaterials 2018, 89:88-113). A pesar de estos efscios
histologicos, el implanie de microfibras en hidrogel de alginato también incremenid ia
brecha en e fejide neural. La respuesia regenerativa axonal y glial fue limitada,
probablemente debido a las caracteristicas del alginate y su degradacidn con
libaracidn de calcio, v al control deficiente de la fibrosis en la zona de lesién. Estos
resullados generaron la necesidad de investigar esirategias adicionales para reducir el
dafic tisular y la respuesta cicatricial asociada a las lesiones neuwrcidgicas y a los

implantes electroactivos en ef SN, asi como para promover 1a regeneracion axonal.

Teniendo en cuenta el estado de 1a técnica descrile, se ha detectade 1a necesidad de
desarrollar tratamienios que disminuyan la fibrosis v simuilianeamente reduzcan la

cavitacion y ia extansion del dafo neural.

Este problema se resusive en la presente invencidn gracias a los compuestos,
meétodos v dispositives descritos que consiguen reducir la fibrosis v simultaneamente

disminuir ia cavitacion del sistema narvioso vy estimular &l crecimienio neural a fravés
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de la zona de lesidn. Estos efectos multiples son indispensables para una reparacidn
exitosa del tejido newral, v se han logrado por medic de un implanie que libera
farmacos v aplica estimulos eléctricos en la zona de lesidn, v que ademas puede
combinarse con fa administracion de otros compuestos por via local o sistémica para

mejorar 1a restauracion de la arguitectura tisular.

Ademas de la reparacidn neural, la invencidn también encuentra aplicacion en general
en el campo de las neuroprétesis, ya que disminuye las respuestas inflamatorias v
fibroficas alrededor de los electrodos implantados, mejorando ia deteccidn, activacion

o modulacion de ia actividad eléctrica neuronal.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La pressenis invencion se encuadra en 8l sector técnico del desarrolio de implantes
liberadores de farmacos, sistemas para slectroestimulacion newral, v combinacionss
farmacolégicas vy neuroprotésicas;, proporcionande  compuestos, métodos v
dispositivos para limitar la inflamacion y controlar [a fibrosis en las zonas dafiadas del
sistema nervioso, asi como para facilitar, sstimular v dirigir ef crecimiento axeonal v la
adherencia, proliferacién, migracién y diferenciacion de células gligles, neuronas,
células vasculares, células del igjido conectivo, y ofros tipos de células que pueden

contribuir a la reparacion de las lesiones neurolbgicas.

Mas especificamente, esta invencidn se refiere a implanies slectroactives liberadores
de farmacos con actividad antifibrotica y facilitadora del crecimiento neural, v a su uso
combinado con profocolos de electroestimulacion vy con otros farmacos para promover
fa reparacidon del sistema nervioso in vive. Esta invencion tambien se refiere a los
compuestos, métodos y procedimientos para preparar v ejecutar dichos implantes; y a
sistemas de electroestimulacion neural gque incorporan s compuesios o se
coadministran con los compuestos para prevenir la fibrosis e inducir e crecimiento

axonal o dendritico sobre o alrededor de los electrodos implantados.

For tanto, esta invencion encuentra aplicacion industrial en las dreas de biomedicing,
bictecnologia, y bioingenieria e ingenieria tisular. Mas especificamente, 1a invencidn
tiene aplicacion en la industria de la medicina regenerativa para controlar la fibrosis v

promover fa reparacidn del tejide neural vy la restitucidon funcional tras lesionegs del
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sistema nervioso, v en la de las neuroprdtesis eléclricas para estimular ¢ registrar la
actividad sléctrica neural y sustifuir las funciones perdidas. La presente invencidn
también tiene aplicacidén en la industria bictecnoldgica, particularmente en &l disefio de
disposiivos para inducir la proliferacion, migracion y seleccion de células gliales vy
progenitores neurales y el crecimiento axenal in vitro. Finaimente, las aplicaciones

puaden extenderse a ia ingenieria de tejidos y drganos diferentes al sistema nervioso.

Ademas, la estimulacidn eléctrica en esta invencién puede combinarse con los
farmacos antifibréticos con esta finalidad, proporcionande efectos {erapéuticos

sinérgicos que no pueden obtenerse por dichas intervenciones de forma separada.

La presente invencidn se refiere a un implante multifuncional que libera farmacos y
permite la aplicacidn de estimulos eléclricos en los silios lesionados del sistema
narviose, controlando 1a fibrosis v aumentando el crecimiento de las células neurales,
asi como de otras células reparativas del tejido neuwral. El implante comprends un
hidrogel gue rellena el defecto tisular v contiens compuestos farmacoldgicos para
liberacién local, y electrodos para ia aplicacidn de los estimulos eléclricos. Los
elecirodos pueden incorporarse deniro del hidrogel, usualmente en forma de
microfibras © microalambres para gjercer de sustrato de crecimiento celular
glectroactivo, © bien pueden posicionarse adyacentes al hidrogel para estimular
gléctricamente ias estructuras perilesionales y promover el crecimiento newral a fravés
de la lesidn. Los efectos sobre la reparacidn tisular se obtienen por la accidn
combinada del hidrogel que rellena la lesidn vy evita asi la acumulacion de sangre v
restos celulares, v simultdaneamentes facilita el crecimiento tisular, los farmacos gue
disminuyen ia fibrosis y aumentan la migracién glial v la extension y ramificacion de los
axones, las microfibras que guian a las células v axonss a través de la lesion, v la
astimulacion eléctrica que incrementa las respussias reparativas. Ademas, sl implante
puade combinarse con ofros farmacos administrados por via local o sistémica para

potenciar sus efectos terapéuticos.

La presents invencion presenta las siguientes ventajas que le confisren gran potencial

de desarrollo industnial, entre llas:

1) ldentifica compuesios farmacoldgicos, dosis y formas de administracidon muy
gficientes para disminuir la fibrosis inducida por las lesiones en e sistema

nervioso. Los farmacos pueden aplicarse locaimente en las zonas de lesion,
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formulados en un hidrogel de reabsorcion lenta, evitando asi su toxicidad sistémica
¥ sin necesidad de implantar bombas v sondas para su liberacion continua en el
tejido neural.

2} Desarrolla un nuevo implante para el sistema nervioso lesionado, en donde el
hidrogel que iibera los farmacos se combina con electrodos para aplicar estimulos
gléctricos, induciends una respussia de crecimiento celular que facilita el clerre del
defecto tisular v no pusede obtenerse con o8 farmacoes ¢ la estimulacion sléctrica
por si solas. Los slectrodos pueden incorporarse dentro del hidroge! para servir
ademas de soporie y guia del crecimiento neural, ¢ puedsn posicionarse
advacentes al hidrogel para estimular las células perilesionales. El implante no
contiens céhlulas, v por tanto no presenta las limitacionss vy potenciales
complicaciones meédicas de la terapia celular o de los injertos de nervio periférico.

3} Desarrolia una metodologia para la aplicacién del implante en lesiones traumaticas
del sistema nervioso humano. El implante es faciimente configurable para lesionas
de diferente forma y famano, y por consiguients faciimente trasiadable a la practica
clinica.

4y El implante puede combinarse con la administracidn de otros farmacos por via

focal o sistémica para mejorar las repuesias de reparacion tisular,

El hidrogel empleado puede fabricarse a parlir de diversos compuesios aprobados
para uso clinico, por ejemplo, 1a fibring, y su componente farmacolbgico principal es un
compussto que reduce la proliferacion celular sin presentar actividad nsurotdxica en
concentracidn nanomolar, preferencialmente una molécula que inhibe ¢ bloguea la
funcion de las quinesinas, en particular de la quinesina-5, también denominada £¢5 o
KiF11., Tal como se sejempiifica en la presente invencidn, EgS se expresa
abundantemente en las células del tejido conective {fibroblastos, pericitos, céiulas
meningeas} que proliferan y forman una cicatriz fibrotica que impide |8 reparacidn
tisular tras una lesion medular, v los farmacos que la inhiben, por sjemplo, el
compuesto SB743821, disminuyen e incluso eliminan la formacion del tejido fibroso y
aumentan el crecimiento axonal en la zona de lesion. En la presents invencion,
farmacos inhibidores de g5 se incorporan en hidrogeles de fibrina sin perder su
actividad, v se liberan por periodos de tiempo suficientes para controlar la fibrosis v
facilitar las respuestas reparativas del tejido neural. Sin embargo, sin estimulacion
elécirica vy elementos para la adherencia v guia celular, el cierre del defecto tisular v

cracimienio neural gque se preoduce tras ef implante del hidrogel es incompleto vy
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desorganizado, resultando insfectivo para la reparacion funcional.

Para organizar y mejorar ol crecimiento neural en la zona de lesidn, inducir 1a actividad
neural, y conseguir una reparacidn tisular funcional, o implante objelo de esta
invencidn incluye electrodos que pueden ser de dos tipos:

- Internos, es decir, localizados en el interior del hidrogel, en cuyo caso se prefiersn
gstructuras electroconductoras biofuncionalizadas vy alineadas, como por gjemplo
microfibras o nancestructuras de carbono ¢ microalambres metalicos recublertos de
biomoléculas que promusvan la adherencia v el crecimienio celular dirigido.

- Exiernos, es decir, localizados fuera del hidrogel, usualmente adyacentes al hidrogel
0 sobre {as capas de tsjido conjuntivo que senvusiven al tgfido neural, ss decir, sobre
las meninges del sistema nervioso central, ¢ sobre ¢l epineurio © &l perineurio en los
narvios periféricos. Esios elecirodos pueden tener cualguier tipo de morfologia que se

adapte a los tejidos sobre [os que se colocan para aplicar tos estimulos eléciricos.

For otra parte, la compleiidad de las lesiones neurcldgicas y de las respuestas
inflamatorias v fibroticas que se producen ante cualguier implante en el sistema
nervioso todavia hacen necesario combinar el implante objeto de esta invencidn con la
administracion de otros farmacos antinflamatorios y  antifibrdlicos, asi como
facilitadores del crecimiento neural, para oblener los efectos reparativos dessados.
Como se muestra en los ejemplos posteriores, los farmacos inhibidores del PDGFR
como el imatinib son muy Uliles para potenciar los beneficios del implante sobre la

reparacion del tejido neural.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere a un implante electroactivo
liberador de farmacos que comprends:

a) un hidrogel que se sslecciona de entre polimeros naturales o sintélicos, incluyendo
polipéptidos, polimeros de fibrina, polimeros de molécuias de la matriz exiracelular
tales como la fibronecting, el coldgeno, los proteoglicanos, o los glicosaminoglicanos,
alginato, guitosang, acrilamida, metacrilate, hidrogelatina, vy derivados v combinacionas
de estos materiales;

) al menos un farmaco que $e incorpora al hidrogel anterior para controlar la fibrosis v
facilitar el crecimiento axonal v la migracién glial a través del sitio de lesidn, en donde
uno de los farmacos se selecciona de entre compuestos que bloguean o inhiben la

funcién de las quinesinas, o gue reducen su expresion, inciuyendo inhibidores de la
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quinesina Eg5 derivados de las carbolinas, bifenile, quinazolinas, tiazolopirimidinas,
tiadiazoles, dihidropirazoles, isoquinolinas, imidazoles, benzimidazoles, benzopiranos,
pirrclinas, dihidropiridinas, tritiicisteina y benzamidas, asi como acidos ribonuciéicos de
interferencia ¢ de silenciamisnto;

¢} un sistema de electrodos para la aplicacion de estimulos eléctricos al tejido
lesionado, en donde al mencs un slectrodo se posiciona dentro del hidrogel o

adyacente a él.

En una realizacidn preferida, los electrodos estan en el interior del hidroge! v sirven
adicionalmente como soporte, guia y estimule para &l crecimiento celular en la zona de

fesion.

En otra realizacidén preferida, los electrodos interiores del hidrogel se seleccionan de
gntre microfibras de carbone, nanocesiructuras de carbono, ¢ microalambres de acero,
oro, platine, platinofiridio, u ofros metales y sus Oxidos, composites y aleaciones,
entendiéndose como composite una mezcla heterogénea de estos metales con olros

componentes no metalicos sintéticos ¢ naturales para formar un solo compuesto.

En otra realizacion preferida, los electrodos estdn recubierios de polimeros

conductores.

En ofra reslizacion preferida, sl polimero conductor que recubre los electrodos se

selecciona de entre poli(3,4-elilendioxitiofens) (PEDCOT), polipirol o polianilina.

En ofra realizacién preferida, la superficie dei elecirodo ¢ del polimero conductor esta
bicfuncionalizada, es decir, se le ha unideo al menos una molécula con actividad
bioldgica para ayudar a las respuestas de crecimienic neural sobre ¢ alrededor del

glectrodo.

En ofra realizacion preferida, la molécula con actividad bicldgica usada para la
bicfuncionalizacion de los electrodos se selecciona de entre moléculas de adhesidn
celular, moléculas de la matriz exiracelular, factores de crecimiento, factores guia para
los axeones o dendritas tales como netrinags, efrinas, semaforinas, protocadherings o las
proteinas Slit ¢ Wnt, morfdgenos como  Sonic  Hedgehog, proteoglicanos,

glicosaminoglicancs, ganglidsidos, proteinas, péplidos ¢ combinacionss de esias
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moléculas.

Para la biofuncionalizacidn de los electrodes se pueden utilizar moléculas puente v
métodos descritos en la liferatura y en ofras patenies, alqunas de las cuales se

incorporan aqui como referencia (PCT/ES2013/070879).

Un segundo aspecto de la presente invencion se refiere al método utilizado para la
preparacion del implante, segun lo descrite anteriormente, gue comprende la
preparacion de un hidrogel de fibrina a pariir de una mezcla de una solucidn gue
contiene fibrinégeno humano en concentraciones de enire 0,5 v 100 mg/mt y factor
K,y una segunda solucidn que contiene trombina y CaCly, donde las

concentraciones finales se ajustan con NaCl al 0,8% en agua.

La mezcla de las dos soluciones para la formacién del hidrogel {gelificacion) pusde
realizarse tanto in vifro, es decir, en tubos, moldes, piacas u olros materiales de
laboratorio, como in vivo, s decir, directamente en la zona de dafio tisular para que se

ajuste con mas precisidn a la forma y el tamano de la lesidn.

En una realizacion preferida, al menos una de ias soluciones precurseras del hidrogel
contiene al menos un farmaco con actividad antifibrotica y/o facilitadora del crecimiento

naural, gue se retiene tras la gelificacidn de ia fibrina.

En otra realizacion preferida, & farmaco se encapsula previamente en particulas,
vaesiculas, liposomas o similares, de tamafio nanométrico o micromsatrico, con el fin de
incrementar su retencion © mejorar su actividad, y luego se incorpora a las soluciones

precursoras del hidrogel

En otra realizacidn preferida, se incorporan microfibras, microalambres u ofros
glemenios electroconductores alineados en e hidrogel, durante el proceso de

gelificacion in vitro © in vivo.

En un tercer aspecto, la presente invencidn se refiere a un matodo para la reparacion
del sistema nervioso, gue comprende [as siguientes elapas:
a. limpiar de restos celulares, sangre vy adherencias fibréticas la zona de lesion

neurcldgica;
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b, formar el hidroge!l del implante de la invencidn, segun se ha descrito
antsriorments; &

¢ implantar el hidrogel en la zona de lesion neurcidgica limpia segun 1a etapa a)
durante la gelificacion de la etapa b) cuando ésta se produce in vivo, o tras la

gelificacion de la etapa b) cuando ésta se produce in vitro,

En una realizacién preferida, adicionalments la zona de lesidn se lava en la slapa a)
con una solucion que contiens un compuesto farmacoidgico, y se deja la solucidn en
contacto con el tgjido por algunos minutos para impregnar la zona perilesional con el

farmaco previamenis a ia formacion del hidrogel.

En otra reglizacion preferida, el hidrogel con ef compuesto farmacoldgico se forma in
vitro v posteriormente se implania en la zona de lesion neuroldgica limpia segun la

gtapa @).

En ofra realizacion preferida, e hidrogel con ef compuesto farmacoldgico se forma in
vitro, dentro de un segundo material implantable, v el implante compuesto resultants

se introduce en la regién dafada del sistema narvioso limpio segun la etapa a).

En una realizacion preferida el hidrogel se forma con el compuesio farmacoldgico in
vivo, de manera gue la gelificacion franscurre directamente en la zona de lesidn

neurciégica limpia segun la stapa a).

En ofra realizacion preferida, el sisterna de elecirodos se implanta en la zona de dafio
neurcldgico y posteriormente se forma el hidrogsl con el compuesto farmacoldgico in
vivo, es decir, dentro del tejido neural, rodeando los electrodos v rellenando ef defecto

tisular.

En ofra realizacion preferida, el hidrogel se forma in wilro con el compuesto
farmacoldgico v of sistema de slectrodos, vy posteriormente se implanta en la zona de

lesién neuroldgica.

En ofra realizacion preferida, el hidroge! con el compuesto farmacoldgico se gslifica in
vivo dentro del defects tisular, v el sisiema de electrodos se posiciona adyacents al

hidrogel, denire del sistema nervicso o sobre las membranas que envuelven al {gjido
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nervioso {meninges, epineurio, perineuric).

Un cuarto aspecto de ssta invencidn se refiere a la aplicacidn de sstimulos eléctricos
por &l sistema de electrodos interno o externo del implante, con el fin de estimular o
dirigir ias respuestas reparativas fisulares ¢ activar las células neurales e inducir Ia

descarga de potenciales de accion.

En una realizacion preferida, se aplican estimulos eléciricos hifasicos a través de los

elecirodos del implante.

En otra realizacidn preferida, se aplican estimulos sléctricos monofasicos a través de

los electrodos del implante.

En olra realizacion preferida, Ios estimulos sléclricos empiszan © consisten en una

corriente sléctrica de polaridad negativa.

En otra realizacion preferida, los estimulos eléciricos empiezan ¢ consisien en una

corriente eléclrica de polaridad positiva.

En otra realizacién preferida, la intensidad de ia corriente eléctrica aplicada, en valor

absoluio, estd comprendida entre 1 nancamperio v 20 miliamperios.

En olra reglizacién preferida, la frecuencia de los estimulos eléclricos estd
comprendida entre §,00001 Hz y 100000 Hz.

Un ultimo aspecio se refiere al uso del implante elecireoactive en combinacion con
compuestos farmacoelégicos administrados por via local o sistémica, que faciliten la

integracion del implante v ia reparacidén neural,

En una realizacidn preferida, el implante electroactive se combina con la
administracion adicional de al menos un farmacoe antinflamatorio, antifibrético,

antibidtico, neuroprotector, o facilitador del crecimianto neural.

En ofra realizacidon preferida, el implante se combina con la adminisiracién de un

inhibidor de recepiores firosina quinasa que se selecciona de entre o imatinib,
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sunitinib, sorafenib, masitinib, dasatinib, nilotinib, gefitinib, erlotinib, lapatinib, v

tofacitinib.

A lo largo de la descripcidn vy las reivindicacionas [a palabra "comprends” v sus
variantes no pretendsn excluir otras caracteristicas técnicas, aditives, componantes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas vy caracteristicas de Ia
invencién se desprenderan en parte de la descripeidn vy en parte de lag practica de ia
invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracidn, v

no se pretende que sean limitativos de la presents invencion.

igualmente, a lo largo de esta memoria de ia invencidn se citan numerssos

documentos que se incorporan aqui como referencia.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1 llustra ol desarrollo del tejido conectivo fibrético despuds de una transeccion de
la médula espinal en ratas.

A} Vista dorsal del procedimiento quirurgico llevado a cabo en la medula de rata con
@scision de 2 mm de tejido neural y posterior sutura de la duramadre. B) Desarrclio de
fa profiferacion y migracién de células fibroticas positivas para FDGFR (verde) en la
zona de lesidn. A los § dias postlesidn (DPL), se ha formado una densa cicalriz
fibrética que bloguea cualauier posibilidad de reconexion del sistema nervioso. ) La
gran mayoria de las células cicatriciales que se interponen al crecimiento axonal v Ia
migracion de los astrocitos (GFAP, rojo) también expresan la quinesing £G5S (verde).
En el panel derecho inferior se muestra un control negative de tincidn para EGS,
omitiendo el anticuerpo primaric. Las secciones de {gjido tienen 10 um de grosor.
Barras de escala: B, 500 umy; C, izguierda, 200 um; C derecha, 50 um.

Fig. 2 demuestra la reduccion de la proliferacion de fibroblastos meningeos tras su
exposicion al compuesio SB7430921, un inhibidor de la gquinesina EGS.

A} Aumento del numero fotal de células a lo largo de 48 horas en cultives no fratados
(negro} o tratades con SB743821 {gris). Sin tratamiento, el nimero inicial de células se
multiplicd por 4-5 veces, mientras gue con el iratamiento el numere de células
permanecid constante. B} Cuantificacion de las células que incorporaron EdU, un
indicador de sintesis de ADN para 1a mitosis. Sin el farmaco (negro), e 80 % de las

células entfraron en milosis a o largo de las 48 horas de seguimiento; mientras gue
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solo e 20 % lo hicleron en presencia del farmaco (grig). ) Aspecto de las células sin
tratamiento (fila superior) vy tratadas con SB743921 (fila inferior), procesadas para
inmunocitoquimica a ias 48 horas de cullive. Las células tratadas seguian vivas, pero
mosiraban alteraciones en &l citogsgueleto (tubuling, rojo).

Fig. 3 ejemplifica 13 reduccidn de I3 fibrosis fras una lesidn medular y administracién
sistémica (subcutanea) de SB743821 en ratas.

A, B, C}, Aspecto de la zona de lesion a 7 DPL en cortes histolégicos de 10 um de
espesor, procesados para ios marcadores que se indican. Se observd una reduccion
parcial de la fibrosis (PDGFR, verde) tras la administracion de SB743921, gue ademas
era mas laxa y permitia el crecimisnto de numeresos axones positives para
neurcfilaments (NF, rojo). Como consscuencia, los mufionss se acercaron vy ia brecha
del tejide neural se redujo a menos de 500 um, tal como se detectd con el marcaje
para GFAP (rojoen E vy F) y MAPZ (rojo en H e I}, Los axones serotoninérgicos {verde
en By F) v noradrenérgicos (TH, verde en G e §) enfraron & la zona cicatricial,
aproximandose al mufion caudal. Barras de escala: A, B, 200 um; C 1, 100 pm.

Fig. 4 Hustra la reduccién de la fibrosis tras una lesidn medular v administracion
sistémica de imatinib, un inhibidor del receptor del factor de crecimiento derivado de
fas plaguetas (PDGFR), a los 6 DPL en ratas.

A} Ejemplo de la fibrosis (PDOFR, verde) en la médula de un animal control sin
tratarmmiento farmacoidgico, sacrificade a los 6 DRFL. B} Reduccidn marcada de la
fibrosis tras [a administracidén de tmatinib, en un animal sacrificado también a los &
DPL. El tratamiento permitid que la brecha tisular se cerrara v los muniones de la
médula entraran en comlacto, tal como se observa con ia tincidn para neurcfilamanto
{rojo en G} y astrociteos (GFAP, rojo en D). Algunos axones serotoninérgicos (verde en
D) cruzaron la lesion y eniraron an ef mufidn caudal (flecha en D). Barra de escala:
500 um.

Fig. & sjemplifica 1a reduccidn de ia fibrosis fras una lesidn medular v administracidn
de un ratamiento combinado con 8B743921 ¢ imatinib por via subcutanea en ratas.

A, B} Aspecto de ia médula espinal en un animal control sin tratamiento. Una densa
cicatriz positiva para PDGFR separa los mufiones rostral v caudal, creando una brecha
neural de aproximadamente 2 mm de largo. Ni los axones, (NF, serotoning) ni los
astrocitos (GFAF) se exiendieron en ef interior de la cicatriz. €, D) Aspecio de la
médula en un animal tratado con SB743921 e imatinib. La combinacién de farmacos
alimind por completo la fibrosis () aproximando parcialmente los mudones de g

médula, pero sin completarse el cierre del defecto tisular. Las regiones delimitadas por
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rectangulos en C vy D se magnifican en la parte inferior (¢, o), para ilustrar la
abundante ramificacion axonal tanto en el muidn caudal {¢) como en f muhdn rostral
(d). Ante la ausencia de un sustraio para su crecimiento a través de la brecha lisular,
los axones se acumularon en e borde de los mufiones. Barras de escaia: A-D, 500
iy by d, 100 pm.

Fig. & ejemplifica sl implante de microfibras electroconductoras (MFs) en hidrogel de
fibrina, formado in vilro ¢ in vivo, en el sitio de transeccion de la médula espinal en
ratas.

A) Ejemplo de [a brecha tisular de 2 mm creada en la médula espinal. B) insercidn de
fas MFs directaments en la brecha tisular, con posterior gelificacion in vive del hidrogel
de fibrina. C) Implante de un hidrogel formado /n vitro de fibrina con MFs que se
introduce en la zona de lesion. ) Aspecto de la médula espinal, representativo para
ambas metodologias de implante. Ninguno de los dos procedimientos aumentd of dafio
tisular, pero tampoco evitd la formacion de ia cicalriz fibrélica positiva para PDGFR
gue blogued el crecimiento neural a fravés de ia zona de lesién. Barra de escala en [,
500 um.

Fig. 7 Hustra la cavitacidn tisular y la fibrosis en ratas con transeccidn de la médula
espinal vy elechroestimulacién en el sitic de lesidn, sin implanie de hidrogel ni
administracion de farmacos.

Se aplicaron pulsos eléctricos bifasicos durante 10 dias en la zona de lesion,
implantando los electrodos y utilizando el protocolo de estimulacion con los métodos
descritos pormencrizadameants en el ejemple 7. Las médulas se extrajeron a los 14
DPL, se cortaron a 10 um de grosor y se procesaron para los marcadores indicados en
cada panel de la figura. La electroestimulacion no meodificd significativamente la
fibrosis (PDGFR) que selld los muiiones, v llevd a la formacion de cavidades en la
medula. Las células neurales {astrocitos, GFAP), neurcnas (MAP2) quedaron
separados por 1as cavidades v el tejido fibrélico, gue tampoco permilié que 1os axones
(serotoninérgicos, SER; noradrenérgicos, TH) atravesaran de un lado al otro. Barras
de escala: 500 ym.

Fig. 8 ejemplifica el implanie de hidrogel formado in vifro con fibrina, SB743821,
microfibras electroconductoras, y microalambre para estimulacion eléctrica en el sitio
de franseccion de la médula espinal en ratas.

A} El implante de hidrogel de fibrina/ SB743021 con microfibras se introdujo en la
brecha tisular de 2 mm; posteriormsante se posiciond un microalambre de acero

inoxidable {(50.8 ym de diametro, con aislamientic de tefién que se remueve de la
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purita, dejandoc 1 mm expussto, flecha amarilla) rostral v dorsal con relacidn al
implante. Finalmente se suluré la duramadre con un hile 16-0. Bl contraslectrodo se
coloctd ventral, en el fejide abdominal subcuwlanes. Los cables del slectrode de
gstimulacion y del contraslectrodo terminaban en pines de oro que salian por la pisl
dorse-caudal del animal. B} un fren de 15 pulsos sléctricos bifdsicos, con una duracidn
total de 45 ms, se aplicd cada 2 s durante 90 minutos por 10 dias, comenzando el
cuarto dia post-lesidn,

Fig. 9 Hustra la reduccion de la cavitacidn, promocion del crecimiento neural y cierre
de la brecha medular en ratas, tras el implante del hidrogel formado in vitro con
fibrina/SB743821/microfibras y slectroestimulacion.

A les 14 DPL, se extrajeron las madulas espinales y se cortaron en secciones de 10
urm de grosor, y 88 procesaron con inmunchistoguimica para los marcadores gue se
gspecifican. En la izquierda se ilustra el estado de la médula en los animales que no
recibieron electroestimulacidn, en los gue se produjo una cavidad vacia de células en
la zona de ia lesidn. En la derecha se muesira la respuesta tisular a la
electroestimulacidn, que cerrd el defecto tisular y produjo el crecimiento de numerosos
axones (NF) en ia zona de lesion, acompafado de migracion de astrocitos (GFAP) a
partir de ios bordes de la lesion. Barra de escala: 250 um.

Fig. 10 ejempiifica la sinergia terapdutica entre el implante elsctroactive gue libera
SB743921 y la administracion sistémica de imatinib en ratas con transeccidn de la
médula espinal.

Se muestran secciones histoldgicas del centro de la lesidn, procesadas para
inmunchistoquimica de GFAP y serotoning a los 14 DPL. Todos los animales
recibieron el implante y la estimulacion eléctrica como se lustrd en las figuras 8 v 9,
reduciendo sustancialmente la brecha de tejido neural de 2 mm a aproximadamente
500 um. En la derecha se muestra que, en los animales tratados sdicionalmente con
imatinib, se produjc una mayor ramificacion y crecimiento axonal, en comparacion con
aguelios a los que no se les administrd el farmaco (izguierda). Los axones
adelantaron al frente de crecimiento astrocitario (GFAP), adentrandose en la lesion,
Los axones noradrenérgicos y en general los marcados para neuwsfilamente (no
mostrados) también aumentaron su crecimiento en respuesta al imatinib. Barra de
escala: 200 pm.

Fig. 11 ejemplifica ef implante de hidrogsles formados in vitro de fibring/microfibras
eleciroconductoras, fras una contusion de la médula espinal en cerdos.

Fotografias intraoperatorias donde se muesitra la reintervencion gue se realizd 24
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horas despugs de la contusion, con apertura de [as meninges (A, B} y eliminacién del
tejido desvitalizado {C), creando una cavidad en la cual se introdujeron los implantes
de hidrogeles de fibrina/microfibras (D, E). Finalmente, se suturd ia duramadre (F).

Fig. 12 muestra la mejoria del crecimiento neural en cerdos con contusidn/compresidn
medular gue recibieron el implante de fibrina con microfibras electroconducioras
formado in vitro.

A} Seccionss de ia médula espinal de 10 um de grosor, procesadas con
inmunchistoguimica para FDGFR y NF, 1 mes después de la lesidn. En el caso de los
animales gue solo recibieron 1a contusidn (control) se formaron cavidades y una zona
de cicatriz fibrotica densa, positiva para PDGFR, con restos de axones fragmentados
(ampliacién a ia derecha). &n los animales con mielotomia sin impiante se redujo 1a
cavitacién, pero [a cicalriz fibrotica impidid la entrada de axones a la zona de lesidn.
En los animales con mislofomia e implanie de fibring/microfibras se encontraron
numernsns  axones coreciendo asociados @ las células positivas para PDGFR
{ampliacion a la derecha), a pesar de cierio incremento en & dafo neural. B)
Cuantificacidn del volumen y ocupacion de la lesion por {gjido en los distinios grupos
de tratamiento. €} Volumen de la lesion ocupado por axones en general (NF),
astrocitos (GFAP), v axones serotoninérgicos {Ser). El implante de los hidrogeles de
fibrina/microfibras incrementt e volumen y la celularidad de ia lesidn, asi como el
iejido regenerativo con axones (NF) y astrocitos dentro de la lesidn. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) en estos pardmetros, entre sl
grupe con implante versus los grupes confrol v mielotomia. Barras de sscala; A
izquierda 500 um; A derecha, 100 um

Fig. 13 ejempiifica la gelificacion in vivo de fibring/SB743821 en la zona de contusion
de la médula espinal en cerdos.

Para la gelificacion de fibrina con 3B743921 in vivo en la zona de lesion, la médula
contusionada (A) se expuso gquirirgicaments de nuevo, 24 horas despuss de g
contusidn {8}, y se realizd una incision longitudinal en las meninges, incluyendo la pia,
tras la cual una parte del telido desvitalizado se evacud espontaneamente {C}. La zona
lesionada se lavd suavements con solucidn salina y posteriormente con una solucidn 5
uM de 3B743821 (D). Tras limpiar la cavidad, se llend con las soluciones para formar
&l hidroge! in situ (E). Finalmente, se suturd la duramadre {F).

Fig. 14 Hustra la reparacidn neural en cerdos con contusion medular v gelificacion in
vive de fibrina/bB743821.

Las médulas espinales se exirajeron a los 2 meses posi-lesion, se cortaron en
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secciones de 10 um de grosor, vy se procesaren para inmunohistoguimica de PDGFR,
NF, v axones noradrenérgicos (TH). A} Histologia de la médula en los animales
control, que sufrieron la contusidn sin tratamiento, mostrande una cavidad con
fragmentos axonales, v una cicatriz PDGFR laxa {8} que en cualquier caso resultd
inhibitoria para la regeneracién axonal (D). B) Aspecto de la madula en log animales
con contusion mas mielotomia 24 horas despuds. El lavado limpié eficientements la
zona de lesion, que termind en una cavidad sin apenas tejido (b} v al igual que en los
animales control, e crecimienio axonal se Imitd a los bordes de la lesion {E). C)
Reparacion tisular en los animales con gelificacidn de fibrina/SB743921 en la zona de
lesion. La brecha tisular se cerrd parcialments, con abundante crecimients axonal (NF)
asociado a celulas PDGFR {¢}. Los axones TH se ramificaron copicsamente y
crecieron dentro de la zona de lesion {F). Barras de escala: A-C, 500 um; a-F, 100 um.
Fig. 15 muestra el efecto aniifibrotico y facilitador del crecimiento neural del hidrogel de
fibrina/SB743821, formado in vitro e implantado con un material adicional de soporte, en
una hemiseccion medular cervical con una brecha de 1 cm en ol {ejido neural en cerdos.
Se implantd un hidrogel de fibring formado i viro con SB743921 (88) o sin 5B (No SB)
denfro de un tubo de silicona para darle soporie mecanico en la zona de lesidn. Las
médulas espinales se axirajeron a los 30 dias postiesion para evaluar las respuestas
celulares, y se seccionaron a 50 um de grosor para la tincidn de eriocromeo-clanina {arriba
a la izquierda), ¢ a2 10 ym de grosor para tincionas inmunchistogquimicas de PODGFR
{verde) y NF {rojo) (arriba a la derecha y ampliaciones abajo). El hidrogel se degradd solo
parciaimente en ambos cases, quedando restos contenidos en el fuboe de silicona
(estrellas). Se desarroild una extensa fibrosis dentro v alrededor del tubo en ausencia de
SB {flecha), pero la fibrosis se suprimid casi por complete cuandoe los implantes contenian
SB {flecha). Sin el farmaco, 1a fibrosis fue impenetrable para los axones, encontrandose
bulbos degenerativos axonales jusio en la interfaz con el teiido fibrdlico (flecha en o
panel inferior izquierdo); mieniras gue, con &l farmaco, $e obServaran NUMerosos axones
creciendo hasta el borde de la lesion, incluso cuando existia algun remante de fibrosis
(flecha en el panel inferior derecho). Barra de escala, 5 mm.

Fig. 16 ilustra el implante de hidroge! de fibrina formado in vilro con SB743821 v un
ensamblaje de microfibras electroconducioras interconectadas, y slectrodos epidurales,
en una hemiseccion meduiar con escision de tejido on cerdos.

A-D) Electrodeposicion del polimero conductor PEDOT.PSS-co-MA sobre un ensamblaje
de microfibras de carbono (20 MFs de 12 mm de longitud), interconectadas por un

microalambre de 35N LT de 12.8 uym de diamelro. A) Voligje registrado durante ia
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electrodeposicion, indicative de la oxidacion del EDCOT. B} Aspecio del ensambiaje
recublerto con polimere. C-DB} Corriente sléclrica registrada durante la aplicacion de
pulses de 0.3 V /100 ms, antes {C) y después {2} de la slectrodeposicidn, mostrando e
incremenio de corriente debido al recubrimiento polimérico. E} implante del hidrogel de
fibrina {estrella) que contiene &} ensamblaje de microfibras interconectado eléctricamente,
en la lesion de la médula espinal porcina. F) Sulura de {a duramadre vy fijacion epidural de
slectrodos metalicos auxiliares (confraslectrode vy electrodo de referencia), a 5 mm de los
hordes de la lesion. La flecha sefiala & microalambre de 35N LT gue termina en &l

conector.

EJEMPLOS

A continuacion, se illustrard la invencidon medianie unos ensayos realizados por los

inventoras, que pone de manifiesto la efectividad del producio de la invencion.

Ejempio 1: Desarrclio del tejido conective fibrdtico después de unag transeccidn
de la médula espinal en ratas.

Se utilizd un modeleo de transeccion medular en rata mache Wistar adulta. Los
protocolos experimentalss siguieron 1as normativas de la Comisidn Europea vy la
legislacién espaficla para la proteccidn de los animales de experimentacidn
(86/609/CEE, 32/2007 y 223/1988) vy fueron aprobados por el Comité Etico de
Experimentacion Animal del Hospital Nacional de Parapiéjicos de Toledo, Espafa. En
resumen, los animales se anestesiaron mediante una inyeccion intraperitonsal (I1P) de
pentobarbital (50 mg/Kg) v xilacina {10 mg/Kg), proporcionando dosis suplementarias
del 30 % hora y media después segun la necesidad. También se administrd atropina
{0.04 myg/g, 1P} para disminuir las secreciones bronguiales, marbofloxacing como
antibiotico profilactico, v un ungliento ofidgimico para prevenir la abrasion de g ¢dmea.
Se realizéd una laminectomia dorsal de las vértebras T9-T10, bajo las cuales se
gncueniran los segmentos medulares T10 vy T11, respectivaments. Se hizo un
peguenic corte diagonal en la duramadre, seguido de una transeccion completa de 13
médula espinal. Tras un segundo corte mas rostral, se extrajo sl tejido enire medias
dejando una brecha de tgjido neural de aproximadaments 2 mm (Fig. 1A). El sangrado
se confrold introduciendo un fragmento de Espongostan® en la cavidad, gue se refird
una vez consegquida la hemostasia. Posteriormente se realizd una durorrafia con

punios simples empleandoe un hilo de 10-0; v finalmente, se suturaron por planocs los
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musculos y la pish.

Se utilizaron 18 animales que se distribuyeron en 6 grupoes de supervivenciade 2a 7
dias tras la lesidn. Los animales fueron anestesiados y perfundides por via
franscardiaca con solucidon salina y paraformaldehido al 4 %. Se exitrajeron las
médulas espinales y se sumergieron en sacarcsa al 30 % por 3 dias, y luego se
cortaron en seccionss de 10 micras para proceder a las linciones histoldgicas e
inmunchistoquirmicas. £l desarrolio del tejido coneclivo fibrético se evalud mediants
tincion inmunochistogquimica para el receptor del factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGFR), que es expresado por pericitos y fibroblastes. El anticuerpo
monocional ulilizado (Abcam [Y82] - C-terminal ab32570) fue hecho en consjo contra
un peptido sintétice que estd dentro del PDGFR humano, entre ¢l aminoacide 1050 y
gl carboxilo terminal (Database link: POB81Q). Ademas, se evalud la expresidn de la
guinesina Eg5 en &l tejido fibrdtico (anticuerpo policlonal GTX30882), v la presencia de
astrocitos, identificados por su expresion de proteina acida fibrilar ghal (GFAP,

anticuerpo BD Biosciences 556327).

Para las tinciones inmunchistogquimicas, las secciones de fejido se blogusaron por 1
hora a temperatura ambiente en tampdn fosfato salino (PBS) que contenia ritdn al 0.3
% y suero de cabra al 2 %, v después de lavarse se incubaron con los anticuerpos
primarios durante 1a noche a 4 °C. Al dia siguiente, se tralaron por 2 horas con
anticuerpos secundarios fluorescenies {marcados con Alexa-488 o Alexa-584),
disueitos en PBS. En {odos los casos se incluyeron seccionss control sin anticusrpos
primarios para evaluar la confiabilidad de la tincidn. Los nudleos celulares se tifleron
con bishencimida {(Hoechst 33342, Molecular Probes, 1.5 mg/ml en PBS por 15

HAUHOS).

La Fig. 1B ilustra la proliferacidn v migracidn de células fibréticas a partir de las
meninges v del espacio perivascular (fibroblastos y pericitos), que se tifieron muy
gficientemente mediante inmunohistogquimica para el PDGFR en la zona de lesidn. La
invasidn de la cavidad medular por dichas céluias cicatriciales comenzd el dia 2 y se
habia compietade el dia 8 posi-lesidn, creando un tejido fibrético denso. En casos
excepcionales, enfre el dia 4 y &l dia 8 post-lesion tuvo lugar cierfa coniraccidn de la
cicatriz, aproximando parcialmente los mufiones rostral v caudal de la médula espinal

a una distancia menor de 1 mm (Fig. 1B8). Sin embargo, en la mayoria de los casos la
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cicatriz fibrética se exiendid por 1 a 3 mm en el sentido longitudinal de ia médula. Los
axcones siempre se delenian o se desviaban en el borde de lesidn, siende incapaces
de atravesar la cicalriz. Los astrocitos también permanscieron confinados ai borde de
fa lesion (Fig. 1C). La inmensa mavoria de las células del tejido fibrdtico expresaban
£g5 (Fig. 1C).

Ejempio 2 Reduccidn de la proliferacién de fibroblastos meningeos ras su
exposicion al compuesto SB743921, un inhibidor de {a quinesina Egs.

Tras comprobar que Eg5 se expresa en &l fejido coneclivo fibrético cicatricial que se
forma en la médula y que se genera en gran parte de [as meninges, s& investigd el
efecto del compuesto SB743821 sobre la proliferacion de los fibroblastos meningecs in
vitro. Este compuesto es un inhibidor muy potente (Ki = 0.1 nM) de Egb (Myers SM,
Collins 1. Recent findings and future directions for interpolar mitolic kinesin inhibitors in
cancer therapy. Future Med Chem. 2016;8:463-89).

Los fibroblastos meningeos se cultivaron a partir de la duramadre v 13 aracnoides de
rata adulta en presencia de suero felal bovino, siguiendo los procedimientos
publicados {Collazos-Castro JE, Polo JL, Hemandez-Labrado G, Padial-Cafete V,
Garcia-Rama . Biocelectrochemical Control of Newal Cell Development on
Conducting Folymers. Biomaterials 2010;31:9244-8255). A las 24 horas de sembrar
las células, se adiciond SB743921 en concentracion final de 10 nanomoiar (nM). Ei
comportamiente de las células vivas se estudic mediante videomicroscopia,
capturande imagenes cada 30 minutos por 48 horas. En cultives independientes se
aestudio también la proliferacidn celular mediante la incorporacion de  S-etinil-2'-
desoxiuriding {(EdlJ). Las células se cultivaron sin o con SB743921 en concentracion
10 nM, v se fijaron con paraformaldehido a las 48 h, tras lo cual se procesaron para
revelar fluorescentemente la EdU, v visualizar las células vy sus ndcleos utilizando

inmunochistoquimica para tubulina y Hoechst, respectivaments.

Los estudios de videomicroscopia revelaron que os fibroblastos meningeos tratados
con SB743921 detenian su divisidn, pasando un periodo prolongado de fiempo en
forma esférica sin terminar la mitosis, v posteriormente adguirian una morfologia
aberrante heterogénea caracterizada por incremento del tamaio celular, acompanado
de ensanchamisnto y deformacion del nucleo, asi como aplanamiento de su

citopiasma. Sin embargo, no se observd un efecto citoidxico directo del farmaco. Las
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células tratadas con SB743821 vivieron las 48 horas, pero mantuvieron su numero
original, mientras las células sin fratamientc se multiplicaron entre 4 v 5 veces (P
<0.001; Fig. 2A). Ademas, a las 48 horas casi e 80 % de las células control habia
incorporado EdU, es decir, habian sintetizado DNA para dividirse, en comparacién con
el 20 % de las tratadas con el farmaco (P < 0.001; Fig. 2By C).

Ejempio 3: Reduccidn de la fibrosis tras una lesidn medular y adminisiracion

sistémica de SB743921 en ratas.

Habiendo demostrado que e SB743021 inhibe muy eficientemenie la proliferacion de

fos fibroblastos meningeos in vitro, se procedio a investigar su toxicidad in vivo vy su

efecto sobre la fibrosis tras una lesion medular en ratas. Se uliiizd ef mismo modsio de

transeccidn de la médula espinal descrito en of gjemplo 1, es decir, se cred una brecha

neural de 2 mm vy se suturd la duramadre sin otros tratamientos en el sitio lesionado. Ei

farmaco se disolvid en agua a 0.8 mg/ml v se administré por via sistémica

{subcutanea, SC).

Fara esie ensayo se utilizaron en total 30 animales distribuidos en 5 grupos con

pautas diferentes de tratamienio con SB743821.

a) 1 mg/kg subcutaneo, una dosis cada 24 horas por 2, 4 © 6 dias, comenzando a las
12 horas post-lesion.

b} 1 mgikg, 5 dosis en fotal, cada 12 horas, comenzando a las 12 horas post-lesion.

¢} 1 mg/kqg, 4 dosis en fotal, cada 12 horas, empezando a las 24 horas post-lasion.

d} 1 mg/kg, 4 dosis en total, cada 12 horas, empezando a las 12 horas post-lasion.

e} 1.125 mgkg, 4 dosis en total, cada 12 horas, comenzando a las 12h post-lesidn.

La médula se extrajo a los 7 DPL para su estudic histoldgico, ya que para ese
moments el tejido conective fibrdtico habia sellade los mufiones en los animales gue

na recibieron ningan ratamiento (ejempilo 1y Fig 1)

El dafto neural, ef desarrolio de la fibrosis, la inflamacion v las respuestas reparativas
{crecimiento axonal, migracidn gligl, crecimiento de vasos sanguineos) fusron
evaluadas mediante tinciones inmunchistoguimicas para axones (neurcfilamento, NF,
Sigma-Aldrich NO142; serotoning, ImmunoSolution 1G1112; tirosina hidroxilasa, TH,
Sigma AB152), somas neuronales y sus dendrifas (proteina asociada a los
microttibulos, MAPZ, Sigma M1408), astroglia (profeina acida fibrilar glial, GFAP, BD
Biosciences 5568327}, pericitos y fibroblastos (PDGFR, Abcam AB32570; colageno tipo
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IV, Meridian, T40251R)}, macrdfagos y microghia (ED1, Chemicon MAR 1435, isolectina
B4, Fisher 121411), y células endoleliales (RECA1, Bio-Rad, MCAS7OR). Los

resuliados obtenidos se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Efecto de ia administracion sistémica de SB743821 en ratas con transeccidn

de la médula espinal

Pauta del Reduccidn de la | Dafle del tejido
Efectos adversos sisiémicos
farmaco fibrosis neural

Mo se detectan en el periodo de N
Leve reduccidn a | Atrofia medular severa

a supervivencia (7 dias post-lesion, ] ] )
partir de {a 4® dosis. | con & dosis.
BPL).
Moralidad > 80 % a 7 DRL ) Microhemorragias
+] ) L Farcial.
Diarrea, peritonitis. leves,
] o - ] Se incrementa por
c Diarrea, peritonitis, mucositis. inconsistente. ) .
inflamacion.
) . ] Se  incrementa  por
d Diarrea. Mucositis. Inconsistente.

inflamacion.

Mortalidad > 890 % a 7 DPL
e inconsistents. inconsistente.
Diarres, peritonitis,

Como se indica en la tabla 1, ef esquema de tratamiento mas efectivo fue ef *b”, que
redujo parcialmente la fibrosis. Generalmente se formo un remanente cicatricial de 300
a 500 micras en el sentide rostrocaudal de la médula espinal, aproximando
sustancialmente los muficnes vy acompanado de crecimienic vy ramificacion axonai
{Fig. 3). Axones marcados para neurofilamento, serotoning, ¢ tirosing hidroxilasa
ingresaron al tejido fibrético y practicamente alcanzaron el muidn caudal a los 7 DPL.
No hubo signos evidenies de neurctoxicidad en el tgjido perilesional, aungue se
detectd dafio tisular por microhemorragias, con alteraciones vasculares debidas a la
inhibicion de la proliferacion celular. 4 de los 7 animales gue recibieron la pauta "b”
habian muerto a los 7 DPL con signos de enterocolitis v traslocacién bacteriana o
perforacion intestinal, y los supervivientes ya mostraban signos de afeciacidn

intestinal.

En conclusion, el SB743921 fue un farmaco parcialmente efectivo para reducir la
fibrosis y aumantar sl crecimiento axonal cuando se administrd por via sistémica, pero

tuvo una elevada mortalidad en las ratas con transeccion de la médula espinal,
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haciendo necesaria la busquada de esquamas lerapduticos mas segquros a la vez gue

efectivos para esta finalidad.

Ejempio 4: Reduccién de fibrosis tras una lesién medular v administracion
sistémica de imatinib, un inhibidor dsl receptor del factor de crecimiento
derivado de las plaguetas {(PDGFR]}, en ratas.

Debido a la alta toxicidad del 3B743921 administrado por via sistémica, se investigo la
posibilidad de reducir la fibrosis con imatinib, un inhibidor del PDGFR. Esie receptor
participa en la migracidn vy proliferacion de fibroblastos y pericitos durante ia
cicatrizacion de otros organos (Rajkumar VS, Plalelet-derived growth factor B-receptor
activation is essential for fibroblast and pericyle recruitment during cutansous wound
healing. Am J Fathol 2008, 169:2254-85) vy, como s¢ mostrd en &l ejemplo 1, se

gxpresa abundantemente en ef tefido fibrético que se forma tras a lesion medular.

Se utilizd e mismoe modelo de transeccion de la médula espinal v los métodos de

avaluacion histoldgica descritos en los gjempios 1 v 3. El farmaco se disolvid en agua

a 100 mg/mi y luego en solucidn salina 0.9 % v se adminisird por via subcuianea (8C)

o infraperitonsal (1P}, Para este ensayoe se utilizé un total de 30 ratas distribuidas en 5

grupos con pautas diferentes de imatinib:

a) 5 dosis 8C de 50 mg/kg, cada 24 horas, comenzande 1 hora post-lesion.

by 5 dosis IP de 50 mg/kg, cada 24 horas, comenzando 1 hora posi-lesion.

¢} 8 dosis P incrementales de 5S0/AGEHEMITIO/M0 mgkg, cada 24 horas,
comenzando 1 hora post-lesion.

d)y 8 dosis SC incrementales de 50/50/100/100/150/150 mg/kg, cada 24 horas,
comenzando 1 hora post-lesion.

e) § dosis P incrementales de 50/50/100/100/150/150 mo/kg, cada 24 horas,

comenzande 1 hora post-lesidn.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 2.
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Tabla 2. Efecio de |a sdministracion sistémica de imatinib en ratas con transeccion de

la médula espinal

Pauta del Reduccidén de . B
. Efectos adversos ) ) Dafio del tejido neural
farmaco ia fibrosis
Epidermdlisis en el silic de o
a ] y Insignificante No detectado,
inyeccidn.

Tumefaccion e inflamacion de ia o
b ) Insignificante No deteciado,
pared abdominal,

Necrosis pared abdominal. o
[ ] o Insignificante No detectado.
Diarrea, peritonitis.

Epidermdlisis severa, no se pudo ) )
¢ inconsistents, inconsisiente
completar fa paula.

Muerte de los agnimales 4 a8 12 ) Severe por  hemorragia
e ) o Muy efectiva o
DPL. Diarrea, peritonitis. peri-iesional.

Como se indica en la tabla 2, of Unico esquema de fratamiento efective con imatinib
fue e “g", que redujo marcadamente la fibrosis y aumentd e crecimiento axonal (Fig.
4). Los efectos sobre el tgjido neural tuvieron ciertas diferencias con los obtenidos al
administrar la pauta b de SB743921, va que el tratamiento con las dosis efectivas de
imatinib permitid un mayor cierre del defecto tisular. Los bordes de la méduia estaban
en contacto al sexto dia post-lesion, y algunos axones marcados para neurcfilamento,
& incluse axones serofoninérgicos vy noradrenérgicos hablan entrado en el mufidn
caudal. Por otra parte, el daho tisular perlesional también se incrementd con esta
pauta de imatinib, debide a la presencia de hemorragias mayores gue las gue
ocurrieron con SB743921. En cualguier caso, los animales tratados con la pauta “e” de
imatinib murieron invariablemenie entre los 4 v los 12 DPL, con signos de enterocolilis

y trasiocacion bacteriana ¢ perforacion infestinal.

Eiempio 5. Reduccidn de ig fibrosis tras una lesidn medular v administracién de
un tratamiento combinado con SB743921 ¢ imatinib por via subcutdnea en ratas.
Se estudio la posibilidad de disminuir la fibrosis administrando una combinacidon de
SB743921 e imatinib por via sistémica. Las dosis de ambos farmacoes se disminuyeron
progresivamente para limitar sus efeclos adversos a la vez que conocer la dosis
maxima tolerada y su efectividad. Se utilizd &f mismo modele de transeccion de la
médula espinal vy l1os métodos de evaluacién histologica descritos en los gjemples 1, 2

y 4. Ambos farmacos se administraron por inyeccion subcutdnea, cada 12 horas,

28




16

20

ES 2958 213 B2

comanzando & las 12 horas post-lesion. Para este ensayo se ulilizd un total de 15

ratas distribuidas en 5 grupos con las siguientes pautas farmacoldgicas:

a) 4 dosis de SE743821, 0.8 mgrikg, mas § dosis de imatinib, 25 mg/kg.
b} 4 dosis de SB7435821, 0.5 mg/kg, mas 5 dosis de imatinib, 25 mg/ke.
¢} 4 dosis de SB743821, 0.8 mg/kg, mas 5 dosis de imatinib, 12.5 mg/kg.
d) 4 dosis de SB743921, 0.8 mg/kg, mas 5 dosis de imatinib, 8.25 mg/kg.
e) 4 dosis de SBY43921, 0.65 myg/kg, mas 4 dosis de imatinib, 5 mg/kg.

L.os resultados obtenidos se resumen an la tabla 3.

Tabla 3. Efecto de la administracion combinada subcutanea de SB743921 & imatinib

en ratas con transeccidn de la médula espinal

Pauta del Reduccidn de la | Dafie del tajido
Efectos adversos

farmaco fibrosis neural
Muerte € a 9 dias postlesion. | Eliminacion o

a N o Minimo.
Enterocolitis, peritonitis. completa.
Muerie 4 a 8 dias post-lesion. Reduccion o

b - o ] Minimo.
Enterocolitis, peritonitis. parcial,
Muerte 5 a & dias postlesion. | Reduccién .

> . o ) Minimo,
Enterocolitis, peritonitis. parcial,
Muerte 5 a & dias postlesion. ]

d - o inconsistente. No detectado.
Enterocolitis, peritonitis.
50% de morlalidad a 9 dias post- )

e N o N inconsistente. No detectado.
fasion. Peritonilis, mucositis.

Como se indica en la tabla 3, la pauta "g” fue muy efectiva, reduciendo de forma

marcada e incluso eliminando por completo ef tejido conective fibrdlico, a la vez que

generando abundantes ramificaciones axonales gue cracian sobre los astrocitos en ef

borde de la lesidn (Fig. 5). Los mufones de la médula no llegaron a fusionarse,

guedando una cavidad de 1 a 1.5 mm de longilud, de manera que [os axones no

fuvieron posibilidad de cruzar de un lado al otro de la médula. No obstants, el dafio

tisular fue minimo, excepto por la presencia de microhemorragias aisladas.

A pesar de producir muy buenos resulfados histoldgicos, la pauta combinada “a”

todavia fue mortal en o 100 % de los casos entre los 8 y § dias postlesion, y los

animales igualmente presentaron enterocolilis, perilonitis v mucositis. La mayoria de
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las ofras pautas combinadas también causaron 100 % de mortalidad, y ademas fueron
mucho menos efectivas. Solo la paula “e” permitid la supervivencia de 1a mitad de los
animales mas aild del dia 9 post-lesion, pero los efectos antifibrdticos fueron muy
incongistentes, en algunos casos notandose una leve reduccidn y en ofros

aumentandose la inflamacidn vy la fibrosis en la médula.

En conjunto, los ejemples 3, 4 v 5 indicaron gue no es posible oblener una pauta
sequra v eficaz para tratar la fibrosis provocada por la lesidon medular mediante la
administracidn sistémica de SB743821 y/o imatinib. Ademas, con las pautas mas
efectivas guedaron cavidades residuaies en la zona de lesion, indicando que en
cualguier caso serd necesario proporcionar un sustrato para el crecimiento y guia

celular a través de la misma.

Ejemplo 6: Implante de microfibras electroconductoras en hidroge! de fibring,
gelificacion in vilro o in vivo, en ¢l sitio de transeccidn de la médula espinal en
ratas.

El implante de microfibras electroconducioras embebidas en hidrogel de alginato
ayudd al crecimiento axonal guiade a través de las cavidades creadas fras la
transeccidn medular en rata, pero tambien aumentd considerablemente el dafe tisular
y ia separacidén de los mufiones (Alves-Sampaio A, Garcia-Rama C, Collazos-Castro
JE. Biofunctionalized PEDOT-coated microfibers for the freatment of spinal cord injury.
Biomaterials 2016; 88:98-113).

En un intento por mejorar la integracion de las microfibras en la zona de lesion sin
aumentar ol dafo tisular v 1a brecha neural, para el desarrolio de la presente invencidn

se reemplazo el hidrogel de alginato por hidrogel de fibrina.

Las microfibras de carbono recubiertas de polimere conductor se prepararon y se
biofuncionalizaron con moléculas de adhesidn celular utilizando los protocolos
descritos pormenorizadamente en palenies vy publicaciones previas {(P201231889,
PCT/ESZ2013/070879; Collazos-Castro JE, Garcia-Rama ©, Alves-Sampaio A, Glial
progenitor  cell  migration promotes CNS  axon growth on  funclionalized

eleciroconducting microfibers. Acla Biomater. 20106,35:42-506).

En resumen, se utilizaron microfibras de carbono de 7-um de diametro, sobre las que
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se slectrosintetizé (1 pA/mm? por 32 minutos) poli{3 4-etilendioxitiofenc) (PEDOT)
dopade con polif(acide  4-estirenc  sulfdnico)-co-{acido maleico}] (PSS-co-MA},
resultando un recubrimiento de PEDOT.PSS-co-MA. Los grupos carboxilicos del PSS-
co-MA se hicieron reaccionar con EDC/NHS, vy luego con los grupos amino de la poli-
L-isina (PLLY. Sobre la capa de PLL se adiciond heparing, factor de crecimiento

fibroblastico basico (bFGF), y fibronectina.

Fara la preparacidn del hidrogel de fibring, se mezcié en proporcidn 2:1 una solucién
que contenia fibrindgeno humano (Sigma F4883) vy factor X (cluvot, CSL Behring
78779, con una solucidon que contenia trombina (Bigma-Aldrich T7008) v Call; (2.6
mM, Sigma-Aldrich} en agua con NaCl 0.8%.

Se invesligaron dos métodos para preparar el hidrogel de fibrina con micreofibras de

hidroget:

ay Gelificacion in vivo, En este caso, 1§ a 20 microfibras individuales se introdujeron
directamente en la brecha del tgjido neural, y la fibrina se gelificd in situ dentro de
la brecha, rodeando las microfibras (Fig. 8B). En este caso, las concentraciones
finales del fibrindgeno, la trombina y el factor X fueron aproximadaments 22.2
mag/mi, 11.1 Wmly 11.1 U/ml, respectivamente.

b} Gelificacion in vitro. El hidrogel con microfibras se prepard in vilro en tubos de 2
mm de diametro, adicionando las microfibras por capas, y luego se infrodujo en la
zona de lesion (Fig. 8C). Las concentraciones finales del fibrindgeno, la trombina vy
el factor Klil se pudieron controlar con pracision y fusron 80 mg/mi, 33.3 U/mi v

33.3 U/ml, respectivaments.

En ambos casos, se realizd una durorrafia con hilo de sulura 10-0 tras introducir &l

hidrogel en ia lesion.

En ef modelo de franseccion medular de rata, no se detectaron diferencias notorias en
los resultados histoldgicos de ios animalses con implante respecto a los animales no
fratados, ni fampoco en refacién con e método de preparacion del implants. La menor
concentracion de! fibrindgeno para la gelificacion in vivo permitid la formacién de un
hidrogel mucho menos rigido que rellend completamente la zona de lesidn. Sin
embargo, en ambos casos, la fibrina se habia degradado en e momento del sacrificio

de los animales para el analisis histoldgice (7 DPL). A diferencia del implante de
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hidrogel de alginate publicade previamente, no se observd dafc neural adicional
atribuible al hidrogel de fibrina. Como en ios animales sin implants, los mufiones se
aproximaron parciaimente al contraerse ia cicalriz de igjido fibrdtico denso, usualments
con extension de 1 a 2 mm, que se formd transversalmente en la médula (Fig. 8D). En
gsta situacion, no pudo verificarse un efecio positivo de la presencia de las microfibras,

ya gue la fibrosis selld los mufiones e inhibid por compileto el crecimiento neural.

Ejempio 7. Cavitacidn tisular y fibrosis en ratas con lesién medular vy
electroestimulaciéon en el sitio de lesién, sin implante de hidrogel ni
administracidn de farmacos.

Para conccer el efecto de g electrosstimulacion por si misma sobre la reparacidn
tisular, se aplicd el protocolo de estimulacidn en ausencia de otros iratamientos
farmacolGgicos © de implantes en ia zona de lesidn. Se realizd la transeccion de la
médula espinal, creando la brecha de 2 mm como se describid en los ejemplos
anteriores, y se impiantd un electrodoe para administrar pulsos eléclricos en 1a zona de
lesién. Ei electrodo consistid en un microalambre de acero inoxidable (50.8 um de
didgmetro) con aislamiento de tefldn (A-M Syslems) que se removid en la punts,
dejando 1 mim de metal expuesio. La punta de metal se introdujo en el espacio
subaracnoidec y se fijd dorsalmente sobre f borde rostral de ia lesidn. Posteriormente
se suturd la duramadre. Otro electrodo del mismo material, pero con mayor area
metalica sin aislamiento eléctrico, se colocd en el tejide subcutdnes del vientre del
animal y s& uss como contraelectrodo. Los extremos de ios cables tenian pines de oro
qgue salian a través de la piel dorsal del animal para conexion al generador de pulsos

eléctricos (potenciosiate / galvancstato Biclogic V).

La estimulacion comenzd a los 4 dias post-lesion y se axtendid por 10 dias, de manera
que tos animales se perfundieron a los 14 DPL para extraer la médula v realizar e
analisis histologico como en los gjemplos anteriores. Se utilizd el protocole de pulsos
gléctricos que induce arborizacién de los axones sanos del tracto corticosspinal
cuando se estimula la corteza cerebral (Brus-Ramer M, Carmel JB, Chakrabarty &,
Martin JH. Electrical stimulation of spared corticospinal axons augmenis connections
with ipsilateral spinal motor circuits after injury. J Neurosci. 2007,27:137983-801), pero
estimulando hora v media diaria en vez de & horas para prevenir reacciones locales
que pudissen incrementar ef dafoe tisular. En resumen, se aplicaron puisos bifasicos

de 200 ups/ffase, empezande por la fase catddica, en rafagas de 45 ms a 333 Hz,
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repetidas cada 2 s, hora v media diaria por 10 dias. La intensidad de Ia corriente se
mantuve en &l umbral gue indujo contraccidn visible de los musculos paraespinales ¢
toracicos v que era bien tolerado sin signos de dolor por los animales, siendo
generalmente 350 wA a 650 uA. La aplicacion de estimulos de 150 pA por encima del
umbral motor usuaimente produjo molestias y estrés a los animales, por o cual
siempre se mantuvo la corriente denire de este limite, con un maximoe de 750 pyA. Para
pulsos bifasicos de 500 yA, la caida dhmica entre ios elecirodos fue alrededor de -4/+2
Vel primer dia y ~7/+4 VY después de los 10 dias. Se observd contraccion muscular en

el periodo completo de estimulacion, confirmando la funcionalidad de ios electrodos.

£l protocoio de estimulacidn fue bien tolerado v no se detectaron sventos adversos
sistémicos. El estado tipico de la médula espinal tras los 10 dias de
glectroestimulacion se muestra en la Fig. 7. Como puede observarse, este tratamiento
por si solo fue insuficiente para promover la reparacidn medular. Una cicatriz fibrdtica
de aproximadamente 1 mm de espesor selit los mufiones impidiendo el crecimiento de
los fractos axonales ascendentes v descendentes vy [a migracion astrogiial a través de
la zona de lesidon. También se formaron cavidades en la médula que no se observaron

en los animales que no recibleron ningun tratamiento {comparese la Fig. 7 con la 1B).

Ejemplo 8: implante de hidrogel formado in vifro de fibrina/SB74392 Umicrofibras
slectroconductoras, con electrodos para estimulacién del sitio de lesidn, en
ratas con transeccidén de la médula sspinal.

En los sjemplos 3 a 7 se concluys que los tratamientos sistémicos con SB743921 y/o
imatinib, el implante de fibrina con microfibras en la zona de lesidn, o la
electroestimuiacidn, realizadas de forma aisiada, no proporcionaron un tratamiento
sequre v eficaz para reducir la fibrosis vy la brecha del {ejido neural después de la

transeccidn de la médula espinal en ratas.

Con el fin de evilar {a {oxicidad sistémica de ios compuestos antifibroticos, se formd el
hidrogel de fibrina con microfibras y SB743921 in vitro y se introdujo en fa en la zona
de lesion (Fig. 8A). Ei hidrogel se prepard siguiendo e procedimiento descrito en &
ejempilo 6, ulilizando 8 1 de solucitn con SB743921 en concentracion final de 0.6 mM.
Se implantd un microalambre para estimulacion eléctrica tal como se describid en el
gjemplo 7. El microalambre se posiciond dorsal, sobre ef borde rostral de 1a lesidn y el

inicio del hidrogel, asegurando asi la distribucién de la coriente a través del hidrogel v
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las microfibras. La duramadre v los muasculos se suturaron y los terminales de los
cables con pines de oro se extrajeron por la piel dorsal del animal (Fig. 8A). Los
eleciredos se conectaron diariamente al potenciostate/ galvanostate para la aplicacidn

de los pulsos sléctricos (Fig. 8B).

Ejemplo 8: Reduccién de la cavitacidn, promocién del crecimiento neural y ciarre
de la brecha tisular en ratas con transeccidn medular e implante formado in vitro
de fibrina/SB74382/microfibras y electroestimulacion.

20 ratas recibieron franseccidn e implante del hidrogel de fibring con microfibras
eleciroconductoras, SB743821, v electrodos como en el gjemplo 8, y en la mitad de
elias se aplicd estimulacidn eléclrica para conocer of valor especifice de g
electroterapia en el contexto de inhibicion de la fibrosis. Los animales se sacrificaron a
los 14 dias postlesidn para exiraer la médula v realizar ios analisis histoldgicos

siguiendo los procedimientos descritos anteriormente.

A diferencia del implante de fibrina sola {(gjemplo 8), o implante con SB743921
permitid un buen control local de la fibrosis con excelente supervivencia de los
animales, pero en ausencia de estimulacion eléclrica no se obiuvo ninguna respussis
reparativa. La fibrina se degradd y e farmaco liberado inhibid la fibrosis, pero al no
haher estimulo para el crecimiento neural, produjo una cavidad vacia con extensidn
muy parecida a ia original (aprox. 2 mm, Fig. 9, izquierda). Sin embargo, fras los 10
dias de slectrosstimulacidon la cavidad desaparecid vy la brecha neural se redyjo
considerablements (Fig. 8, derecha), observandose el crecimiento de miltiples tipos
celulares, incluidas las c¢élulas neurales. Numerosos axones positivos para
neurcfilamento se originaron en ambogs mufiones de la médula e ingresaron al centro
de la lesion. Los astrocitos de ambos mufiones fambién se alinearon y migraron en 3
brecha tisular, guedando solo aproximadamente a 800 um de separacidon (Fig. 9,
derecha). No obstante, todavia se encontraron células de tejide conective PDGFR+ en
la zona de lesidn, aungue en menor numero que en ausencia de tratamienio,
grientadas mas longitudinaimente en la médula, vy acompanadas de vasos sanguineos.
Aparentemente, este tejido fibrotico secundario aun era parciaimente inhibitoric para la
regenaracion axonal, impidiendo que los axones serotoninérgicos alcanzaran &l munidn
caudal de la méduia espinal, al menos en el momenio en que se sacrificaron os
animales (14 DPL}.
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En resumen, los resuitados de este gjemple demosiraron que la utiiizacidn de un
implante sleciroactivo libsrador de farmacos (SB743821) puede reducir 1a fibrosis a la vez
que promover e cierre de la brecha tisular v el crecintiento neural, sin produchr toxicidad
sistémica u ofros efectos adversos relevantes, después de la transeccidn de la médula

espinal en ratas adultas.

Ejiemplo 10: Sinergia ferapéutica enire el implante electroactive liberador de
farmacos y la administracion sistémica de imatinib en ratas con transeccién de ia
meédula espinal.

A continuacion, se procedis a evaluar la segquridad y utilidad de administrar el implante
glectroactive fiberador de farmacos (fibrina/SB743821/microfibras +
electroestimulacion en la zona de lesidn), juntamente con imatinib por via sistémica.
Se utilizd Ia misma metodologia descrita en of gjemplo 8, sacrificando los animales a

los 14 DPL para el estudio histoldgico.

El imatinib se disolvid en agua a 100 mg/mi v luego en solucidn salina 0.9 % y se
inyectd subcutaneamente. Después de haber realizado [0s ensayos 4 y & para conocer
la toxdcidad de los farmacos, para este ensayo solo se utilizaron 10 ratas distribuidas
en 2 grupos con las siguientes pautas de imatinib:

ay 4 dosis de 5 mg/kg, cada 12 horas, comenzando 12 horas post-lesion.

by Lapaula "a" y adicionaimente & mg/kg cada dia hasta la finalizacidn del protocolo

de slectrosstimulacion.

La paula "a" fue completamente segura para los animales gl ulilizarse con of implante, sin
ninguna muerte asociada ni aparicion de efectos adverses. Ademas, histoldgicamente
pudc constatarse una menor presencia de células inflamatorias en los segmentos
medulares perilesionales, aunque no se detectaron efectos significativos en cuanto &

cierre de la bracha neural o al crecimiento axonal v la migracion glial,

Por otra parte, la pauta "b" practicamente elimino el tejido fibrdtico residual PDGFR+Y de la
zona de lesidn, Eevando de nuevo a ia separacidn de ios munones de la médula en dos
tercios de los casos. Sin embargo, en ef tercio de animales restante se pudo verificar un
cierre adicional de la brecha tisular con migracion asfrocitana y crecimiento axonal. A los
14 DPL, la distancia entre ol frente de astrocitos de los mufones se radujc a

aproximadamente 400 um (Fig. 10), e incluso en algunocs puntos [a brecha se elimind por
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completo v tanto los astrociios migratorios como 0g axones en crecimienio cruzaren por
completo ia lesion v alcanzaren ef muiidn caudal. Ademas, el tratamiento con imatinib y e
implante electroactivo liberador de SB743921 tuvieron una clara sinergia sobre el
crecimiento axeonal, aumentando de forma muy notoria la extension y la ramificacion

axonal (Fig. 10).

Ejemplo 11: Metodologia del implante de hidrogeles de fibrina formados in vilro
con microfibras eleciroconductoras tras una contusidn de la médula espinal en
cerdos.

La evaluacidn de las estrategias para la reparacidn neural en grandes animales es
fundamental para definir su utilidad tergpéutica en humanoes. La factibilidad de la
aplicacion clinica de la presente invercidn se validd en dos modelos porcinos de lesidn
medular, como fueron la lesion por contusidn/compresion en la regidn toracica, v la
hemiseccion cervical. Estos dos tipos de lesionss representan la patclogia y I3
localizacion de la mayoria de las iesiones traumaticas que se presentan en os humanos.
La contusidn reproduce los patrones de pérdida nauronal v cavitacion tisular encontradas
en mas del 60 % de pacientes con lesion medular (Collazos-Castro JE, Soto VM,
Gutierrez-Davila M, Nieto-Sampedre M. Motoneuron loss associated with chronic
lccomotion impairments after spinal cord contusion in the rat. J. Neurotrauma 2005;
22:544-558). La hemiseccidn medular cervical, aungue menos frecuenie en la practica
clinica, modela of dafio por laceracion del tejido neural v ademas la localizacidn mas
frecuente de las lesiones medulares. Cuando la hemiseccidn se combina con exiraccion
de tejido neural, se reproduce fambién el proceso patolégico de cavitacion tisular {Cerro
PD, Barriga-Martin A, Vara H, Romero-Mufioz LM, Rodrigusz-De-Lope A, Collazos-
Castro JE. Neuropathological and motor impairments affer incomplete cervical spinal cord
injury in pigs. J Neurotrauma. 2021, 38.2856-2077).

En este ejemplo se describe la melodologia para producir  lesiones  por
contusidn/compresion medular en cerdos, v para implantar en ellas hidrogeles de fibrina
preparados /i vifro con microfibras electroconductoras. En los experimentios presentados

no se utilizaron compuestos antifibrélicos ni electrosstimulacion.

Fara esie ensayo se ulilizaron 14 cerdos de 1a raza gran cerdo blanco inglés (Sus scrofa
domesticus), hembras de 2 meses de edad vy 12 a 15 kilogramos., Los sujetos

experimentales se distribuyeron en fres grupos experimantaies:
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1} contusidn medular sin fratamiento (n = 5).
2} contusidn mas misiotomia a las 24 horas post-lesion (n = 4).
3} contusion mas mislotomia a las 24 horas post-lesion & implante de hidrogel! de fibrina

con microfibras electroconducioras bicfuncionalizadas (n = 5).

Los animales se compraron a la empresa Granja Agropardal, especializada en la crianza
de cerdos para investigacion. Los procedimisntos experimentales fuercn aprobados por
el Comité Ftico de Experimentacién, e Organo Habilitade de Toledo, v la Consejeria de
Agricultura vy Medio Ambiente de la JCCM.

Todos ios procedimientos guirdrgicos se realizaron bajo anestesia inhalatoria inducida
con una nyeccion intramuscular (M) de ketamina (10 ma/kg), midazolam Q.1 mg/kg) v
medsiomidina (0.02 mg/kg); seguido por la administracion intravenocsa (V) de propofol {3
ma/kg). Despuéds, se colocd a los animales un wbo endotraqueal v se mantuvo 13
anestesia con savofluorano (1.7 % - 2 %) junio con remifentanilo (26 mgkgh V) v
rocuronio (1.2 mg/kg/h V). La ventilacion mecanica (Fabius Tiro, Drager) fue configurada
a 12-14 respiraciones/minuto con un volumen fidal de 10-15 mikkg. Ademas, se
monitorizaron & riimo cardiaco, ia presion sanguinea, &l didxido de carbonoe exhalads, la
saturacion de oxigeno en sangre y i0s niveles de sevofluorano inspirados vy exhalados
durante todo el procedimiento para un mayor control del estado del animal (Drager infinity
Delta). Con el animal anestesiado se procedid a rasurar la zona quirdrgica vy aplicar
clorhexidina 2 % como desinfectante. Todo el material requerido fue esterilizado v las

intervenciones se realizaron en condiciones asépticas.

La lesién meduiar se realizd en la unidn toracolumbar para gue los animales preservaran
un mejor contral del tronce y se desplazaran con mayor facilidad. Después de una
incision en ia linea media dorsal, se separaron los muscuics hasta liegar a las apdfisis
espinosas de las vértebras toracicas T14-T15, que recibieron una laminectomia dorsal
compleia dejande la duramadre intacla. Se ulilizé un sistema automatizado para la
contusion, compuesto por un marco de fijacion vertebral y un dispositivo de impacto
motorizado de bucle cerrado con salida analdgica para la posicion y fuerza gjercida en o
slemento que golpea la duramadre, que permitié controlar la velocidad, fuerza v duracion
del impacto. La superficie de contacto con la médula fue plana y circular, con diametro de
8 milimetros. La fuerza pico del impacto se fijd en 25 N seguidos por 5 minutos de

compresion a 10 N, con ¢ fin de producir una lesidn medular severa con parapisjia
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permanente. Tras la confusion, los musculos se suluraron por capas y con proximidad
para evitar {a formacion de seromas, v por gltimo se cerrd la pisl e colocd una sonda
vesical para evacuar y cuantificar la orina producida hasta que se recuperara la miccion

gspontanea.

24 horas después de la contusidn, los animales se aneslesiaron de nuevo y se reaiizo
una mielotomia en e sitio de la lesidn, que se identificd faciimente por su apariencia
hemorragica. Tras la apertura de las meninges se retird ol tejido desvitalizado v los
codgulos de la zona (Fig. 11A), dejando una cavidad en la cual se acomodd el implante.
La pia se deid abierta para evitar la compresion del tsjide perilesional, sulurandose
solamente la duramadre (Fig. 11A). Finaimente, se cerraron los planos musculares v la

piel.

En cumplimiento de las pautas del comité atico de experimentacidn animal, todos los
animales recibieron tratamiento para reducir &l dolor v la inflamacidn postoperatorios de
los fejides blandos v ostecarticulares con meperidina (4 mgkg SC) cada 12 horas
durante dos dias, y meloxicam (0.2 mg/kg SC) durante 7 dias. Ademas, se les administro
marbofloxacing (2 mg/kg M) como antibidtico, también por 7 dias. Los primeros dias tras

la lesidn, se acostareon sobre un colchdn suave y se les ayudd a alimentarse v beber.

Las microfibras electroconductoras biofuncionalizadas vy los hidrogeles de fibrina con
microfibras se prepararon in vitro siguiendo os procedimigntos descritos en el elemplo 6.
Puesto gue la contusidn medular produjo lesiones con forma irregular, similares a las que
se sncuentran en los humanos, se encontrd convenients ia fabricacion de cilindros de
fibrina de alrededor de 1 mm de diametro que contenian haces de microfibras de longitud
variada para acomodarse en diferenies partes del defecto tisular (Fig. 11A). La
incorporacion de ias microfibras durante 1a formacién del hidrogel in vitro hizo muy faci su
implante. £l hidrogel, ademas de facilitar e implante de muitiples microfibras alineadas,
reliend el defecto tisular y previne parcialmente la acumuiacion de liquido sanguinolento,

asi como sl sellado de ia lesidn por las meninges.
La intervencidn quirdrgica para realizar el implante a las 24 horas post-lesion fue exitosa

en la totalidad de los casos vy no se registraron muertes ni complicaciones postoperatorias

asociadas al procedimiento.
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Ejemplio 12; Majoria del crecimiento neural en cerdos con contusidn medidar que
recibieron el implante de fibrina con microfibras electroconductioras preparado in
yitro.

En este ejemplo se resefian las consecuencias histoldgicas de la meilodologia de
implante descrita en &f gjemplo 11, Un mes después de la lesion, Ins animales recibieron
anestesia inhalatoria para exponer quinkrgicamente & segmento medular lesionado v los
segmentos adyacentes rostral v caudaimente. Posteriormente, se les aplicd una dosis
letal de pentobarbital (120 mg/kg 1V) v se les exirajeron los segmentos medulares T13 a
L3, El tejido se fijd por inmersion en paraformaidehido al 4% en PBS 0.1 M duranie 3
dias. Los segmentos medulares se disecaron y se sumergieron por separado en PRBS
con sacarosa al 30 %% por 4 dias y posteriormente se embebieron en OCT® y se
guardaron a -20 °C hasta ¢ momento de su procesamiento. El tejido se cortd en un
criostato en secciones horizontales de 10 um para las finciones inmunchistoquimicas, y
de 50 um para las tinciones de erccromo cianing vy violeta de cresilo. Se realizaron
estudios histologicos con &l fin de evaluar e dafo nsural, la cavilacidn tlisular, &
crecimiento axonal y glial, v ia invasion de la lesidn por células de tejide conectivo
fibrdtico. Para ia inmunchistoquimica, se utilizaron los mismos procedimientos vy

anticuerpos descritos en los ejlemplos 1y 3.

La lesion se exdiendid por aproximadamenie 1 ocm en la zona de maximo danio
longitudinal, y abarcd la mayoria de e meédula en e plano dorsoveniral, aungue
frecuentemente deid sana una porcion de la sustandia blanca en la regidn ventrolateral
de un ladoe de ia meédula. Como se indicd en &l sjemple anterior, &l sific de la contusion
tenia hemorragia vy abundantes restos celulares 24 horas tras la lesidn. En los animales
control con lesidn sin ofras intervenciones, e tejido necrdtico se habia reabsorbido
parcialments al mes postlesion v 1a zona mostraba una mezcla de cavidades vy fibrosis
(Fig. 11B). kn las zonas donde 1a lesidén abarcd la totalidad de la sustancia blanca, una
masa cicatricial fibrotica originada en las meninges ¢ los ligamentos espinales invadia la
cavidad y formaba una barrera transversal impenelrable para los axones y astrocitos de
la méduia espinal. En esta zona, también se observaron céiulas inflamatorias entrande a
la lesion a partir de las meninges. En ia parte mas interior de la lesidn la fibrosis era mas
laxa y estaba formada por células intensamente positivas para PDGFR con orientacion
variable, gue formaban frabécuias dentro de la zona cavitada. En esia regidn interior, los
animales sin iratamiento mostraban numerosocs restos de axones fragmentados que

todavia no habian sido sliminados (Fig. 124).
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La mislctomia slimind la gran mayoria del {gjido desvilalizado vy praclicaments no se
chservaron resios de axones fragmentados en 1a zona al mes postlesidn. Tomande en
conjunto ef grupo de animales, 1a mielotomia no aumenté &f dafio neural, medido como &
volumen de ia lesion (Fig. 12B), indicando que el procedimiento fue seguro desde &
punto de vista biomedico. Sin embargo, por si misma no produje cambios significativos

en el volumen de la lesidn ni en las respuestas de crecimiento neural (Fig. 12).

El implante del hidroge! de fibrina/microfibras tuvo efectos histoldgicos posifivos v también
negativos. Por una parts, incremantd el numero y el alineamianto longitudinal de diversoes
tipos de celulas, asi como e crecimiento axonal, en la zona de lesidn. A diferencia de la
contusion sin tratamiento, ¢ con solo mislotomia, en los animales que recibieron &
implante s encontraron NUMerosos axones, originados en la medula espinal, creciendo
de forma alineada an ia regidn mas infema de la lesidn y penstrando &l tejido fibrdtico
laxo (Fig. 12A). Ademas de axones, se detectd una mayor migracion de asiroglia (células
positivas para GFAP) a la zona dafada (Fig. 12C). No obstante, estas respuestas de
crecimiento naural fueron limitadas por los efectos negativos del implante, que también
incrementd of volumen de la lesion (Fig. 12B) v la fibrosis. Al no contener compuestos
antifibréticos, el implante generaimante sumentd &l ingreso de células del tejide coneclivo
y células inflamatorias a partir de las meninges, en la parle periférica de 1a lesidn, v la
masa de teiido fibrdtico denso invadid una mayor parte de la zona interior de la lesidn
(Fig. 12A). Al igual que para los axones, las microfibras biofuncionalizadas también
proporcionaron sustrato vy guia para células inflamatorias y cicatriciales, que finaimente
impidieron la regeneracidn efectiva de axones serctonindrgicos v de otros tractos

axonales supraespinales a fravés de ia lesidn.

En conclusidn, la metodologia presentada en este ensaye demosird la viabilidad de ia
mislotomia como estrategia para introducir ¢f implante de fibrina con microfibras fras una
contusidn medular, v permitié obtener algunas respuestas beneficiales para la reparacion
fisudar en un modelo porcine de gran valor traslacional. No obstants, también reforzé la
necesidad de optimizar ia metodologia del impiante v su composicidn para que ia
intervencidn no incremente el dafo tisular v la fibrosis, v que el efecio final sea ia

regeneracion de los sistemas axonales supraespinales y la reconexidn funcional.
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Ejemplo 13: Gelificacidn in vivo de fibrinalSB743821 en la zona de contusidn de la
médula espinal en cerdos.

Después de ios estudios realizados en los sjemplos 11 v 12, se investigd si ia
incorporacion de compuestos antifibréticos (8B743921) en el hidrogel de fibrina mejoraba
las respuestas reparativas tras la contusidn medular en cerdos. Con este objstivo,
primere se optimizd la metodologia de ia contusion y del implante en e modelo porcing,
comne se describe a continuacion v se ilustra en la Fig. 13. Las respuestas tisulares al

implante de fibrina/SB743921 se presentan en el gjemplo 14,

En primer lugar, se hipotetizé que la masa de tgjido fibrdtico denso que se observd enlos
ejemplos 11 y 12 se debia, al menos en parte, a la fase comprasiva de ia lesién (10 N por
5 minutos) que desgarraba parciaimente las meninges. For consiguienta, se elimind
dicho componente compresivo y se increments la fuerza pico de la contusion a 30 N para

producir una lesion medular severa equivalente a ia de los sjemplos anteriores.

En segundo lugar, se consideraron varios factores que podrian haber incrementado
dafic neural tras e implante del hidrogel en los elemplos 11 v 12, tales como la
debridacidn excesiva del teiido daftado y 1os codguios utilizando instrumentos quirdrgicos
metdlicos, vy la posible compresion del tejido perilesional debide tanio a la dureza del
hidrogel como al implante de un numero de cilindros de hidrogel mayor al debido. Tras la
durorrafia, el {gjido neural alrededor del implante podria haber sido sometido a un exceso

de presidn.

For consiguiente, en este sjemplo se presenta una metodologia adicional para la
realizacion del implante tal como se Hustra en la Fig. 13. Se modificd el procedimiento
descrito utilizando una técnica mucho menos agresiva para la refirada del tejido
desvitalizado, v ademas se hidrogelifict e hidrogsl de fibrina /n vive dentro de la zona de
lesion, usando una concentracion menor de fibrindgeno para producir un hidrogel menos
rigido que el preparade in vilro. Las concentraciones de los compuestos se han descrito
en el gjempio 8). Ademas, se incorpord BSB743821 en forma de solucion para lavado e
impregnacion de la zona perilesional vy fambién dentro de la fibrina para liberacion

profongada local.

Para este ensaye se ufilizaron 8 cerdos que se distribuyeron en tres grupos

experimentales:
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1} contusidn medular sin fratamiento (n = 3).

2} contusidn mas misiotomia a las 24 horas post-lesion (n = 3).

3} contusion mas misiotomia a las 24 horas postlesién y  gelificacion de
fibrina/SB743821 en el defecto tisular (n = 3).

A las 24 horas post-lesién, los animales recibieron anestesia inhalatoria como se
describid en & gjemplo 11, v se accedid a la zona lesionada. Tras la incision de la
duramadre vy la pia, parte del fejido desvitalizado se evacud de forma esponianea al
encontrarse a presidn por el edema en la zona de contusion (Fig. 13C). A continuacion,
se g la zona lesionada muy suavements con solucion salina utilizando una canula
fina, y se repitid sl proceso varias veces hasta extraer la mayoria de 1os restos celulares v
dejar lo mas limpia posible la zona de lesidn (Fig. 13D). Seguidamente, se lavd el tejido
con una solucidn de SB743821 a concentracion & uM en solucidn salina, que se dgjd
actuar aproximadamente 10 minutos para impregnar ia zona perilesional. Seguidamente
se procedic a la gelificacidn de la fibrina/SB743321 en el defecte tisular, utilizando las
soluciones v conceniraciones descritas para gelificacion in vivo en el gjempio 8, paro
utiizando fibrindgeno estéril para uso médico (RiaSTAP CSL Behring) y adicionando
SB743821 hasta una concentracion en el hidrogel de aproximadamente 0.6 mM. Una vez
formado el hidrogel en la brecha fisular (Fig. 13E), se sutrd la duramadre, los musculos

y la pigl, v se realizaron los cuidados postquirdrgicos detallados en el gjemplo 11,

La metodologia fue viable vy exitosa en todos los casos, formandose el hidrogel dentro de
la cavidad tisular sin complicacionss adicionales. No se svidenciaron eventos adversos

postoperatorios atribuibles a la intervencidn.

Ejemplio 14: Mejoria de {3 reparacidn neural en cerdos con contusion medular v
gelificacion in vive de fibrina/SB743821.

En este ejemplo se resefian las consecuencias histoldgicas de la metodologia de
implante descrita en el giemplo 13. Dos meses despugs de la lesidn, los animales
recibieron anestesia inhalatoria para exponer guirtrgicamsnte e segmente medular
lesionado v los segmentos adyacentes rostrales y caudaies. Posteriormente, se les aplicd
una dosis letal de pentobarbital (120 mgkg V) v se les extraieron los segmentos
meduiares T13 a L3, que se fijaron y se procesaron para su estudio histoldgico siguiendo
los procedimientos descritos en ef glempio 12, con la diferencia que el conte del leiido se

hizo en &l plano sagital para visualizar major la relacion de ia fibrosis con la aperiura de
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las meninges en la zona dorsal.

En los controles sin reintervencion, la lesion se extendid aproximadamenie 1 om en ia
zona de maxdmo dafo longitudinal v abarcd la mayoria de la médula en &l plano
dorsoveniral, aungue frecusntemente dejd sana una porcidn pequeia de la sustancia
bianca en la regidn venirolateral de une ¢ ambos lados de la médula. En & momento dei
sacrificio a ios dos meses post-lesion, la zona de la contusion se habla cavitado vy
contenia células del tipe macrdfago/microglia, asi como abundantes restos axonales sin
aliminar, sin signos de regeneracion axonal o migracion astroglial a través de la brecha
tisular {(Fig. 14A). Aungue se encontro algun tejido fibrético laxo en la cavidad, la fibrosis
se acumuld principalments en las meninges, indicando que of ambiente de la lesidn
tampoco fue muy favorable para la migracion de los fibroblasios, pericitos v células
meningeas. En los animales con mieloiomia, el lavade de la zona de la contusidn con
solucion salina sin farmacos ratird muy eficientemente [os restos celulares hemorragicos
y 1o incrementd e dafio del tejide neural. A los dos meses existia una cavidad en su
ravor parte vacia, con muy pocas células inflamatorias y cicatriciales (Fig. 148). Excepto
en ios bordes de la sulura de la duramadre, fampoco se aumentd la fibrosis. Se
encontraron algunos tabiques en I3 cavidad, compusstos por células de tejido conectivo y
axones que crecian asocciados a ellas, usualmente orientados fransversaiments en la
meéduia y por consiquiente sin impacto en la reparacidn tisular. La migracion astroghial v &
crecimiento de {os axones supraespinales serofoninérgicos o noradrenérgicos (TH) se

lmitd a los bordes de Ia lesidn v a la porcion rostral del tejido fibrdtico laxe (Fig. 14E).

A diferencia de los cerdos que sufrieron la contusion sin fratamiento © con mislotomia
solamente, aguelios tratados con gelificacion de fibrina/SB743821 en la zona de lesion
mosiraron una respuesia clara de crecimiento axeonal y migracion glial a fravés del
defecto tisular (Fig. 14C.F). En estos animales se cerrd parcialimente {a brecha neural y
una gran cantidad de axones penetraron en la cavidad residuall Sin embargo, en
ausencia de microfibras para la quia tisular, [os axones crecieron de forma desorganizada
y muchas veces giraban transversalmente y ierminaban en la fibrosis densa de las
meninges, aungue en algunas ocasiones conseguian cruzar casi completamente ia
lesion v alcanzar el otro borde del parénguima medular. Los astrocitos migraron
aproximadamente 3 mm a partir de ambos bordes, v junto con elios se extendieron los
axones serctoningrgicos desde el borde rostral. Estos dltimos no penetraron mas alla del

sitio de migracién de los astrocitos, pero 08 axones noradrengrgicos, marcados para TH,
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crecieron por varios milimetros dentro de la lesidn (Fig. 14F). No obstante, también se

encontrd una cantidad variable de tejido fibrdlico en la cavidad tisular residual.

En resumen, este gjemplo confirmd gue la mielotomia con svacuacidn del tejido
desvilalizado 23 un procedimienio segquro que no produce dano adicional, v que pusde
ulilizarse para gslificar in vivo la fibrina con farmacos de forma diferida en las zonas de
contusidn medular, tal como se tendria que implementar en la practica clinica. Ademas,
se confirmd que la gelificacion de fibrina con SB743821 directamente en la zona de lesion
incrementa las respuestas de reparacidn neural, incluyendo la migracidn astroglial v o

crecimiento axonal,

Ejemplo 15 Efecto antifibrdlico y facilitador del crecimiento neural del implante
fabricado in vilro de fibrina/SB743921 con otro material de soporte, en una
hemiseccién madular cervical con escisidén de tsjido neural en cerdos.

En ias zonas muy dafiadas del sistema nerviose, por sjemplo, en las soluciones de
continuidad grandes del tejide neural por laceracion, abrasidn o compresidon masiva,
puede ser necesario utilizar materiales adicionales de soporte para e hidrogel
electroactive liberador de farmaces con ef fin de reforzar su fortaleza mecénica o
proporcionar guia adicional para el crecimiento tisular, o silios para anclar of implanie a

las estruciuras del huésped.

En este gjemplo se demuestra que ¢ hidrogel de fibrina/SB743921 formado in vilro
dentro de un segundo material, en este case un tube de silicona, e implantado con &l
resulta Glil para limitar la fibrosis y el dafio tisular secundario, & iniciar respusstas de
crecimiento axonal tras una lesidn abierta de la médula espinal porcina, similar & una

laceracion con pérdida de tejido neural.

Se utilizé un modelc de hemiseccion medular cervical porcina con refirada de 1 om de
ipjido neural del segmento espinal cervical €8, descrito recieniemente (Cerro PD,
Barriga-Martin A, Vara H, Romero-Muficz LM, Rodriguez-De-Lope A, Collazos-Casiro
JE. Neuwropathological and motor impairments affer incomplete cervical spinal cord injury
in pigs. J Neurctrauma, 2021; 38:2958-2977).

Para este ensaye se ulilizaron 6 cerdos que se distribuyeron en dos grupos

experimentales:
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1} Lesién medular e implante del tubo de silicona con hidrogel de fibrina sin farmaco (n
= 3).

2} Lesion medular @ implante del Wwibo de silicona con hidrogel de fibring formade con
SB743921 (n= 3).

La fibrina con SB743921 se gelificd in vifro dentro de un twbo con morfologia similar a la
hemi-médula del segmento 8, cuva pared era una membrana flexible de silicona de uso
médico de aproximadamente 100 um de espesor. Para el hidrogel v o farmaco se
utilizaron las concentraciones de los compuesios enunciadas en los gemplos 8y 11, vy

13, respectivamenie.

El implante se introdujo inmediatamente después de crear la cavidad en la madula
gspinal, y posteriormente se sulurd la duramadre para manienerio en su sitio. Un mes
después de la lesidn, los animales recibieron anssiesia inhalatona para axponer
guirdrgicamente la médula cervical. Posteriommente, se les aplicd una dosis letal de
pentobarbital (120 mg/kg V) v s les exirajeron los segmentos medulares C1 a T2, Bl
teiido se fijd y se procesd siguiendo la metodologia descrila en el gemplo 12, Se
realizaron estudios histoldgicos con &l fin de evaluar el dafio nsurdl, 1a cavitacidn tisular,
el crecimiento axonal vy ghial, vy la invasion de la lesidn por células de tejido coneclivo
fibrdtico. Para g inmunohistoquimica, se utilizaron los mismos procedimientos v

anticuerpos descritos en los ejemplos 1, 3y 12

Como se ilustra en la Fig. 15, o implants se mantuvo en su sitio v e hidrogel dentro del
tubo de silicona solo se degradd parciaimente en ambos grupos. El implante que no
contenia el farmaco produjo dano tisular v una marcada fibrosis impenetrable para los
axones en regeneracion. Haces de tejido fibrdtico denso de 1 & 2 mm de espesor,
originados mayoritariaments en las meninges, se formaron ifransversalments en los
mufiones de la médula v también se exiendieron alrededor y dentro del tubo de silicona,
biogueando cualquier posibilidad de crecimiento neural. En algunos casos, la contraccidn
de la cicatriz fibrdtica apareniemente ensanchd el tubo de silicona, causando comprasion

del teiido neural y dafio adicional.

La respuesta tisular fue mucho mejor en los animales que recibieron el implante liberador
de SB743021. En este caso, la fibrosis se redujo de forma muy acusada, sliminandose

en algunos puntos, y en ofres mostrande un grosor residual de aproximadamente el 20 %
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del observado en los animales con implante sin farmaco. Ademas, los axeones fueron
capaces de liegar hasta o borde del tejido v empezaron a crecer en la porcidn mas
periférica dei hidrogel (Fig. 15). La cicalriz fibrdtica reducida no se contrajo, de manera
gue tampoco se presentd compresion y dafo tisular por ia deformacién del twbo de

siicona,

Ejemplo 16: implante de fibrina con 58B743821, microfibras recubiertas de polimero
conductor v electrodos epidurales en una hemiseccidn medular con escisidn de
tejido neural en cerdos.

Finalmente, se utilizaron 4 cerdos que sufrieron una hemiseccidn medular carvical v
ascision de 1 cm de {ejido newral ulllizando la metodologia descrita en el ejemplo anterior.
Estos animales sirvieron para poner a punto los procedimientos quirdrgicos que permiten
realizar el implante electroactivo en siluaciones de complejidad similar al caso humano
con defectos tisulares grandes. En esta configuracion avanzada, el hidrogel de fibrina se
prepard in vitro con SB743921, v durante la gelificacion se le infrodujo un ensamblaie de
microfibras electroconducioras interconectadas. Adicionalmente, se suturaron a ia
duramadre, adyacentes al siio de la lesidn, electrodos para completar e circuiio de la

electrosstimulacion v para la medicidn de los parameatros sléctricos resultantes.

Utilizando a metodologia descrita en el gjemplo 8, se¢ depositod vy se funcionalizd &l
polimero conductor FPEDOT.PSS-co-MA sobre un ensamblaje de microfibras de
carbono interconectado a través de un microalambre metalico de 12.8 ubd de diametro
(AXON Cable SAD, Francia). El microalambre se aisio con silicona una vez unidas las
rmicrofibras de carbono. Las microfibras se recortaron a una longitud final de 12 mm
previamente a la elecirodeposicidn del polimero. Se evalud la funcionalidad eléctrica
del ensamblaje antes v después de la electrodeposicidn (Fig. 18A-D), asi como
después de incluirlo en el hidrogel de fibrina, confirmando & aumenic de Ia

transferencia de carga debido al recubrimiento polimérico de las microfibras.

Previamente a Ia introduccion del implante en el defecto fisular, se lavs la zona con una
solucion de $B743921 a concentracion 5 ubM en solucion salina, que se dejo actuar
aproximadamente 10 minutos. A estos cerdos tambigén se les administraron 4 dosis
subcutdneas de imatinib (1.4 mg/Kg), cada 12 horas empezando 8-12 horas después de

ia lesion.
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El hidrogel preformado de fibrina/SB743821/ensamblaje de microfibras se implantd de
forma exitosa en &l defecto tisular (Fig. 18E}, sin perder las interconexionas eléctricas.
Una vez realizade el implante vy cerrada la duramadre, se suluraron eslectrodeos de
acero inoxidable (discos de 3 mm de diameiro) sobre la duramadre, aproximadamente
5 mim rostral v caudal a los bordes de la lesidn (Fig. 18F). No se observaron sfectos
adversos debidos al implants. Se verificoc una inhibicidon completa de la fibrosis
alrededor del ensamblaje de microfibras interconectadas, asi como el clerre parcial de

Ia brecha tisular un mes despuds de la lesidn.
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REIVINDICACIONES

Un implante electroactivo liberador de farmacos que comprende:

a) un hidrogel de polimeros naturales o sintéticos, seleccionado de la lista que
comprende: polipéptidos, fibrina, fibronectina, colageno, proteoglicanos,
glicosaminoglicanos, alginato, quitosano, acrilamida, metacrilato, hidrogelatina,
derivados y combinaciones de estos materiales, donde dicho hidrogel esta
configurado para el relleno de un defecto tisular o tejido lesionado,

b) al menos un farmaco incorporado en el hidrogel anterior en donde dicho farmaco
es un inhibidor de la quinesina Eg5,

c) un sistema de electrodos para la aplicacién de estimulos eléctricos al tejido
lesionado, en donde al menos un electrodo esta posicionado dentro del hidrogel o
adyacente a él.

Implante, segln la reivindicaciéon 1, donde el inhibidor de la quinesina Eg5 es el
farmaco SB743921.

Implante, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores 1 a 2, donde el

sistema de electrodos ¢) se encuentra en el interior del hidrogel.

Implante, segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde los electrodos
interiores del hidrogel se seleccionan de entre microfioras de carbono,
hanoestructuras de carbono, o microalambres de acero, oro, platino, platinof/iridio, u

otros metales y sus 6xidos, composites y aleaciones.

Implante, segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde los electrodos

estan recubiertos de polimeros conductores.

Implante, segun la reivindicacién anterior, donde el polimero conductor que recubre
los electrodos se selecciona de entre poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT), polipirrol

o polianilina.

Implante, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la superficie
del electrodo esta funcionalizada con al menos una molécula con actividad biolégica

para ayudar a las respuestas de crecimiento neural sobre o alrededor del electrodo.

49



10

15

20

25

30

35

8.

10.

11.

12.

13.

14.

ES 2958 213 B2

Implante, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el polimero
conductor esta funcionalizado con al menos una molécula con actividad biolégica

para ayudar a las respuestas de crecimiento neural sobre o alrededor del electrodo.

Implante, segln cualquiera de las reivindicaciones 7 o 8, donde la molécula con
actividad biolégica usada para la funcionalizacion de los electrodo o del polimero
conductor se selecciona de entre moléculas de adhesion celular, moléculas de la
matriz extracelular, factores de crecimiento, factores guia para los axones o
dendritas tales como netrinas, efrinas, semaforinas, protocadherinas o las proteinas
Slit 6 Wnt, morfégenos como Sonic Hedgehog, proteoglicanos, glicosaminoglicanos,

gangliésidos, proteinas, péptidos o combinaciones de las mismas.

Un método para la preparacién de un implante, segln se ha descrito en cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, que comprende la preparacién de un hidrogel de
fibrina a partir de una mezcla de una solucién que contiene fibrinégeno humano en
concentraciones de entre 0,5y 100 mg/ml y factor Xlll; y una segunda solucién que
contiene trombina y CaCl,, donde las concentraciones finales se ajustan con NaCl

al 0,9% en agua.

Método, segun la reivindicacién anterior, donde la mezcla de las soluciones

precursoras del hidrogel se realiza in vitro.

Método, seguin cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, donde al menos una de
las soluciones precursoras del hidrogel contiene al menos un farmaco con actividad
antifibrética y/o facilitadora del crecimiento neural, que se retiene tras la gelificacién
de la fibrina.

Método, segln la reivindicacién anterior, donde el farmaco se encapsula
previamente en particulas, vesiculas, liposomas o similares, de tamafio nhanométrico
o micrométrico, con el fin de incrementar su retenciéon o mejorar su actividad, y luego

se incorpora a las soluciones precursoras del hidrogel.

Metodo, segln cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, donde adicionalmente se
incorporan microfibras, microalambres u otros elementos electroconductores

alineados en el hidrogel, durante el proceso de gelificacion.
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Implante para su uso en la reparacién del sistema nervioso mediante un

procedimiento que comprende las siguientes etapas:

a) limpiar de restos celulares, sangre y adherencias fibréticas la zona de lesién
neurolégica;

b) formar el hidrogel del implante segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8; e

c) implantar el hidrogel en la zona de lesién neurolégica limpia segln la etapa a)
durante la gelificacién de la etapa b) cuando ésta se produce in vivo, o tras la
gelificacién de la etapa b) cuando ésta se produce in vitro.

d) suministrar estimulos eléctricos por los electrodos internos o externos del
implante, con el fin de estimular o dirigir las respuestas reparativas tisulares o

activar las células neurales e inducir la descarga de potenciales de accion.

Implante para su uso, segun reivindicacién anterior, donde la zona de lesién se lava
e impregna adicionalmente a la etapa a), con una solucién que contiene al menos
un compuesto farmacolégico antifibrético y/o facilitador del crecimiento neural,

previamente a la formacion del hidrogel en la etapa b).

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16 donde el
hidrogel se forma con el compuesto farmacolégico in vitro y posteriormente se

implanta en la zona de lesién neurolégica limpia segun la etapa a).

Implante para su uso, segln la reivindicaciéon anterior, donde el hidrogel con el
compuesto farmacolégico se prepara dentro de un segundo material implantable, y
el implante compuesto resultante se introduce en la regién dafiada del sistema

nervioso limpio segln la etapa a).

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, donde el
hidrogel se forma con el compuesto farmacoldgico in vivo, de manera que la
gelificacién transcurre directamente en la zona de lesién neurolégica limpia segln la

etapa a).

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 18 donde el
hidrogel se prepara in vitro con el compuesto farmacolégico, y adicionalmente se le
introduce el sistema de electrodos durante la gelificacién, y posteriormente se

implanta en la zona de lesién neurolégica limpia segutin en la etapa a).
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Implante para su uso, segun la reivindicacién 15, donde el sistema de electrodos se
implanta en la zona de dafio neurolégico acondicionada en la etapa a), y
posteriormente se forma el hidrogel con el compuesto farmacolégico in vivo segln

la etapa c), rodeando los electrodos implantados.

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 16, donde el
hidrogel con el compuesto farmacolégico se forma in vivo dentro del defecto tisular
segun la etapa c), y el sistema de electrodos se posiciona adyacentemente a dicho
hidrogel, dentro del sistema nervioso o sobre las membranas que envuelven al tejido

nervioso.

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 22, donde se

aplican estimulos eléctricos bifasicos a través de los electrodos del implante.

Implante para su uso, segun la reivindicacién 23 donde se aplican estimulos

eléctricos monofasicos a través de los electrodos del implante.

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones15 a 24 donde los
estimulos eléctricos empiezan o consisten en una corriente eléctrica de polaridad

positiva.

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 25 donde la
intensidad de la corriente eléctrica aplicada, en valor absoluto, estda comprendida

entre 1 nanoamperio y 20 miliamperios.

Implante para su uso, segun cualquiera de las reivindicaciones 15 a 26 donde la
frecuencia de los estimulos eléctricos esta comprendida entre 0,00001 Hz y 100000
Hz.

Implante para su uso, segln cualquiera de las reivindicaciones 15 a 27, en
combinacién con compuestos farmacolégicos administrados por via local o sistémica

que faciliten la integracion del implante y la reparacion neural.

Implante para su uso, segun la reivindicacidn anterior, donde el compuesto
farmacolégico se selecciona de entre un farmaco antiinflamatorio, antifibrético,

antibidtico, neuroprotector, y un facilitador del crecimiento neural.
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30. Implante para su uso, seguln la reivindicacién anterior, donde el compuesto
farmacolégico es un inhibidor de receptores tirosina quinasa que se selecciona de
entre el imatinib, sunitinib, sorafenib, masitinib, dasatinib, nilotinib, gefitinib, erlotinib,

lapatinib, y tofacitinib.
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