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1. INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 Justificacion

Las neuropatias dpticas isquémicas anteriores (NOIAs) representan un grupo de desérdenes
isquémicos de la cabeza del nervio éptico (NO) que afectan de forma grave e irreversible la
vision,! de los cuales, la NOIA no arteritica (NOIANA) constituye la forma mas prevalente en
pacientes mayores de 50 afios de edad representando el 96% de las NOIA.! Esta patologia estd
causada por un infarto a nivel de la cabeza del nervio éptico, y clinicamente se caracteriza por
la pérdida de agudeza visual monocular aguda/subaguda e indolora, la existencia de un defecto
pupilar aferente relativo, defectos en el campo visual, una discromatopsia, y edema de papila,?

que en un periodo aproximado de 6 a 8 semanas suele evolucionar hacia la atrofia del NO.3

Su incidencia oscila entre 2 y 10 casos por cada 100.000 habitantes/afio,*® lo que representa
alrededor de 1.500 a 6.000 casos nuevos cada afio en Estados Unidos.* ®> Ademas, existe un
riesgo alto de presentar NOIANA en el ojo contralateral (del 15 al 25% a los 5 afios), debido
probablemente a la presencia de caracteristicas similares en la estructura de la cabeza del NO
(pequefio y con compresion axonal) asi como también a la presencia de factores de riesgo
sistémicos, fundamentalmente cardiovasculares.” 8 Debido a su mecanismo fisiopatoldgico
multifactorial, los tratamientos que se han empleado no han sido eficaces en la recuperacion
de la funcion visual de los pacientes afectados, ni tampoco han logrado prevenir la afectacion
del ojo contralateral, de manera que, actualmente, la actuacion sobre estos pacientes se

orienta hacia el control de los factores de riesgo cardiovascular.

Tomando en cuenta que el NO se considera parte del sistema nervioso central (SNC), se puede
establecer una similitud entre el infarto cerebral (ictus) y el infarto del NO. En este sentido, se
conoce que, minutos después de instaurado un ictus, las neuronas mueren formando una zona
de tejido infartado denominada “core” o nicleo.’ Esta zona infartada se encuentra rodeada por
una regidon denominada “zona de penumbra”, la cual estd compuesta por tejido cerebral
lesionado con riesgo de infartarse, pero a su vez potencialmente viable y que podria

beneficiarse de una accidn terapéutica oportuna.'® Por su parte, en la fase aguda de la NOIANA,
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el infarto del nervio éptico suele ser sectorial, generalmente afecta a uno o dos cuadrantes de
la cabeza del NO, no obstante, el edema ocasionado por la isquemia termina daflando por
compresion a las fibras de los cuadrantes inicialmente no afectados por la isquemia. Por ello,
las terapias encaminadas al tratamiento de estas patologias de origen isquémico, tienen como
objetivo actuar rapidamente durante la fase aguda o inicial, con la intencion de promover la
recuperacion de los tejidos con capacidad de recuperaciéon o al menos evitar que el dafo

progrese.

Tomando en cuenta que la NOIANA es una entidad clinica que afecta gravemente la visidn, tiene
un riesgo alto de afectacién del ojo contralateral y ademds no dispone de ningln tratamiento
eficaz, parece justificada la evaluacidn de nuevas terapias que mantengan o mejoren la funcion
visual de los pacientes afectados. En este sentido, las terapias avanzadas, en concreto la terapia
celular, mediante el uso de células madre mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés) ofrece
un nuevo enfoque terapéutico basado en la neuroproteccién!! a través de la secrecién de
factores neurotréficos que actian a nivel paracrino y promueven la recuperacién de los tejidos

afectados.!?

En este contexto, la Unidad de Produccién Celular (UPC) del Instituto de Biologia y Genética
Molecular (IBGM) de la Universidad de Valladolid produce MSC las cuales estan aprobadas por
la Agencia Espaiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) para su uso clinico en
investigacién, con el nombre de Mesenchymal Stem from Valladolid (MSV) y bajo el nUmero de
producto en investigacion (PEI) 15-007. Estas células son obtenidas de la médula ésea de
adultos donantes sanos vy, por lo tanto, su utilizacién no presenta los problemas éticos que
conlleva el uso de células madre embrionarias.’® Por otra parte, las MSC (MSV, PEI 15-007) no
son inmunogénicas, y por lo tanto, su uso alogénico no requiere de la inmunosupresion del
individuo receptor.® Asi, las MSV estdn siendo utilizadas en ensayos clinicos (EECC) en el ambito
de la traumatologia y la oftalmologia, aunque no se han aplicado todavia en la patologia del
presente estudio. Por esta razén, surgié la idea de disefiar un EECC piloto fase Il de terapia
celular para pacientes con NOIANA mediante la inyeccién intravitrea de MSV en la fase aguda
de la patologia. Con el disefio inicial de EECC se solicitd a la AEMPS una evaluacion previa a su

solicitud formal en la que recomendaron que, al tratarse de una nueva indicacidn clinica y una
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nueva via de administracidn, se probara la seguridad preclinica del PEI previo a su utilizacién en

humanos con NOIANA.

Por todo ello, este trabajo lleva a cabo la evaluacién de la biocompatibilidad de las MSV por via
intravitrea in vivo (en animales de experimentacién), asi como también su potencial eficacia in
vitro, mediante la evaluacién del efecto neuroprotector y de regeneracion que ofrecen estas
células mediante la secrecion de factores neurotroficos en un modelo de cultivo organotipico
de neurorretina. Asi, los resultados de este proyecto permitirian sentar las bases para aplicar
esta nueva opcidn terapéutica en el EECC anteriormente mencionado, lo que seria altamente
innovador, ya que a dia de hoy existen pocos EECC en los que se utilice MSC en patologias
retinianas y del nervio dptico, y ninguno de ellos esta orientado hacia el tratamiento de la

patologia de estudio en este trabajo.
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1.2 Hipotesis

La terapia celular con células madre mesenquimales procedentes de médula dsea (MSV, PEI 15-
007) inyectadas por via intravitrea constituye una opcion de tratamiento en pacientes con
neuropatia optica isquémica anterior no arteritica (NOIANA) aguda, ya que a través de las
propiedades paracrinas de estas células (secrecion de factores neurotrdficos,
inmunomoduladores y antiapoptéticos) se puede prevenir o reducir la progresidon de la
degeneracién axonal que se produce en esta patologia del nervio éptico, en las zonas no

directamente afectadas por el proceso isquémico inicial.

1.3 Objetivos

El objetivo general de este trabajo ha sido evaluar la seguridad y la potencial eficacia preclinica
de las células madre mesenquimales (MSV, PElI 15-007) mediante el estudio de la
biocompatibilidad de estas células tras la inyeccién intravitrea en animales
inmunocompetentes, y el estudio del efecto neuroprotector de las MSV en un modelo
organotipico de neurorretina porcina; asi como proponer un protocolo de ensayo clinico en
pacientes con NOIANA en su fase aguda. Para ello, se establecieron los siguientes objetivos

especificos:

1. In vivo: Evaluar la biocompatibilidad de la inyeccién intravitrea de las células madre

mesenquimales (MSV, PEI 15-007) en conejos pigmentados inmunocompetentes.

e Evaluar la seguridad y la tolerancia de la administracién intravitrea de MSV
mediante la observacion de los efectos adversos a nivel ocular (exploracién
oftalmoldgica) y mediante el estudio histoldgico de los tejidos oculares tras la
inyeccion intravitrea.

e Evaluar la persistencia, la distribucion y la migracion de las MSV tras la inyeccién
intravitrea en tejidos oculares y otros &rganos sistémicos, como los

hematopoyéticos (bazo e higado) y gonadales (ovarios y testiculos).
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2. In vitro: Evaluar la supervivencia de las células ganglionares de la retina (RGC) en un

modelo de cultivo organotipico de neurorretina porcina en cocultivo con células madre

mesenquimales (MSV, PEI 15-007).

Evaluar y caracterizar las modificaciones tisulares y celulares, concretamente de
la capa de fibras nerviosas y de las RGC, que se producen a lo largo del cultivo con
y sin MSV, mediante tinciones convencionales y técnicas de inmunohistoquimica.
Evaluar la secrecion de los factores neurotroficos Brain-Derived Neurotrophic
Factor (BDNF), Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) y Glial-Derived Neurotrophic

Factor (GDGF) por parte de las MSV en co-cultivo con las retinas porcinas.

3. Disefar un ensayo clinico piloto para la evaluacion de la seguridad y la tolerancia de la

inyeccién intravitrea de las MSV (PEI 15-007) en pacientes con NOIANA en su fase aguda.

Disefiar un protocolo de ensayo clinico fase Il para la evaluacidén de la seguridad de
la inyeccién intravitrea de las MSV en pacientes con NOIANA en su fase aguda.

Obtener la aprobacién del EECC por parte del Comité de Etica de Investigacion
Clinica (CEIC) y de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

(AEMPS), para poder llevarlo a cabo.
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2 ESTADO ACTUAL DEL TEMA

2.1 Neuropatia 6ptica isquémica anterior no arteritica

La neuropatia Optica isquémica anterior no arteritica (NOIANA), denominada también
arteriosclerética, constituye la neuropatia dptica isquémica mas prevalente en pacientes
mayores de 50 afios de edad (61.0 + 12.3 afios) y representa el 96% de las NOIA.! Esta patologia
estd causada por un infarto a nivel de la cabeza del nervio éptico, y clinicamente se caracteriza
por la pérdida de agudeza visual monocular aguda/subaguda e indolora, la presencia de un
defecto pupilar aferente relativo, defectos en el campo visual, una discromatopsia y edema de
papila,> que en un periodo aproximado de 6 a 8 semanas suele evolucionar hacia la atrofia del
nervio optico.? La incidencia anual de la NOIANA estimada en los Estados Unidos es de 2,3 a
10,2 casos por cada 100.000 habitantes,*® lo que representa alrededor de 1.500 a 6.000 casos

nuevos al aflo.*>

2.1.1 Patogenia

La NOIANA se produce por una insuficiencia circulatoria en la cabeza del NO,'> que genera
isquemia a nivel de la porcién prelaminar/laminar del NO. La cabeza del NO recibe su irrigacion
por arteriolas procedentes del anillo de Zinn-Haller (circulo anastomatico arterial derivado de
las arterias ciliares posteriores cortas), por lo tanto, la NOIANA es un proceso isquémico debido
a la afectacion de los vasos de pequefio calibre, tales como arteriolas o capilares, y no debido a

la afectacidn de vasos de gran calibre.®®

Las hipdtesis mas aceptadas que intentan explicar la patogenia de la NOIANA se basan en la
hipoperfusién nocturna de la cabeza del NO 6 o en la disrupcién de la autorregulacién de la
perfusidn sanguinea del NO.% En este sentido, a diferencia de la NOIAA, que se caracteriza por
la trombosis inflamatoria de las arterias ciliares posteriores secundaria a una arteritis de células
gigantes (Enfermedad de Horton), la NOIANA es debida a una hipoperfusion transitoria de la
microcirculacién de la cabeza del NO asociada a factores de riesgo cardiovascular.” De esta

manera, la severidad del dafio isquémico y la posible recuperacién de la funcidn visual tras un
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episodio de NOIANA estd directamente asociada con la extensién del tejido afectado y la

duracidn de la hipoperfusién circulatoria de la cabeza del NO.’

2.1.2  Etiologia

Diversos estudios indican que la NOIANA tiene un origen multifactorial.'’ Los factores que
predisponen a su desarrollo se pueden agrupar en dos categorias, oculares o sistémicos; sin
embargo, no todos los pacientes que presentan estos factores de riesgo desarrollan una

NOIANA.Y

Un factor de riesgo ocular fuertemente relacionado es la presencia de un canal escleral estrecho
lo que origina un excesivo empaquetamiento de las estructuras de la cabeza del NO sobre todo
de los axones de las células ganglionares de la retina (RGC).'® Como es bien conocido, la cabeza
del NO representa la confluencia de aproximadamente 1 a 1,2 millones de axones procedentes
de las RGC, que atraviesan la esclera a través de las fenestraciones de la ldmina cribosa y que,
posteriormente constituyen el NO. En este sentido, se ha descrito que el 97% de los pacientes
que presentan una NOIANA presentan discos Opticos pequefios (menores de 1,2 mm de
didmetro) con una excavacién fisiolégica pequefia o ausente (relacién excavacién del
disco/radio del disco <0,2) lo que se denomina “papila de riesgo” (disk at risk). Otros factores
de riesgo ocular incluyen la presencia de drusas en el NO y la existencia de hipertensién ocular

o glaucoma.”

Entre los factores de riesgo sistémicos se encuentran la edad avanzada, la hipotension arterial
nocturna, la diabetes mellitus, la hipertension arterial, la hipercolesterolemia, el sindrome de
apnea del suefio, el uso de ciertos farmacos (vasodilatadores periféricos), y posiblemente un
numero de secuencias genéticas o polimorfismos especificos tanto del acido
desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial como de los genes asociados con la funcién vascular,

que han sido objeto de estudio en diversos trabajos.'®2°
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2.1.3  Histopatologia

Histopatoldgicamente la NOIANA se caracteriza por edema isquémico, y la posterior aparicién
de una degeneracién cavernosa y una atrofia de los axones del nervio dptico, revelados tanto
en estudios post-morten en humanos como en modelos experimentales animales de
NOIANA.'%-22 2632 E| dafio axonal isquémico tiene como consecuencia un dafio metabdlico
secundario de las RGC, lo que a su vez induce la apoptosis de las mismas por degeneracion
retrégrada. Estudios realizados en modelos murinos de NOIANA han revelado que una semana
tras la isquemia inicial, las RGC comienzan a morir via apoptosis, detectando una pérdida de
hasta el 50% de las RGC a las dos semanas del dafio isquémico.?® 33 Adem3s, otros estudios
apuntan que la isquemia/hipoxia de los axones de las RGC en el NO produce un estasis del flujo
axoplasmico lo que afecta a la secrecidn de factores de crecimiento por parte de las RGC, tales
como el Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), el Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF), el
Glial-Derived Neurotrophic Factor (GDGF) y la NeuroTrofina 3 (NT3), entre otros, los cuales son

esenciales para la nutricién y la supervivencia de las RGC.3*

Complementariamente, la muerte celular por isquemia provoca un aumento de las
concentraciones de glutamato, que a su vez incrementa el daio celular y la apoptosis por
excitotoxicidad.3® Por otra parte, la inflamacion local aumenta el dafio celular no solo en el drea
afectada sino también en la zona de penumbra adyacente al infarto, similar a lo que ocurre en
el SNC debido a un dafio isquémico, probablemente por la inhibicidon de la regeneracién y la

remielinizacién axonal, asi como también, debido a la formacidn de tejido cicatricial glial.3®

2.1.4  Tratamiento

Actualmente no hay ninguna terapia que haya demostrado ser eficaz para la recuperacién de
la funcién del NO tras un episodio de NOIANA. Se han utilizado diversos tratamientos en
pacientes afectados de NOIANA, como la administracién de acido acetilsalicilico,3® 37 la
fenestracion de la cabeza del NO,3® 3° los corticosteroides,*® ! la levodopa, ** *3 la
difenilhidantoina, los estrégenos,** la eritropoyetina,* la brimonidina® y el ranibizumab,*” sin
embargo, ninguno de ellos ha logrado prevenir la afectacién del ojo contralateral ni tampoco

han demostrado mejorar la funcidon visual de los pacientes afectados, evaluada mediante la
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exploracién oftalmoldgica y la realizacion de diferentes pruebas complementarias

(campimetria, test de colores, tomografia de coherencia del nervio éptico, entre otras).

Acido acetilsalicilico (Aspirina®, Bayer): existe una clara controversia con respecto a su accién

terapéutica en las NOIANA. Asi, en un estudio retrospectivo realizado por Kupersmith y cols.
(1997), los cuales revisaron 131 pacientes con NOIANA durante 2 afios, encontraron que el uso
de Aspirina® 300 mg de 2 a 3 veces a la semana, reducia el riesgo de NOIANA en el ojo
contralateral; 3® mientras que en otro estudio retrospectivo de larga duracién realizado por
Beck y cols. (1997), en una cohorte de 431 pacientes con NOIANA, observaron que la Aspirina®
no ofrecia beneficio a largo plazo en la reduccién del riesgo de NOIANA en el ojo contralateral

alos 5 afios.?”

Fenestracién de la cabeza del NO: este procedimiento quirudrgico se llevé a cabo en un ensayo

clinico denominado “the ischemic optic neuropathy decompression trial” realizado en 25
centros de Estados Unidos (1995), en el que randomizaron a 125 pacientes con NOIANA como
grupo control y a 119 pacientes con NOIANA para cirugia. El procedimiento consistia en
fenestrar las vainas del NO, realizando al menos dos agujeros. El seguimiento de 12 meses tras
la cirugia no demostrd ningun beneficio en la funcién visual, por el contrario, demostré ser
perjudicial ya que el 24% de los ojos tratados sufrieron mayor pérdida visual, en comparacién

con el 12% de los ojos no tratados.3® 3°

Corticosteroides: Hayreh y Zimmerman (2008), en un estudio realizado en 613 pacientes con
NOIANA (312 tratados con corticoides vs. 301 no tratados), sugieren que una dosis estandar de
corticoides via oral durante la fase aguda de la NOIANA puede mejorar la agudeza visual en
aproximadamente un 69,8%. Sin embargo, los resultados de este estudio no han sido
corroborados por el estudio prospectivo realizado por Rebolleda y cols. (2012), en el que se
utilizé la misma dosis estdndar por via oral. Actualmente, los corticoides no estan reconocidos

como tratamiento para la NOIANA. 40, 41, 48,49

Levodopa: fue utilizada en un estudio clinico retrospectivo no randomizado en 37 pacientes con
NOIANA (18 tratados con 100 mg levodopa/25 mg carbidopa vs. 19 no tratados) realizado por

Johnson y cols. (2000). A pesar de que los resultados apoyaban la eficacia de la levodopa en la
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fase aguda de la NOIANA, este farmaco no fue aceptado como tratamiento, debido a que los
resultados se basaban en el analisis retrospectivo de una cohorte con un escaso nimero de

pacientes y con muchos factores de confusion que pudieron influir en los resultados.*? 43

Agentes neuroprotectores: los estrégenos se han utilizado como farmacos neuroprotectores

en procesos isquémicos del SNC. Por ello Bernstein y cols. (2007), probaron este farmaco en un
modelo murino de NOIA y demostraron que no mejoraba la supervivencia de las RGC tras el

proceso isquémico.*

La eritropoyetina también ha sido evaluada como farmaco neuroprotector. Modarres y cols.

(2011) realizaron un ensayo clinico en 31 pacientes con NOIANA, a los cuales se les aplicé una
inyeccion intravitrea de eritropoyetina (2000 Ul) durante el primer mes tras el inicio de los
sintomas de la enfermedad y se realizéd un seguimiento de seis meses tras la inyeccion. Los
resultados mostraron mejoria de la agudeza visual (AV) durante los tres primeros meses tras la
inyeccion. Tras este corto periodo, la vision empezaba a deteriorarse. Actualmente no se han

publicado mas estudios con este farmaco.*

La brimonidina fue utilizada en un EECC multicéntrico, doble enmascarado, en 36 pacientes con
NOIANA randomizados para recibir tratamiento placebo vs. brimonidina 0,2% (Alphagan®,
Allergan). Este estudio se detuvo después del primer andlisis interno debido a que el uso de

Alphagan® en pacientes con NOIANA no mostré ningln efecto beneficioso.*®

Por todo ello, puede asegurarse que ninguno de los tratamientos potenciales previamente
descritos en la literatura ha logrado mejorar la funcidn visual de los pacientes, ni tan siquiera

prevenir la afectacién del ojo contralateral.

2.2 Ventana terapéutica

Como se ha comentado (apartado 2.1.3), estudios realizados en modelos murinos de NOIANA
sugieren la existencia de una ventana terapéutica de entre 2 y 3 semanas, ya que tras el dafo
isquémico inicial, las RGC comienzan a morir por apoptosis a los 7 dias, fenédmeno que se

prolonga a lo largo del tiempo y que se traduce en una pérdida de hasta el 50% de las RGC a las

38



2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

dos semanas del accidente vascular.?® 33 Asi, este retraso en la iniciacion de la muerte de las

Ill

RGC sugiere una potencial “ventana terapéutica” al menos en estos modelos animales. Si se
asume que este fendmeno ocurre de manera similar en los seres humanos, se podria aceptar
que también existe un periodo con posibilidades de actuacién terapéutica en los pacientes
afectados por esta patologia y parece légico pensar que un tratamiento precoz reduciria

considerablemente el dafio axonal final.

2.3 Células madre mesenquimales (MSC)

Las MSC son células multipotentes, con capacidad de autorenovacion, que pueden ser aisladas
de distintas fuentes celulares tales como la médula dsea, el tejido adiposo, la sangre del corddn
umbilical y la placenta.>® Estas células se pueden aislar facilmente y se expanden rapidamente
in vitro después de un corto periodo de latencia.>! Las MSC constituyen una poblacién celular
muy heterogénea, por ello, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en
inglés) establecid, en 2006, tres criterios principales para caracterizar y definir a las MSC, como
son: la capacidad de adherencia al plastico, la expresidén de ciertos antigenos de superficie
(CD105, CD73 y CD90) en ausencia de antigenos hematopoyéticos (CD45, CD34, marcadores de
monocitos, macrofagos y linfocitos B), y la capacidad de diferenciacidn in vitro a osteoblastos,
adipocitos y condrocitos bajo condiciones estdndar de cultivo.’> Ademas, estas células pueden
diferenciarse hacia otros linajes celulares como células hematopoyéticas, células miocardicas,

células gliales y neuronas.>% 537

En los ultimos afios ha crecido exponencialmente el interés sobre las MSC por su capacidad de
influir sobre el sistema inmune. Asi, se ha descrito que las MSC ejercen un efecto inhibitorio
profundo tanto in vivo como in vitro sobre la proliferacién de los linfocitos T, y muestran efectos
similares sobre las células B, las células dendriticas y las células natural killer. A su vez, se
considera que las MSC son “inmunoprivilegiadas” ya que no expresan en su superficie el
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II, por sus siglas en inglés), asi como
tampoco moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, y CD86) implicadas en el rechazo de los

trasplantes. Debido a estas caracteristicas, las MSC no son susceptibles a la lisis mediada por
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los linfocitos T citotodxicos y las natural killer, por lo que los trasplantes alogénicos de estas

células no requieren de la inmunosupresion del individuo receptor.% 58

2.3.1 Propiedades paracrinas

La posible aplicacién clinica de las MSC en patologias retinianas y del nervio dptico se basa en
dos enfoques terapéuticos principales, como son el reemplazo celular y la neuroproteccion (a
través de su accidn paracrina). El reemplazo celular tiene sus limitaciones, debido a que la
diferenciacién de las MSC hacia células retinianas funcionales aun es un campo que requiere
un largo camino por explorar y en el que se avanza muy lentamente. Sin embargo, el uso de las
MSC como terapia neuroprotectora, para promover la recuperacion del nervio éptico y de las
células retinianas, se estd aplicando actualmente en modelos animales y en EECC en

humanos.>% >°

Una de las principales caracteristicas de las MSC es la capacidad paracrina para la secrecion de
factores tréficos, citoquinas y moléculas de sefializacion que promueven la angiogénesis y la
regeneracion tisular, inhiben la fibrosis y la apoptosis, y modulan el sistema inmune vy la
inflamacién, lo que permite mejorar la supervivencia de las células vecinas (Tabla 1).5° Asi, de
acuerdo con estas propiedades, la eficacia de las MSC se puede atribuir a la produccién de
factores que promueven el crecimiento neuronal enddgeno y la angiogénesis, estimulan la
conexioén sinaptica y la remielinizacion de los axones dafiados, disminuyen la apoptosis, y

regulan la inflamacidn.®!

Dentro de los factores secretados por las MSC, donde destacan los factores neurotroéficos que
pertenecen a la familia de las neurotrofinas (moléculas que intervienen en el trofismo y la
plasticidad neuronal) se encuentran el BDNF, el Nerve growth factor (NGF) y la NT3, asi como
otros factores neurotroéficos como el CNTF, el GDNF, el Insulin-like Growth Factor 1 (IGF1), y el
basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), los cuales han demostrado ser efectivos en la proteccion
de las células retinianas y del nervio dptico tras un dafio agudo al menos en estudios

preclinicos.b% 63
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Tabla 1. Factores secretados por las células madre mesenquimales

Factores secretados

Funcidn

Neurotroéficos

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)®* 65
Ciliary neurotrophic factor (CNTF)® 67
Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)8 &

Nerve growth factor (NGF)
Neurotrophin-3 (NT3)

Mejora la supervivencia de las RGC (supresion de la caspasa-2)
y tras el dafio por glutamato y HzP>.

Incrementa la supervivencia de las RGC (activacion de la STAT3)
Mejora la supervivencia de las RGC y disminuye la activacién de
las células gliales en la retina y en el nervio dptico.

Promueve la regeneracién neural

Interviene en el trofismo y la plasticidad neuronal

Pro-angiogénesis

Fibroblast growth factor — 2 (FGF-2)70 7

Monocyte chemoattractant protein—1 (MCP-1)72
Platelet-derived growth factor (PDGF)”*
Placental growth factor (PIGF)7% 72

Vascular endothelial growth factor (VEGF)7® 72
Transforming growth factor — 6 (TGF- 8)7*

Induce la proliferaciéon de células endoteliales y del musculo
liso

Induce angiogénesis; recluta monocitos

Induce la proliferacion de células del musculo liso
Promueve la angiogénesis

Induce la proliferacion y migracion de células endoteliales
Promueve la maduracién de los vasos

Remodeladores de la matriz extracelular

Metalloproteinase — 1,2,9 (MMP-1, MMP2 y MMP9)7*
Plasminogen activator (PA)"*
Tumor necrosis factor — o (TNF-a)”*

Degradan la matriz extracelular
Degrada moléculas de la matriz extracelular
Degrada la matriz extracelular; promueve la apoptosis

Proliferacion, reclutamiento, y supervivencia de células madre

Basic fibroblast growth factor (bFGF)”?

Insulin-like growth factor-1(IGF-1)7°
Secreted frizzled-related protein-1y 2 (SFRP 1y 2)73
Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF)7*

Macrophage colony stimulating factor (M-CSF)7*
Stem cell-derived factor (SDF)7*

Mejora la proliferacién de células endoteliales y del muisculo
liso

Regula el crecimiento y la proliferacion celular e inhibe la
apoptosis

Inhibe la apoptosis y mejora el desarrollo celular

Incrementa la proliferacion y la diferenciacion de los
neutrdfilos

Incrementa la proliferacion y la diferenciacion de los monocitos
Promueve la migracién celular

Inmunomoduladores

Heme oxygenase-1 (HO1)7®
Hepatocyte growth factor (HGF)™®

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)7®

Inducible nitric oxide synthase (iNOS)””
Interleukin-6 (IL-6)7*
Prostaglandin E2 (PGE2)7®

Inhibe la proliferacion de células T

Inhibe la proliferacion de células T CD4+

Inhibe la proliferacién de células de la inmunidad innata y
adaptiva

Inhibe la inflamacién

Regula la inflamacién e induce la produccion de VEGF
Inhibe la inflamacién

Tomado de Williams and Hare (2011)” y modificado por los autores del presente estudio

2.4 Mesenchymal stem from Valladolid (MSV, PEI 15-007)

Las MSV (PEI 15-007) son células producidas por la Unidad de Produccién Celular (UPC) del
Instituto de Biologia y Genética Molecular (IBGM) de la Universidad de Valladolid, que fueron

obtenidas a partir de células mesenquimales procedentes de médula 6sea de donantes adultos

41



2. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

y reexpandidas ex vivo en una sala blanca bajo estricta normativa de buenas practicas de
fabricacion (GMP, por sus siglas en inglés) y de acuerdo al Real Decreto-ley 9/2014, de 4 de
julio, por el que se establecen las normas de calidad y seguridad para la donacidn, la obtencién,
la evaluacidn, el procesamiento, la preservacion, el almacenamiento y la distribucién de células
y tejidos humanos y se aprueban las normas de coordinaciéon y funcionamiento para su uso en

humanos.

Se trata de células que poseen caracteristicas propias de célula madre, es decir, capacidad de
autorrenovacioén, elevado potencial proliferativo y de diferenciacién hacia diferentes tejidos.
Sus caracteristicas inmunofenotipicas son inespecificas, puesto que comparten marcadores
fenotipicos propios de células endoteliales, epiteliales y musculares. Aunque carecen de
marcadores fenotipicos propios de células hematopoyéticas y secretan gran variedad de
citoquinas que actian sobre el desarrollo y la regulacién del microambiente celular. Asi, el panel
de expresién inmunofenotipico de estas células se basa en marcadores tanto hematopoyéticos
como de moléculas de adhesién y de histocompatibilidad: CD14, CD34, CD45, HLA-DR, CD105,
CD90, CD73, y CD166.

Las células MSV son positivas para los antigenos establecidos por la ISCT (CD105, CD90, CD73,
y CD166) y negativas para marcadores propios de células hematopoyéticas (CD14, CD34, CD45
y HLA-DR) (Tabla 2). Entre los marcadores inmunofenotipicos negativos se encuentra el
marcador Antigeno Leucocitario Humano haplotipo DR (HLA-DR, por sus siglas en inglés) que se
corresponde con el complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1.8 Al resultar negativo,
confiere a estas células inmunotolerancia, aun siendo trasplantes alogénicos pero impidiendo

la alorreactividad frente al receptor.

Tabla 2. Inmunofenotipo de las células MSV
Negativos CD14 CD34 CD45 HLA-DR
Positivos CD105 CD90 CD73 CD166

Las MSV estan aprobadas por la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios
(AEMPS) como producto en fase de investigacion clinica (PEI N215-007) en diversos EECC de

cardiologia, traumatologia y oftalmologia (superficie ocular), que se muestran a continuacién:
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Ensayo clinico EUDRA-CT: 2005-005498-36. “Estudio fase | para valorar la eficacia y
seguridad de la inyeccién transendocardica de células mesenquimales autélogas
derivadas de médula désea guiado por mapeo electromecdnico como angiogénesis
terapéutica”.

Ensayo clinico EUDRA-CT: 2008-001191-68. "Regeneracion del disco intervertebral lumbar
mediante MSV". Promotor: Fundacion Teknon, Barcelona.

Ensayo clinico EUDRA-CT: 2009-0170450-11. “Regeneracion del cartilago Articular en
Gonartrosis de 112, Il12 y IV2 grados mediante infiltracidn articular de MSV”. Promotor:
Fundacién Teknon, Barcelona.

Ensayo Clinico EUDRA-CT: 2010-023535-42. “Terapias Avanzadas para la reconstruccién de
la superficie ocular. Trasplante alogénico de células madre epiteliales limbares (TACM-LE)
frente a mesenquimales de médula ésea (TAC-MO), ensayo clinico randomizado y doble
enmascarado”. Promotor: Universidad de Valladolid. Unidad de Terapias Avanzadas
IOBA/IBGM.

Ensayo clinico EUDRA-CT: 2011-005321-51. “Tratamiento de la gonartrosis con células
mesenquimales alogénicas (MSV)”. Promotor: Fundacién Parque Cientifico de la Uva,
Valladolid.

Ensayo clinico EUDRA-CT: 2012-004441-32. “Ensayo clinico piloto para determinar la
viabilidad y seguridad de las MSV criopreservadas en el tratamiento de la gonartrosis”.

Promotor: Fundacién Teknon, Barcelona.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Diseno del estudio

En el presente proyecto se pueden diferenciar dos partes. Una fase preclinica y una fase clinica.
La fase preclinica estd compuesta por experimentos in vivo (inyecciones intravitreas de MSV en
conejos) y experimentos in vitro (MSV en co-cultivo con neurorretinas porcinas). La fase clinica
comprende el disefio de un ensayo clinico piloto fase Il para la utilizacién de las MSV por via
intravitrea en pacientes afectados de NOIANA aguda, y la obtencion de la aprobacion del EECC

por parte de los organismos competentes (CEIC y AEMPS).

3.2 Fase preclinica

3.2.1 Estudio in vivo: Evaluacién de la biocompatibilidad de la inyeccién

intravitrea de MSV en conejos

La utilizacién de animales de experimentacién en este estudio siguid el Statement for the Use
of Animals in Ophthalmic and Visual Research de la Association for Research in Vision and
Ophthalmology (ARVO) y fue aprobado, previamente a su inicio, por el Organismo Encargado
del Bienestar de los Animales (OEBA) de la Universidad de Valladolid y por la Consejeria de
Ganaderia y Agricultura de la Junta de Castilla y Ledn (conforme a lo dispuesto en el Real

Decreto 53/2013, de 1 de febrero).

3.2.1.1 Animales

Se emplearon conejos pigmentados e inmunocompetentes con las siguientes caracteristicas:
- Especie: Oryctolagus cuniculus

- Raza: Rex Chinchilla — New Zealand White (NZW)

- Genotipo: XX (n2=24, fenotipo hembra) y XY (n2=8, fenotipo macho)

- Peso: 2,8-3,5 Kg aproximadamente
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3.2.1.2 Células madre mesenquimales (MSV, PEI 15-007)

Las células madre que se han utilizado en el presente proyecto se denominan MSV
(Mesenchymal Stem from Valladolid). Se trata de células mesenquimales procedentes de
médula dsea (MO) de donantes humanos, criopreservadas y reexpandidas y estan aprobadas

por la AEMPS bajo el nimero de PEI 15-007 para su uso autologo y alogénico.

Las fases que se llevan a cabo para la obtencion de las MSV son las siguientes: Aislamiento de
células mononucleadas procedentes de MO — Expansion in vitro — Pases (tripsinizacion) —
Criopreservacién — Descongelacion — Expansion in vitro — Proceso final (recuento celular,

evaluacidn de la viabilidad celular) — Envasado

Todo el proceso de produccién de MSV se llevé a cabo por especialistas altamente cualificados
en cultivos celulares en las instalaciones de la Unidad de Produccién Celular (UPC) del IBGM
cumpliendo normas GMP. Durante la expansion, se realizaron pruebas para garantizar la
asepsia del proceso. Estos controles de calidad confirmaron la ausencia de contaminaciény la

buena marcha del proceso.

La UPC donde se fabricaron las células MSV, cumple con todos los requisitos exigidos por la
Directiva Europea 2003/94/EC, del 8 de octubre de 2003, que establece los principios y las guias
para las normas de correcta fabricacion en relacion a los medicamentos de uso humano y a los
medicamentos en investigaciéon de uso humano. Asimismo, estas instalaciones fueron
autorizadas por la AEMPS en enero de 2007 para la fabricacion de medicamentos de terapia

celular para uso humano.

Los equipos utilizados para la fabricacién de las células MSV han sido correctamente validados
y los elementos calibrables calibrados siguiendo la correspondiente cualificacion del disefio
(DQ, por sus siglas en inglés), cualificacion de la instalacién (1Q, por sus siglas en inglés) y

cualificacién de operaciones (OQ, por sus siglas en inglés).

3.2.1.3 Posologia y forma de administracion

El PEI se presentd en jeringas de 1ml luer lock con 110 pl de medio isoténico compuesto por

Ringer-lactato (Grupo B. Braun, Barcelona, Espafia) con Albimina Humana al 0.1% (CSL Behring,
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S.A. Barcelona, Espafia) y Glucosa 5 mM (Grupo B. Braun, Barcelona, Espafia) con una

concentracion celular alta de 30x10° y una baja de 15x10° células/ml.

La forma de administracion fue mediante inyeccidn intravitrea de 50l (0.05ml) en dosis Unica.
Estas inyecciones intravitreas fueron administradas en el ojo derecho mediante jeringa
precargada para un solo uso por el doctorando (oftalmdlogo con experiencia en la
administracion de inyecciones intravitreas y homologado por la autoridad competente para
trabajar con animales de experimentacion — categoria B). El procedimiento de inyeccion se
realizd en uno de los quiréfanos experimentales del servicio de investigacion y bienestar animal

(SIBA) de la Universidad de Valladolid.

3.2.1.4 Grupos experimentales

En una primera fase se utilizaron 24 conejos hembra, divididos en 6 grupos (n=4 por grupo) con
la intencién de determinar la mejor dosis tolerada. Se consideré como dosis mejor tolerada la
gue menos efectos adversos generd en la exploracion oftalmoldgica y en la evaluacion
histoldgica de este grupo de conejos. En la segunda fase, se utilizé la dosis mejor tolerada y se

aplicé a 8 conejos machos divididos en 2 grupos experimentales (n=4 por grupo) (tabla 3).

Tabla 3. Grupos de animales, dosis celulares y tiempos de seguimiento

Sexo Grupo (n=4) Inyeccion intravitrea Seguimiento
1. Control Medio Isoténico *
2. Experimental Dosis baja de MSV® * 6 semanas
3. Experimental Dosis alta de MSV° *
Hembras . .
4. Control Medio Isoténico *
5. Experimental Dosis baja de MSV® * 2 semanas
6. Experimental Dosis alta de MSV* *
7 Experimental Dosis mejor tolerada ** 6 semanas
Machos
8 Experimental Dosis mejor tolerada ** 2 semanas

* Ringer-lactato + Albimina Humana al 0.1% + Glucosa 5 mM " 15x10°%cells/ml (750,000 cells/50 pl) *
30x106cells/ml (1,500,000 cells/50 pl) ** Determinada en funcion de los resultados de la primera fase

3.2.1.5 Preparacion prequirudrgica, sedacién y anestesia

Los animales fueron anestesiados mediante la administracién intramuscular de ketamina (30

mg/Kg; Imalgene 1000, Merial, Lyon, Francia) y xilacina (6 mg/Kg; Rompun 2%, Bayer
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HealthCare, Kiel, Alemania). La ausencia de reflejos podal y palpebral se utilizé para monitorizar
el nivel de anestesia. Como analgésico se administré en inyeccién subcutanea butorfanol (0.1
mg/kg; Torbugesic® Vet, Fort Dodge Animal Health, 1A, USA). Antes de realizar el procedimiento
quirargico, se aseptizé la zona periorbitaria con povidona yodada al 5% (Betadine®; Meda
Manufacturing, Burdeos, Francia). Posteriormente, se instilé una gota de anestésico tdpico en

el ojo derecho (Colicusi Anestésico Doble®; Alcon Cusi S.A., Barcelona, Espaia).

3.2.1.6  Procedimiento de inyeccion intravitrea

El dia de inicio del estudio se llevd a cabo la inyeccion intravitrea de la formulacidn
correspondiente a cada grupo de estudio. Antes de cada inyeccidn se provoco la proptosis del
globo ocular con ayuda de unas pinzas de Castroviejo. Las inyecciones intravitreas se realizaron
con una aguja de 25G (Becton Dickson Company, San Agustin de Guadalix, Espafia), a 4 mm del
limbo esclero-corneal, en el cuadrante temporal inferior y con el bisel de la aguja hacia arriba.
Las inyecciones se llevaron a cabo con un dngulo y una profundidad suficientes para evitar tocar
el cristalino (teniendo en cuenta su gran volumen relativo en esta especie animal) y para
introducir la aguja hasta el tercio medio de la cavidad vitrea. El PEIl en estudio se inyecté sin
variar la posicidn de la aguja dentro del ojo y, antes de retirarla, se presiond con una hemosteta
la conjuntiva y la esclera durante un minuto, para minimizar el potencial reflujo de la solucién
inyectada. Tras el procedimiento quirurgico se administré una antibioterapia tépica mediante
la aplicaciéon de tobramicina ungiiento (Tobrex®, Alcon) dosis Unica, en el ojo derecho del

animal.

3.2.1.7 Seguimiento y evaluacion in vivo

Las evaluaciones in vivo se llevaron a cabo durante 2 semanas en los grupos 4, 5, 6 y 8 y durante
6 semanas en los grupos 1, 2, 3 y 7 tras la inyeccidn intravitrea. Se realizé un examen fisico
general y oftalmoldgico de los animales, antes y después de la inyeccidon intravitrea, al dia

siguiente y luego semanalmente (Figura 1).
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Eutanasia (Grupos1,2,3vy7)

A

Eutanasia (Grupos4, 5, 6y 8)

T

Evaluacionclinica

Inyeccion
intravitrea

0 24 horas 1 2 3 4 5 6

Tiempo (semanas)

Figura 1. Cronograma de los procedimientos realizados en los diferentes grupos de animales

El examen fisico comprendid la determinacién del peso, la valoracién del comportamiento y la
exploracién general de los animales llevada a cabo por un veterinario cualificado para la
manipulacién de animales de experimentacién (categoria B). El examen oftalmoldgico fue
realizado por dos investigadores independientes y comprendio la evaluacién del polo anterior
mediante ldmpara de hendidura portatil (Kowa SL-15; Kowa Optimed Inc., CA, EE.UU.), y se

siguid el método descrito por Hackett&McDonald® para la gradacién de los hallazgos (Tabla 4).

La evaluacion del polo posterior se realizé bajo midriasis farmacolégica mediante oftalmoscopia
indirecta (Keeler Ltd., Reino Unido) con una lente de no contacto (Wide field, Volk Optical, OH,
EE.UU) para la determinacion de hallazgos en el fondo de ojo (Tabla 5). La presién intraocular
(P10) se cuantificd mediante tonometria de contacto (Tono-Pen Vet™ Tonometer; Reichert Inc.
Depew, NY, EE.UU) y se consideré como PIO normal la media + el error estandar de la media

(SEM, por sus siglas en inglés) de los ojos izquierdos (ojos no tratados).
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Tabla 4. Signos clinicos del polo anterior evaluados en los conejos

Conjuntiva
Valoracion Congestion Secrecion Edema
0=Normal Ausencia Ausencia Ausencia
e . s Fondo de saco o
1=_Leve Perilimbica superior e inferior . . Fondo de saco inferior
inferior

>75% perilimbica + conjuntiva . . .

2 = Moderada 1 + borde palpebral  fondo de saco superior e inferior
palpebral

100% perilimbica + palpebraly  Por fuera del borde 1y 2 + eversion parcial del

3 =Severa

4 = Muy severa

bulbar

palpebral
Sobre las pestafias,
cejas y piel

parpado
Eversion completa de los
parpados

Cornea y Cristalino

Valoracion Opacidad corneal Opacidad del cristalino
0 = Normal Ausencia Ausencia
1=Leve Area <25% Capsular anterior

2 = Moderada Area 25 - 50% Nuclear

3 =Severa Area 50-75% Capsular posterior

4 = Muy severa

Area > 50%

Camara anterior e Iris

Valoracion Flare Iris

0 = Normal Ausencia Normal

1=Leve Leve turbidez en cdmara anterior (CA) Leve hiperemia y congestidn de vasos

2 = Moderada Moderada turbidez en CA Moderada hiperemia y congestidn de vasos
3 =Severa Severa turbidez en CA Severa hiperemia y congestion de vasos

4 = Muy severa - Edema estromal

Flare: presencia de proteinas inflamatorias en el humor acuoso. Tabla basada en el método de gradacion
descrito por Hackett&McDonalds80

Tabla 5. Signos clinicos del polo posterior evaluados en los conejos

Vitreo Retina Nervio 6ptico

Células inflamatorias Desprendimiento de retina Palidez de la papila

Hemorragias Hemorragias Hemorragias

Opacidades vitreas Edema, exudados Edema, exudados
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3.2.1.8 Punto final y recogida de muestras

Los animales fueron sedados y anestesiados, seglun el protocolo descrito previamente, y
sacrificados mediante la inyeccién intravenosa de 200 mg/Kg de pentobarbital sddico
(Dolethal®, Vetoquinol, Cedex, Francia), a las 2 semanas (grupos 4, 5, 6 y 8) y a las 6 semanas

(grupos 1, 2, 3y 7) del procedimiento quirdrgico (Figura 1).

Tras confirmar la muerte de los animales mediante la pérdida de reflejos y por el cese de la
actividad respiratoria y cardiovascular, se practicd una exenteracién para la obtencion de los
tejidos oculares. Complementariamente, a dos animales de cada grupo se les realizd una
necropsia para la toma de muestras de érganos hematopoyéticos (bazo e higado) y gonadales
(ovario o testiculo) para evaluar la potencial migracidn sistémica de las células inyectadas.
Cualquier signo de irritacion/toxicidad potencial observado durante este procedimiento fue
valorado y registrado. Se realizé un examen macroscépico de cada globo ocular para

determinar el lugar de la inyeccion y las posibles reacciones adversas en esa region.

Las muestras se introdujeron en una solucién de formalina al 10% para su fijacién y fueron
derivadas al Laboratorio de Patologia Ocular del Instituto Universitario de Oftalmobiologia

Aplicada (IOBA) para su procesamiento y evaluacidn por un especialista en anatomia patoldgica.

3.2.1.9 Procesamiento de las muestras

Después de la fijacion en formalina al 10%, un minimo de 24 horas, los globos oculares se
seccionaron a la mitad a lo largo del eje horizontal, y junto con las muestras de higado, bazo y
gonadas se procesaron para su inclusion en parafina y se obtuvieron secciones seriadas de 3

um, paralelas y a diferentes niveles de cada uno de los tejidos.

3.2.1.10 Evaluacion histolégica e inmunohistoquimica

Para la descripcién de los hallazgos histolédgicos se realizo la evaluacidn de las muestras tefiidas
con H-E mediante un microscopio dptico Elipse TS100 (Nikon, Tokio, Japdn) y se obtuvieron
imagenes representativas de cada uno de los tejidos mediante una cdmara digital Leica DFC490

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
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La identificacidn, localizacién y supervivencia de las MSV inyectadas intravitreas en tejidos
oculares, asi como la potencial migracién de estas células a érganos extraoculares (higado, bazo
y gdnadas) se realizd mediante la técnica de Hibridacidn Fluorescente In Situ (FISH, por sus siglas
en inglés). Esta técnica, basada en la hibridacién in situ (HIS) permitié la deteccién de secuencias
concretas de acidos nucleicos y/o cromosomas humanos mediante el empleo de sondas
especificas marcadas con fluorocromos. Se utilizaron sondas de marcaje especificas para la
region centromérica del cromosoma X humano y la region de heterocromatina del cromosoma
Y humano (Vysis CEP X /Y DNA Probe Kit, Abbott Molecular, Inc., Lake Forrest, IL, USA). Las
sondas fueron marcadas directamente con un fluorocromo de espectro rojo para el cromosoma
Xy un fluorocromo de espectro verde para el cromosoma Y. De este modo se pudo identificar
y diferenciar las células humanas inyectadas (MSV, PEI 15-007) de las células propias de conejo.
Para este estudio, las muestras fueron derivadas al laboratorio de la Unidad de Citogenética
Oncoldgica de la Universidad de Salamanca donde fueron procesadas de acuerdo a los

protocolos recomendados por la casa comercial.

3.2.1.11 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos en este estudio in vivo fueron recogidos en un cuaderno de
laboratorio en papel y trasladados a una hoja Excel (Microsoft Excel 2016°, Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EE. UU.). Los datos fueron analizados con el programa estadistico
SPSS (version 24.0, SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Las comparaciones pareadas entre medias *
SEM se realizaron mediante el test t de Student para muestras dependientes. Para la
comparacién de medias entre los diferentes tiempos de seguimiento se utilizé el andlisis de la
varianza (ANOVA) para medidas repetidas con correccién de Bonferroni, una vez confirmada su
distribucidn normal y la similitud de sus varianzas, y se establecié el limite significativo en un

valor <0.05. Las variables cualitativas fueron expresadas en porcentajes de frecuencia (%).
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3.2.2 Fase in vitro: determinacidn de la supervivencia de las células ganglionares
de la retina (RGC) en un modelo organotipico de retina de cerdo en co-

cultivo con células madre mesenquimales (MSV, PEIl 15-007)

Para determinar la supervivencia de las RGC y los factores neurotréficos potencialmente
secretados por las MSV (PEI 15-007), en concreto el BDNF, el CNTF y el GDNF,%*%7 se realizd un
cultivo organotipico de neurorretina porcina puesto a punto previamente por el Grupo de

Retina del IOBA,?" 82 en co-cultivo con las MSV (PEI 15-007).

3.2.2.1 Células madre mesenquimales (MSV, PEI 15-007)

El proceso de produccién de las MSV ha sido comentado previamente en el apartado 3.2.1.2.
Para este experimento la UPC del IBGM proporcionéd MSV frescas 1x10°%cels/ml, las cuales
fueron utilizadas de la siguiente manera:

a. Se recibieron 1 x 10° cels contenidas en 1ml de medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium;  Gibco®, Paysley, Reino Unido) suplementado con 1% de
penicilina/estreptomicina y 10% de SFB.

b. Se procedid a su contaje y se determind su viabilidad mediante el empleo del ensayo de
azul Tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) en una cadmara de Neubauer.

c. Bajo una campana de flujo laminar (Faster-BHN, 2004, Cultek, Madrid, Espafia) se
resuspendieron las células en 10 ml de medio DMEM suplementado con 1% de antibiotico
y 10% de SFB.

d. Se sembraron 30.000 células/pocillo (que corresponde con 3.125 células por cm?, P1) en 3
pocillos de cada una de las placas de cultivo Transwell® de 6 pocillos (Corning Inc, Corning,
NY, E.E.U.U) con medio DMEM suplementado con 10 % de SFB, 1% de Antibidtico y 1% de
L-Glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) y se mantuvieron en incubadora a 372C

y 5% de CO; durante 72 horas antes del inicio del cocultivo con las neurorretinas.

3.2.2.2 Preparacion de los explantes de neuroretinas porcinas

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron 6 ojos de cerdo (n=6), entre 6 y 8 meses de edad,

procedentes del matadero Justino Gutiérrez S.L. (Laguna de Duero, Valladolid, Espafia). Los ojos
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se recogieron en medio DMEM suplementado con 10% de antibidtico/antimicdtico (100 U/ml

de Penicilina, 100 pg/ml de Estreptomicina y 2,5 ug/ml de Anfotericina B, Gibco®, Invitrogen,

Paisley, UK), con el fin de reducir el riesgo de contaminacién. Los ojos fueron trasladados

refrigerados hasta el laboratorio de cultivos celulares del IOBA donde se procedié con el

protocolo de preparacion de los explantes de neurorretina y la preparacién del cultivo. El

tiempo transcurrido entre la muerte del animal/enucleacion de los ojos hasta su procesamiento

en el laboratorio se limitdé a un maximo de 2 horas, con el fin de reducir la degeneracién precoz

de las células retinianas por falta de soporte nutricional tras la muerte del animal.

El protocolo para el aislamiento de la neurorretina que se empled fue el siguiente:
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Bajo una campana de flujo laminar (Faster-BHN) se colocé el globo ocular en una placa
de Petri (90 mm; Corning, NY, EE. UU.) y se retiraron los restos de tejidos extraoculares
(parpados, conjuntiva, capsula de Tenon, musculos y grasa orbitaria) (Figura 2A).

Se lavé cada globo ocular en Betadine® (MEDA Pharma S.A., Madrid, Espafia) (2
minutos), etanol 70% (2 minutos) y DMEM suplementado con 10% de
antibidtico/antimicdtico (3 lavados de 5 minutos).

Se colocé el globo ocular en una placa de Petri con medio DMEM suplementado con
un 10% de antibidtico/antimicético y se perford el globo ocular con una aguja estéril
de 22G a través de la esclera y a la altura de la ora serrata, para realizar un ojal por el
gue poder introducir unas tijeras de Vannas que permitiesen hacer la diseccién del
globo ocular en segmento anterior y posterior.

Se retird por traccién el segmento anterior y se arrastré con él al vitreo. En algunos
casos se usé un pincel estéril para eliminar restos de vitreo fuertemente adheridos a la
retina periférica (Figura 2B).

Se colocé el segmento posterior en una placa de Petri con medio DMEM suplementado
con 10% de antibidtico/antimitotico.

Se realizdé un desprendimiento mecdnico de la retina neural con la ayuda de un pincel
y mediante el paso de medio de cultivo DMEM entre la neurorretina y el epitelio
pigmentario de la retina (EPR), para reducir los tiempos de manipulacién retiniana y el

posible dafio mecanico resultante de la manipulacion directa de la retina (Figura 2Cy



3. MATERIAL Y METODOS

D). En algunos casos la retina se desprendio parcialmente del EPR durante el proceso
de separacion vitrea.

g. Se identificd el drea centralis (porcion localizada superiormente al nervio éptico que
atraviesa horizontalmente la retina, que contiene la maxima densidad de conos y que
no es atravesada por grandes vasos)®® y se recortaron 2 explantes adyacentes (5x5 mm)
aproximadamente 1 mm por encima del nervio éptico, evitando la presencia de vasos
visibles y de bordes irregulares (Figura 2E). Para ello se empled una tijera de Vannas
(John Weiss International, Milton Keynes, Reino Unido), unos pinceles y una espatula
metadlica de bordes romos (4x4 mm).

h. Se colocaron los explantes sobre la espatula metdlica con ayuda de unos pinceles y se
depositaron sobre la membrana de los pocillos de la placa de cultivo Transwell” (Pore
polycarbonate insert, 0,4 um de poro, 24 mm de didmetro; Corning Inc, Corning, NY,
E.E.U.U) de modo que la capa de fibras nerviosas de las RGC quedara en contacto con

ésta y sin formar pliegues en los explantes, con el objetivo de conseguir un contacto

apropiado con la membrana. (Figura 2F)

Figura 2. Protocolo de preparacion de los explantes de neurorretina porcina. A) Retirada de los restos de
tejidos extraoculares B) Separacidn de segmento anterior del posterior; B) separacion del vitreo; C) Separacion
de la neurorretina del epitelio pigmentario de la retina con la ayuda de un pincel; D) Detalle de la retina
completamente desprendida; E) identificacion del area centralis y corte de los explantes de neurorretina; F)
Colocacion de los explantes con el ayuda de un pincel y de una espatula de metal sobre la membrana
Transwell®.
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Paralelamente se prepararon dos explantes, ambos procedentes del drea centralis de un mismo
ojo, que fueron directamente procesados para su analisis morfoldgico, de modo que se
utilizaron como controles (a tiempo 0) para evaluar el estado de las neurorretinas (NR)

previamente a la iniciacidén del cultivo.

3.2.2.3 Preparacion de las placas de cultivo

Las condiciones experimentales se distribuyeron de la siguiente manera:

En los pocillos 1, 2 y 3 de la placa 1 y en los pocillos 7, 8 y 9 de la placa 2 se sembraron 30.000
células/pocillo (MSV, PEI 15-007) contenidas en 1,6 mL de medio DMEM/HAM F12 (Gibco®,
Paysley, Reino Unido) suplementado con 10 % de FBS, 1% de Antibiético y 1% de L-Glutamina
72 horas previamente a la obtencién de los explantes retinianos. En el resto de los pocillos se
depositaron 1,6 ml de medio. Una vez obtenidos los explantes, se colocaron sobre las
membranas transwell de los pocillos 1 a 6 (Figura 3). Las placas de cultivo se mantuvieron en
una incubadora a 37°C con una atmésfera enriquecida al 5% de CO; durante el tiempo de
duracién del experimento (3 dias). De esta manera, los sobrenadantes de cultivo celular
procedentes de los pocillos 1, 2 y 3 (NR + MSV + medio) se definieron como condicién
experimental 1, los sobrenadantes de los pocillos 4, 5y 6 (NR + medio) condicién experimental
2, los sobrenadantes de los pocillos 7, 8 y 9 (MSV+ medio) como condicién experimental 3 y los

medios de los pocillos 10, 11 y 12 como controles (Figura 3).

Figura 3. Organizacion de los explantes de retina y de las células mesenquimales en las placas de cultivo
transwell®. (NR: Neurorretina; MSV: Mesenchymal stem from Valladolid)
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El medio se renové diariamente hasta la conclusion del experimento, afiadiendo siempre 1.6
mL de medio recién elaborado y atemperado. Este volumen de medio predeterminado por el
fabricante permitio su contacto con la membrana del pocillo, pero sin sobrepasarla, lo que, a
su vez, permitio la adhesién de la retina a la membrana del pocillo, evitando que flotara sobre
el medio. Los explantes retinianos cocultivados con MSV en los pocillos 1, 2 y 3 se definieron
como NR experimento y los explantes retinianos cultivados sin MSV en los pocillos 4, 5y 6 se

definieron como NR control.

3.2.2.4 Cuantificacion de los factores neurotroéficos

Los sobrenadantes de cultivo de cada una de las condiciones experimentales se retiraron en los
dias 1, 2y 3, se recogieron en tubos de 1,5 ml (Eppendorf, Corning, NY, EE. UU.) y se guardaron
en ultracongelacion a -80°C hasta su procesamiento, para evaluar la posible presencia de
factores de crecimiento secretados por las células MSV (PEI 15-007) durante el cultivo. Para ello
se emplearon técnicas de inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés)
cuantitativo tipo sandwich para BDNF (RayBio® Human BDNF ELISA Kit; RayBiotech, Norcross,
GA, USA) con un rango de deteccién desde 0,1 a 16ng/ml, CNTF (Human CNTF kit; Cloud-Clone
Corp., Houston, TX, USA) con un rango de deteccidn desde 7,8 a 500 pg/ml y GDNF (RayBio®
Human GDNF ELISA Kit; RayBiotech, Norcross, GA, USA) con un rango de deteccion desde 3,0 a
2000 pg/ml (Figura 4).

Figura 4. Placa de ELISA para la determinacién de las concentraciones de factores neurotréficos en los medios
de cultivo. BL: Blanco. Dia 1, 2 y 3: medios recogidos a las 24, 48 y 72 horas tras el inicio del cocultivo.
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3.2.25

Procesamiento de las muestras

Al finalizar el experimento se retiraron los pocillos de cultivo junto con el explante de

neurorretina adherido a la membrana porosa, y se recorté la membrana delimitando el

explante. Todos los explantes de retina, fueron cortados en dos partes, de modo que una mitad

fue procesada para su inclusién en parafina, mientras que la otra fue procesada para crio-

preservacion y posteriormente fueron evaluadas mediante tincién con H-E y técnicas de

inmunohistoquimica. Por otra parte, las MSV cultivadas en los pocillos fueron fijadas con

metanol frio (Panreac Quimica S.A.U., Barcelona, Espaia) durante 15 minutos a 4°C para su

caracterizacidon inmunofenotipica.

Protocolo de inclusidn en parafina:

a.

Se introdujo el explante de retina en un tubo de 1,5 ml (Eppendorf, Corning, NY, EE.
UU.) con paraformaldehido al 4% (PF; PANREAC Quimica S.A.U., Barcelona, Espaiia)
durante 2 horas a 4°C.

Se retird el PF y se lavod 2 veces con 1,5 ml de Phosphate Buffer Saline (PBS, Gibco,
Invitrogen, Paisley, UK) y se realizé la inclusion de las muestras en parafina (Paraplast
Plus®, Leica Biosystems, Nussloch, Alemania), durante 90 minutos en un procesador de
tejidos (ASP300; LEICA, Nussloch, Alemania).

Se realizé el bloque de parafina en un sistema de consolas (TISSUE TEK® Olympus Iberia,
Barcelona, Espaiia).

Una vez obtenido el bloque, se realizaron cortes no seriados de 4um en un microtomo

(RM2145; LEICA, Minnesota, EE.UU.).

Protocolo de criopreservacion:
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a.

Se introdujo el explante de retina en un tubo de 1,5 ml (Eppendorf, Corning, NY, EE.
UU.) con paraformaldehido al 4% (PF; PANREAC Quimica S.A.U., Barcelona, Espafia)
durante 2 horas a 4°C.

Se retird el PF y se lavd 2 veces con 1,5 ml de PBS.

Se afiadié sacarosa al 15% (PANREAC Quimica S.A.U., Barcelona, Espafia) durante 2
horas a 4°C.

Se retird la sacarosa al 15% y se ainadio sacarosa al 20% durante 2 horas a 4°C.
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e. Seretirdlasacarosaal 20% y se afiadid sacarosa al 30% durante un minimo de 12 horas
ad°C.

f. Se congelaron las muestras retinianas a -80°C en Tissue-Tek® (0.C.T.™ Compound;
Sakura Finetek Europe B.V., Alphen, Holanda), evitando la formaciéon de burbujas y de
pliegues en la retina.

g. Se almacenaron las muestras en un ultra congelador a -802C.

Se realizaron secciones de 4 um con un criostato (CM 1900; Leica, Nussloch, Alemania)
gue fueron recogidas en portaobjetos comerciales tratados (SuperFrost® Plus; Menzel-
Glaser, Braunschweig, Alemania) y se conservaron a -20°C hasta la realizacién de las

técnicas de inmunohistoquimica.

3.2.2.6 Técnicas de tincién y de inmunohistoquimica

Protocolo de tincidn con H — E en explantes retinianos incluidos en parafina:

Para el estudio histolégico y la evaluacién de las modificaciones de los explantes de
neurorretina tras la finalizacidén del experimento, se llevé a cabo la tincidn con H — E mediante

el siguiente protocolo:

a. Se desparafinaron los cortes retinianos con Xilol (Sigma-Aldrich) (3 x 5 minutos).

b. Se hidrataron con concentraciones decrecientes de alcohol 1002 (5 minutos), alcohol 962
(5 minutos), alcohol 802 (5 minutos) y agua destilada (2 x 5 minutos).

c. Setifieron los portas con Hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU) 5 minutos

d. Selavaron los portas con agua durante 5 minutos.

e. Setifieron los portas con Eosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU) durante 5 minutos

f.  Se lavaron los portas con agua durante 5 minutos.

g. Se deshidrataron los portas con concentraciones crecientes de alcohol 802 (2 minutos),
alcohol 962 (2 minutos) y alcohol 1002 (5 minutos)

h. Se aclararon con xilol (3x5 minutos).

i. Se cubrieron los portas con un cubreobjetos.
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Protocolo de inmunofluorescencia para GFAP en explantes retinianos incluidos en parafina:

Para el estudio de las modificaciones de la glia y de las células de Miiller se evalud la proteina
GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), presente en los filamentos intermedios de las células
gliales retinianas (astrocitos y células de Miiller) e implicada en los procesos de gliosis

reactiva.®*®® Se llevd a cabo el siguiente protocolo:

a. Se desparafinaron los cortes retinianos con Xilol (Sigma-Aldrich®) (3 x 5 minutos).

b. Se hidrataron con concentraciones decrecientes de alcohol 1002 (5 minutos), alcohol 962
(5 minutos), alcohol 802 (5 minutos) y agua destilada (2 x 5 minutos).

c. Sesecaron los portas y se enmarcaron los cortes rodeandolos con una sustancia hidréfoba
(Liquid Bloquer Super Pap Pen; Daido Sangyo Co. Ltd., Tokio, Japdn).

d. Se trataron los cortes con tripsina 0,01% en PBS a 372C durante 1 hora en una cdmara
himeda.

e. Seincubaron los cortes durante 2 horas a temperatura ambiente en PBS con 5% de suero
de cabra (Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.UU.).

f. Se incubd el anticuerpo primario anti-GFAP (1:250, polyclonal rabbit anti-cow GFAP;
DakoCytomation Inc., Carpinteria, CA, EE.UU.), diluyendo el anticuerpo en PBS con 5% de
suero de cabra, a temperatura ambiente durante 30 minutos.

g. Se lavaron las muestras 3 veces con PBS durante 15 minutos.

Se incubd el anticuerpo secundario diluido en PBS (1:200; Alexa Fluor® 568 goat anti-rabbit
Ig-G; Molecular Probes™, Eugene, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente y en
oscuridad.

i. Se lavaron los portas con PBS en oscuridad (3 x 5 minutos).

j. Se secaron los portas y se tifieron los ndcleos con DAPI (10 pg/mL, 4’,6-diamino-2-
phenilindole dihydrochloride; Molecular Probes™) que se incubé 5 minutos en oscuridad.

k. Selavaron los portas con PBS en oscuridad (3 lavados de 5 minutos).

I.  Se montaron los portas con un medio especifico para muestras de inmunofluorescencia

(Fluorescent Mounting Médium, Dako Cytomation Inc.)
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Protocolo de inmunofluorescencia para Tubulina beta 11, NeuN y TUNEL en explantes retinianos

criopreservados:

Para el estudio de las RGC (localizacién, cuantificacién de nicleos y apoptosis), se utilizaron dos
anticuerpos especificos para RGC, la Tubulina beta Il y el NeuN (Neuronal Nuclei) y el TUNEL
como marcador de apoptosis celular. La Tubulina beta Ill es una proteina que se encuentra
presente en altas concentraciones en el citoesqueleto de las RGC®” y el NeuN es una proteina
predominantemente nuclear que se utiliza para identificar neuronasy al estar presente en altas

cantidades en las RGC, también es Util para identificar estas células.®®
Para la inmunofluorescencia de la Tubulina beta Il y el NeuN se sigui6 el siguiente protocolo:

a. Se descongelaron las muestras a temperatura ambiente (5 minutos).

b. Selavaron en agua durante 30 minutos, para eliminar los restos de Tissue-Tek".

c. Sesecaron los portas, y se enmarcaron los cortes con Liquid Bloquer Super Pap Pen.

d. Seincubaronen PBS con 5% de suero de cabray 0.1 % triton durante 2 horas a temperatura
ambiente.

e. Se incubaron los anticuerpos primarios anti-Tubulin beta Ill (1:500, monoclonal mouse Il
beta-tubulin protein; EMD Millipore Corporation, CA, EE.UU.) y anti-NeuN (1:250,
polyclonal rabbit Neuronal Nuclei; EMD Millipore Corporation, CA, EE.UU.) diluidos en PBS
con 5% de suero de cabray 0.1 % triton durante 1 hora a temperatura ambiente.

f. Selavaron los cortes en PBS (3 x 5 minutos).

g. Seincubaron los anticuerpos secundarios diluidos en PBS (1:200, Alexa Fluor® 488 (verde)
goat anti—mouse 1gG; Alexa Fluor® 568 (rojo) goat anti—rabbit IgG; Molecular Probes™,
Eugene, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.

h. Se lavaron los cortes en PBS (3 x 5 minutos).

i. Setifieron los nucleos con DAPI durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

j.  Selavaron los cortes en PBS (3 x 5 minutos).

k. Se montaron con cubreobjetos utilizando fluorescent mounting medium.
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Para la inmunofluorescencia del TUNEL se siguio el siguiente protocolo:

a. Se descongelaron las muestras (5 minutos).

b. Selavaron en PBS durante 30 minutos, para eliminar los restos de Tissue-Tek".

c. Sesecaron los portas y se enmarcaron los cortes con Liquid Bloquer Super Pap Pen.

d. Se incubaron con 50 pl de TUNEL (Fluorescein in situ cell death detection kit, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) durante 1 hora a 372C en cdmara humeda y oscuridad.

e. Selavaron con PBS (3 x 5 min).

f.  Los nucleos se tifieron con DAPI durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.

g. Selavaron los cortes en PBS (3 x 5 minutos).

Se montaron con cubreobjetos utilizando fluorescent mounting médium.

Protocolo de caracterizacién de las MSV:

Para determinar si las MSV mantuvieron el inmunofenotipo que caracteriza a una célula madre
mesenquimal tras la finalizacién del experimento, se utilizé un Kit de caracterizacién para MSC
humanas (Human Mesenchymal Stem Cell Characterization Kit, Millipore, Billerica, EE.UU.).
Este kit contiene una seleccién de anticuerpos que actian como marcadores positivos para
moléculas de superficie presentes en las MSC (CD44, CD90, STRO-1 y CD146)% y dos

marcadores hematopoyéticos de superficie que no deben estar presentes (CD14 y CD19).%°

El proceso de inmunofluorescencia se llevo a cabo de la siguiente manera:

a. Se atemperaron las placas con MSV previamente fijadas.

b. Se aplicaron en cada pocillo 750 pl de soluciéon buffer de bloqueo (5% de suero de cabra en
PBS) durante 2 horas a temperatura ambiente.

c. Se incubaron 750 ul de cada anticuerpo primario por pocillo (1:500, monoclonal mouse
antibodies: anti-H-CAM IgG2a; anti-THY-1 IgG1 [CD90]; anti-STRO-1 IgM; anti-M-CAM [CD146];
anti-CD19 IgG2ay anti-CD14 IgG1; Molecular Probes™, Millipore, Billerica, EE.UU.) durante toda
la noche a 4°C.

d. Se lavaron con PBS (2 x 5 minutos).

e. Se lavaron con soluciéon de bloqueo (2 x 5 minutos y 1 x 30 minutos).
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f. Seincubaron los anticuerpos secundarios (1:200, Alexa Fluor® 568 [rojo] goat anti—mouse
IgG) durante 2 horas a temperatura ambiente.

g. Se lavaron con PBS (3 x 10 minutos).

h. Se tifieron los nucleos con DAPI durante 8 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
i. Selavaron los pocillos con PBS (3 x 5 minutos). En cada pocillo se dejaron 400 pl de PBS para

evitar el secado de las muestras hasta su evaluacion.

3.2.2.7 Microscopia

Para el estudio morfoldgico de los explantes de retina se utilizé un microscopio éptico Elipse
TS100 (Nikon,Tokio, Japdn). Para los estudios de inmunofluorescencia se utilizé un microscopio
DMA4000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania). Las imagenes se obtuvieron mediante la
camara digital Leica DFC490 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Los estudios
comparativos basados en la expresion de los marcadores inmunofluorescentes se llevaron a
cabo en imdagenes adquiridas con los mismos niveles de exposicién, intensidad y ganancia. El
brillo y el contraste de las imagenes se ajustaron mediante el software Adobe Photoshop CS6

(Adobe Systems, San Jose, EE.UU).

3.2.2.8 Evaluacion del espesor retiniano

El espesor retiniano se evalud con el programa Imagel (version 1.47v, NIH Image, National
Institute of Health, EE.UU.) a partir de 5 imagenes por muestra obtenidas con una magnificacién
de 20x. Se evalud la distancia entre la membrana limitante externa (OLM, por sus siglas en
inglés) y la ILM. Se tomaron tres medidas en la parte central de cada corte no seriado. También

se evaluo el grosor de cada una de las capas retinianas por separado.

3.2.2.9 Evaluacion de las células gliales

La reactividad de la glia determinada mediante la inmunoexpresidn de la proteina GFAP por
parte de las células de Miiller y astrocitos, se evalué mediante la cuantificacidn de la intensidad
de la GFAP dividida entre la intensidad del DAPI con el programa ImageJ a partir de 5 imagenes
por muestra obtenidas con una magnificacion de 20x y fue expresada en unidades arbitrarias

(A.U., por sus siglas en inglés). Para evaluar el grado de activacién glial se ha empleado un
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sistema de gradacién basado en la extension de la inmunoexpresion de la GFAP a lo largo del

citoplasma y prolongaciones de las células de Miiller®* en concreto:

Grado 1: inmunoexpresion en los pies de las células de Miiller a nivel de la GCL.

Grado 2: inmunoexpresion en los pies de las células de Miiller a nivel de la GCL y algunas
prolongaciones que alcanzan la IPL.

Grado 3: inmunoexpresidn en los pies de las células de Miiller a nivel de la GCLy prolongaciones
hasta la INL.

Grado 4: inmunoexpresidn en los pies de las células de Miiller a nivel de la GCLy prolongaciones
hasta la ONL.

Grado 5: inmunoexpresion en los pies de las células de Miiller a nivel de la GCLy prolongaciones

gue sobrepasan la ONL.

3.2.2.10 Evaluacioén de la capa de células ganglionares

Se realizd una descripcién de la inmunoexpresion de la Tubulina beta Il en las muestras de NR
frescas, en los controles de 3 dias y en las NR cocultivadas con MSV y se cuantificé la proporcion
de la intensidad de la Tubulina beta Il dividida entre la intensidad del DAPI con el programa
Imagel a partir de 5 imagenes por muestra obtenidas con una magnificacién de 20x y fue
expresada en unidades arbitrarias (A.U). Ademas, se cuantificé el nimero de nucleos tefnidos
con DAPI en cada una de las capas retinianas y el numero de nucleos NeuN positivos
correspondientes a las células ganglionares de la retina con el programa Imagel y el plugin
RetFM-J (ImageJ-based module for automated counting and quantifying features of nuclei in
retinal whole-mounts)®? a partir de 12 imagenes por muestra obtenidas con una magnificacién
de 20x. Al mismo tiempo, se cuantificaron de forma manual los nicleos TUNEL positivos en cada
una de las capas retinianas. En todos los casos, el contaje fue realizado por un investigador de
forma enmascarada. Las imagenes mostradas se han obtenido a partir de la superposiciéon de

zonas retinianas correspondientes marcadas con NeuN, DAPI y TUNEL.

3.2.2.11 Analisis estadistico

Todos los datos obtenidos fueron recogidos en un cuaderno de laboratorio en papel y

trasladados a una hoja Excel (Microsoft Excel 2016°). Los datos representados en esta parte del
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trabajo corresponden con la media de los resultados obtenidos en los diferentes experimentos
realizados £ SEM y fueron analizados con el programa SPSS (version 24.0, SPSS, Inc., Chicago,

IL, EE.UU.). Los valores de p <0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Para el estudio de la inmunofluorescencia cuantificada mediante andlisis de imagen se realizé
un ANOVA de 1 factor con post hoc de Tukey para muestras de distribucion normal y similitud
de sus varianzas, y se aplicaron test no paramétricos de Kruskal Wallis (para comparaciones de
mas de dos grupos) y el test de U de Mann Whitney (para comparaciones de dos grupos) para
muestras que no cumplieron con una distribucién normal. Los datos obtenidos del sistema de

gradacion de la GFAP fueron expresados en porcentajes (%).

3.2.3 Disefio del ensayo clinico

La presente parte del proyecto consistid en la revision bibliografica de todos los ensayos clinicos
en terapia celular para el tratamiento de patologias retinianas y del nervio éptico que se
encuentran inscritos en el sistema de ClinicalTrials.gov y en la International Clinical Trials
Registry Platform que sirvieron de base para el diseio y la elaboracidn del protocolo de ensayo
clinico piloto titulado: “Estudio de Fase Il de la seguridad de las células madre mesenquimales
(MSV, PEI 15-007) en inyeccion intravitrea para el tratamiento de pacientes con neuropatia

Optica isquémica anterior no arteritica aguda”.

Una vez disefiado el protocolo, se procedié a realizar los tramites correspondientes para el
registro y la aprobacion del ensayo clinico por parte del CEIC correspondiente y de la AEMPS. El
protocolo elaborado ha seguido las directrices establecidas por la AEMPS para la realizacién de

ensayos clinicos en terapia celular.
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4 RESULTADOS

4.1 Fase preclinica in vivo

4.1.1 Animales

4. RESULTADOS

Dos conejos (n=2) del grupo control (grupo 4) murieron previamente a la inyeccion intravitrea

por razones ajenas al experimento. La media del peso de los conejos de cada uno de los grupos

de estudio oscilé entre 2,71 y 3,89 Kg al inicio del estudio y entre 2,76 y 4,46 kg al final del

estudio, de manera que hubo un aumento progresivo del peso inicial con respecto al peso final

en todos los grupos (Tabla 6). No se detectaron hallazgos patoldgicos con respecto al

comportamiento y al estado fisico general de los animales.

Tabla 6. Comparacion de las medias * error estandar de la media (SEM) del peso inicial y final

en cada uno de los grupos

Grupo Peso inicial Peso final Sig. (p)  Seguimiento
1 336 + 0,39 3,88 + 0,29 0,00
2 3,79 + 0,12 4,14 + 0,18 0,00 6 semanas
é 3 348 + 0,23 3,55 * 0,20 0,06
% 4 3,89 + 0,06 3594 + 0,07 0,00
5 3,73 + 0,58 4,46 + 0,21 0,04 2 semanas
6 2,71 + 0,20 294 + 0,15 0,20
S 7 2,75 + 0,09 2,76 + 015 0,02 6 semanas
§ 8 3,37 + 0,12 3,66 = 0,12 0,65 2 semanas

Sig.: significancia estadistica p<0,05. (Prueba t de Student para muestras pareadas)

4.1.2 Resultados clinicos en el grupo de conejos hembra

La similitud entre los pesos y las edades de los grupos de conejos permitié reunir los grupos 1

y 4 como control, 2 y 5 como dosis bajay 3 y 6 como dosis alta para facilitar la representacion

de los resultados.
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4.1.2.1 Polo anterior

Se observo una leve congestidn conjuntival en los conejos 1y 2 (control, n=2), en los conejos 5
y 6 (dosis baja, n=2) y en el conejo 24 (dosis alta, n=1) que aparecié en la zona de la inyeccion
durante la primera semana de seguimiento y cedié espontdneamente en la semana 2.
Solamente el conejo 11 (dosis baja, n=1) presentd congestion conjuntival moderada en la
semana 3, la cual remitid sin tratamiento en la semana 4. No se observaron hallazgos clinicos
significativos en la conjuntiva ni en la cérnea, y tampoco se detecto la presencia de proteinas
inflamatorias en la camara anterior (flare) en ninguno de los grupos de estudio durante el

periodo de seguimiento.

Se observé la presencia de una inflamacién del iris en algunos de los conejos de los grupos
experimentales. El conejo 10 (dosis baja) presentd una inflamacidn leve del iris en la semana 4
gue remitié espontdneamente. El conejo 12 (dosis baja) presenté una inflamacién moderada
del iris en la semana 2 y 3 que remitié espontaneamente. El conejo 18 (dosis alta) presenté una
inflamacidn leve del iris en la semana 4 que remitié espontaneamente. En el conejo 19 (dosis
alta) se observd inflamacion leve del iris en la semana 2 que aumento progresivamente hasta
llegar a ser severa en la semana 4 y luego desaparecid sin tratamiento. El conejo 20 (dosis alta)
presentd inflamacién moderada en la semana 2 y 3 que luego remitié espontaneamente. El
conejo 24 (dosis alta) presentd una inflamacidn severa del iris en la semana 1 que remitié
espontaneamente. Solamente se han representado los hallazgos positivos encontrados durante

la exploracion oftalmolégica (Figura 5).

Con respecto al cristalino, solamente el conejo 3 del grupo control (n=1) desarrollé una catarata
subcapsular posterior que se observd desde la semana 1 sin modificaciones durante el periodo
de seguimiento. En algunos conejos de los grupos experimentales se observé la presencia de
opacidades vitreas retrolentales (detras del cristalino) que simulaban una catarata posterior
(Figura 6). Estas opacidades variaban de posicién de una semana a otra y se observaron
principalmente entre la semana 1y 4 de seguimiento en los conejos 10 y 11 (dosis baja, n=2) y

en los conejos 17, 20 y 21 (dosis alta, n=3) sin otros hallazgos asociados.
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Figura 5. Evolucion de los signos clinicos positivos en los conejos tras la inyeccion intravitrea. Durante la
mayor parte del tiempo de seguimiento, la mayoria de los conejos presentaron ausencia o cambios
inflamatorios leves que desaparecieron espontaneamente. El tiempo O corresponde al momento
inmediatamente posterior a la inyeccion intravitrea. Datos obtenidos de la media aritmética * SEM de 6
animales (control) y de 8 animales para cada uno de los grupos experimentales (dosis baja y dosis alta). Test
estadisticos: test no paramétrico U de Mann Whitney. Sig. Estadistica: p<0,05.

Figura 6. Opacidad retrocristaliniana (flecha) observada mediante lampara de hendidura en el conejo 21
(dosis alta) en la semana 3 de seguimiento.

4,1.2.2 Polo posterior

No se observaron células inflamatorias en el vitreo, no obstante, se observaron acumulos
celulares en los conejos 10 y 11 (dosis baja, n=2) y en los conejos 17, 20 y 21 (dosis alta, n=3)
gue se localizaron en la zona posterior al cristalino y en la zona anterior a la cabeza del NO. No
se observaron hemorragias retinianas ni desprendimientos de retina en ninguno de los grupos.
La cabeza del NO conservé una configuracion normal a lo largo del seguimiento en todos los

grupos.
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4.1.2.3  Presidn intraocular (P10)

La PlO inicial de los ojos izquierdos (ojos no tratados) fue de 9,17+1,42 mmHg (rango: 6,0—12,0
mmHg) y no hubo variaciones significativas a lo largo del seguimiento. En los ojos derechos
(ojos tratados) la PIO aumentd en todos los grupos inmediatamente después de la inyeccién
intravitrea (p<0,05, ANOVA de 1 factor). A las 24 horas tras la inyeccidn, la PIO disminuyd a
valores considerados dentro de la normalidad, con variaciones a lo largo del seguimiento que

no fueron estadisticamente significativas (Figura 7).

PIO %k
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] Control [ Dosis baja B Dosis alta

Figura 7. Evolucién de la presion intraocular (P10) en los ojos derechos de los conejos hembras tras la
inyeccién intravitrea. La PIO aumentd en todos los grupos inmediatamente después de la inyeccion intravitrea
(p<0,05). A las 24 horas tras la inyeccidn, la PIO disminuyé a valores dentro de la normalidad, con variaciones a
lo largo del seguimiento que no fueron estadisticamente significativas (p>0,05). Datos obtenidos de la media
aritmética + SEM de 6 animales (control) y de 8 animales para cada uno de los grupos experimentales (dosis
baja y dosis alta). Test estadisticos: ANOVA de 1 factor, Test de Bonferroni para varianzas iguales y Test de
Games-Howell para varianzas desiguales)
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4.1.3 Resultados histoldgicos en el grupo de conejos hembra

4.1.3.1 Tejidos oculares

Se evaluaron secciones de cérnea, angulo iridocorneal, cristalino, retina y nervio dptico, en las
cuales no se observaron alteraciones a nivel histoldgico en ninguno de los grupos de estudio a

las 2 y 6 semanas tras la inyeccion intravitrea de las MSV (Figura 8).

o - . e ——

Control

Dosis baja

Dosis alta

Cornea Angulo IC Retina Cabeza del NO

Figura 8. Representacion histoldgica (H-E) de la cornea, el angulo iridocorneal, la retina y la cabeza del
nervio optico de los animales hembras. Se observa conservada la estructura de los tejidos evaluados en
cada uno de los grupos. Muestras obtenidas 6 semanas tras la inyeccion (IC: iridocorneal; H-E:
hematoxilina — eosina).

Se observaron acumulos celulares en el vitreo retrolental y delante de la cabeza del NO en los

grupos experimentales (dosis baja y dosis alta) (Figura 9). De acuerdo con las caracteristicas

histoldgicas de estas células (aspecto redondeado, con nucleos grandes y poco citoplasma) se
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considerd que correspondian morfolégicamente con las MSV inyectadas, que es el aspecto que

adoptan cuando se encuentran en suspencién.

Dosisbaja

Dosis alta

Vitreoretrolental Vitreo detras del cuerpo Vitreo antenora la cabeza
ciliar delNO

Figura 9. Hallazgos histoldgicos en diferentes zonas del vitreo dos semanas después de la inyeccion
intravitrea de MSV (dosis baja y dosis alta) en conejos hembras. Se observan acumulos celulares (flechas
negras) en mayor concentracion en las figuras 1 — 3B (dosis alta) en comparacién con los observados en las
figuras 1 — 3A (Dosis baja). De las tres zonas del vitreo representadas, se observa la presencia de un acimulo
de células detras del cristalino con preservacion de su capsula posterior (1A y 1B, flechas amarillas: cdpsula
posterior del cristalino), el gran acumulo celular a nivel del cuerpo ciliar que corresponde al sitio mas cercano

donde se administré la inyeccion (2A 'y 2B) y la zona del vitreo anterior a la cabeza del NO donde se deisponen
las células (3A y 3B). Barra de escala 100um

4.1.3.2 Tejidos sistémicos

Se evaluaron secciones de bazo, higado y ovario, en las cuales tampoco se observaron
alteraciones a nivel histoldgico en ninguno de los grupos de estudio a las 2 y 6 semanas tras la
inyeccion intravitrea de las MSV. Se muestran las imagenes correspondientes al grupo de 6

semanas por ser el de mayor seguimiento del estudio (Figura 10).
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Figura 10. Representacion histoldgica (H-E) del bazo, del higado y del ovario de los conejos hembras. NO se
observaron alteraciones en la estructura de los tejidos evaluados en cada uno de los grupos. Muestras
obtenidas 6 semanas tras la inyeccidn intravitrea. (H-E: hematoxilina — eosina).
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4.1.4 Resultados clinicos en el grupo de conejos machos

Una vez obtenidos los resultados clinicos e histoldgicos de las hembras, se decidié utilizar en la
segunda fase (machos) la dosis baja como “dosis mejor tolerada”. La similitud de los pesos y
edades de los grupos 7 (2 semanas de seguimiento) y 8 (6 semanas) permitié combinar los

grupos para una mejor representacion de los resultados.

4.1.4.1 Polo anterior

Con respecto a la conjuntiva, se observé la presencia de secrecidon conjuntival leve y moderada
(conejol y 2 respectivamente, pertenecientes al grupo 7) 24 horas después de la inyeccidn
intravitrea. Esta secrecion se resolvid espontaneamente. En relacién a la cérnea, camara
anterior e iris, no se observaron hallazgos anormales durante el seguimiento. El cristalino fue
normal en todos los ojos excepto en el conejo 3 (grupo 7), que presentd opacidad leve de la
capsula posterior en la semana 2 de seguimiento. Al igual que se ha descrito en el experimento
con animales hembra, estas opacidades detectadas en la oftalmoscopia, se corresponden con

la presencia de células en vitreo, como se observa en la evaluacién histolégica (Figura 11).

Figura 11. Hallazgos histolégicos del cristalino y el vitreo retrolental 2 semanas después de la inyeccion
intravitrea de MSV (dosis mejor tolerada). Se observa la capsula posterior del cristalino preservada (flecha
amarilla) y escasas células en el vitreo retrolental (flecha negra) compatibles con MSV.
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4.1.4.2 Polo posterior

Los acumulos celulares en vitreo se observaron en el conejo 3 (n=1) 24 horas después de la
inyeccidn y en la semana 2 de seguimiento. No se observaron células inflamatorias en vitreo, ni
hemorragias retinianas, ni tampoco desprendimientos de retina. El nervio éptico conservé un

aspecto fisiologico en todos los animales.

4.1.4.3 Presion intraocular

La PIO de los ojos izquierdos (ojos no tratados) fue de 12,89 + 0,35 mmHg (rango de 9,0 a 21,0
mmHg) con ligeras variaciones no significativas a lo largo del seguimiento. En los ojos derechos
(ojos tratados) la PIO aumenté de forma significativa inmediatamente después de la inyeccion
intravitrea en comparacion con los ojos izquierdos (p<0,05). A las 24 horas tras la inyeccion, la
PIO disminuyé a valores dentro de la normalidad, con variaciones a lo largo del seguimiento

que no fueron estadisticamente significativas (Figura 12).
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Figura 12. Evolucion de la presion intraocular en los conejos machos tras la inyeccion intravitrea de la dosis
mejor tolerada. La P10 del OD (ojo tratado) en comparacidn con el Ol (ojo control) aumentd significativamente
después de la inyeccion intravitrea (p<0,05). A las 24 horas tras la inyeccidn, la PIO disminuyd a valores dentro
de la normalidad, con variaciones a lo largo del seguimiento que no fueron estadisticamente significativas
(p>0,05). Datos obtenidos de la media aritmética + SEM de 8 animales (dosis mejor tolerada). La PIO de los ojos
izquierdos (ojos no tratados) fue considerada como control. Test estadistico: t de student para muestras
independientes.
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4.1.5 Resultados histoldgicos en el grupo de conejos machos

4.1.5.1 Tejidos oculares y sistémicos

Al igual que en el grupo de conejos hembras, no se observaron alteraciones histolégicas de los
tejidos oculares (cornea, angulo iridocorneal, retina y nervio dptico) y sistémicos (bazo, higado
y testiculo) evaluados a las dos y seis semanas tras la inyeccion intravitrea “de la dosis mejor
tolerada” de MSV. Se muestran imagenes del grupo de seis semanas por ser el de mayor

seguimiento de estudio (Figura 13y 14).

Cornea Retina Cabeza NO

Figura 13. Representacion histoldgica (H-E) de la cornea, el angulo iridocorneal, la retina y la cabeza del nervio
dptico de los conejos machos. No se observaron alteraciones en la estructura de los tejidos evaluados.
Muestras obtenidas 6 semanas tras la inyeccion intravitrea de la dosis mejor tolerada. (IC: iridocorneal; H-E:
hematoxilina — eosina).

5

Higado Bazo Testiculo

Figura 14. Representacion histoldgica (H-E) del bazo, del higado y del testiculo de los conejos. No se

observaron alteraciones en la estructura de los tejidos evaluados 6 semanas tras la inyeccién intravitrea de la
dosis mejor tolerada. (H-E: hematoxilina — eosina).
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4.1.6 Evaluacion de la supervivencia y la migracion de las MSV tras la inyeccidn

intravitrea en los animales de experimentacion

Los resultados del FISH mostraron que, a las 2 semanas tras la inyeccién, en los grupos de dosis
baja, dosis mejor tolerada y dosis alta, las células inyectadas fueron identificadas en la cavidad
vitrea adyacente a la cabeza del nervio dpticoy a la retina, sin atravesar la membrana limitante

interna (Figura 15).

Estas células no fueron detectadas en otros tejidos oculares, asi como tampoco, en los tejidos
hematopoyéticos (bazo e higado) y génadas (ovario y testiculo) evaluados. En las muestras
procedentes de los animales sacrificados 6 semanas tras la inyeccidn, no se detectd la presencia

de las células MSV en ninguno de los tejidos oculares ni sistémicos evaluados.

Figura 15. Localizacion intraocular de las MSV identificadas mediante técnica de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) en el grupo de dosis baja transcurridas dos semanas post-inyeccion. A. MSV localizada en
el vitreo adyacente a la retina periférica. B. MSV localizada en la cavidad vitrea retrolental. C. MSV localizada
en el vitreo anterior al nervio éptico. Imagenes representativas procedentes de 12 animales. Flecha amarilla:
células MSV. Rojo: fluorescencia del cromosoma humano X. Verde: fluorescencia del cromosoma humano Y.
Azul: fluorescencia de los nucleos celulares contratefiidos con DAPI. (GCL: capa de células ganglionares. Barra
de escala 10um
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4.2 Fase preclinica in vitro

4.2.1 Caracterizacion de las MSV

Tras la finalizacion del experimento, la evaluacion del inmunofenotipo de las MSV mostré que,
las MSV que estuvieron en co-cultivo con las neurorretinas porcinas, asi como también las MSV
control, fueron positivas para los marcadores CD44, CD90, STRO-1, CD146 y negativas para los

marcadores de superficie de células hematopoyéticas CD14 y CD19 (Figura 16).

MSV control

MSV experimento

CD44 Dapi CD90 STRO-1 Dapi CD 146 Dapi CD 19 Dapi CD 14 Dapi

Figura 16. Analisis mediante inmunofluorescencia de la expresion del fenotipo de las MSV tras la finalizacion
del experimento. Se observa que tanto las MSV control, asi como las MSV que estuvieron durante tres dias en
co-cultivo con neuroretinas porcinas fueron positivas para los marcadores CD44, CD90, STRO-1 y CD146 y
negativas para los marcadores CD19 y CD14. (Rojo: anticuerpo para CD44, STRO-1y CD146. Verde: CD90. Azul:
tincion de los nucleos con DAPI). Escala de Barra: 100um

4.2.2  Cuantificacién de los factores neurotréficos BDNF, CNTF Y GDNF

La determinacidon mediante ELISA de los 3 factores de interés potencialmente secretados por
las MSV permitié determinar la presencia de BDNF y CNTF en los sobrenadantes de cultivo
celular en las diferentes condiciones experimentales. E| GDNF no se detectd en ninguno de los

sobrenadantes de los cultivos celulares.

Las concentraciones de BDNF detectadas en los sobrenadantes de la condicion experimental 1

(cocultivo de NR con MSV y medio) fueron de 3822 (+127), 3906 (+115) y 3778 (+182) pg/ml a
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las 24, 48 y 72 horas respectivamente y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas a lo largo del tiempo. En los sobrenadantes procedentes de la condicion
experimental 2 (cultivo de MSV y medio) también se encontraron concentraciones de BDNF que
disminuyeron de forma significativa (p<0,05) a lo largo del tiempo (Figura 17). La concentracion
de BDNF hallada en la condicidn experimental 2 fue estadisticamente menor en comparacion
con la hallada en la condicion experimental 1 en los tres tiempos estudiados (p<0,05. Figura
17). Los sobrenadantes procedentes de la condicion experimental 3 (NR y medio) presenté una
concentracién muy baja de BDNF la cual disminuyd a las 72 horas (p<0,05). El medio utilizado
para el mantenimiento de los cultivos (control) presentd una concentracion baja de BDNF que

se mantuvo sin cambios a lo largo del tiempo (Figura 17).

En relacién con el CNTF, se observd que las concentraciones de este factor en los sobrenadantes
procedentes de la condicidon experimental 1 (cocultivo de NR con MSV y medio) fue de 140
(%£5,77), 150 (+30,56) y 220 (+15,28) pg/ml a las 24, 48 y 72 horas respectivamente. Hubo un
aumento progresivo en la concentracion diaria que fue estadisticamente significativa a las 72
horas (p< 0,05. Figura 17). En los sobrenadantes obtenidos de la condicién experimental 2
(cultivo de MSV y medio) la concentracion de CNTF fue similar en todos los tiempos de estudio
y oscilé entre 143,33 (+2,27) y 160 (+11,54) pg/ml. La concentracién hallada en la condicion
experimental 2 fue estadisticamente menor en comparacién con la hallada en la condicién
experimental 1 a las 72 horas de estudio (p<0,05. Figura 17). Los sobrenadantes derivados de
la condicion experimental 3 (NR y medio) mostraron concentraciones muy bajas de CNTF que
descendieron significativamente (p<0,05) a las 72 horas. El medio utilizado para el
mantenimiento de los cultivos (control) mostré una concentracién muy baja de CNTF que se

mantuvo sin cambios a lo largo del tiempo (Figura 17).
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Figura 17. Medias (+SEM) de las concentraciones de los factores neurotréficos BDNF y CNTF halladas en los
sobrenadantes del cultivo en las diferentes condiciones experimentales a las 24, 48 y 72 horas. NR:
Neurorretina, MSV: Mesenchymal Stem from Valladolid (PEI 15-007), Medio: Ham/F12. Significancia estadistica:
*p<0,05. (Test estadisticos: ANOVA de 1 factor, Post-Hoc DMS)

4.2.3  Evaluacidn histoldgica y andlisis del espesor de las neurorretinas porcinas

Las muestras frescas de NR porcina (control de 0 dias) revelaron una adecuada preservacion de
la estructura retiniana tras la preparacion de los explantes y previamente al inicio del cultivo
(Figura 18A). Asi, se observd una adecuada conservacién de los segmentos externos (OS, por
sus siglas en inglés) e internos (IS, por sus siglas en inglés) de los fotorreceptores y se
diferenciaron claramente las capas neurorretinianas, en particular la capa nuclear externa
(ONL, por sus siglas en inglés), la capa plexiforme externa (OPL, por sus siglas en inglés), la capa
nuclear interna (INL, por sus siglas en inglés), la capa plexiforme interna (IPL, por sus siglas en
inglés) y la capa de las células ganglionares (GCL, por sus siglas en inglés) (Figura 18A), con un

grosor retiniano total de 140,92 + 2,99 um (Tabla 7, figura 19).

En las NR cultivadas sin MSV (control 3 dias), se observo una preservacion de la mayor parte de
la arquitectura retiniana, pero en los fotorreceptores se observé una pérdida de la mayor parte
de los IS y OS (Figura 18B). El grosor retiniano total fue de 81,07 + 1,84 um que fue menor en
comparacién con las NR frescas y las NR cocultivadas con MSV. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0,05, tabla 7 y figura 19). La ONL, la INL y la GCL mostraron
una disminucion de su grosor (21,34 + 0,07; 20,98 £ 0,97 y 7,48 + 0,87 um respectivamente)
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gue fue estadisticamente significativo en comparacién con las NR frescas y solamente en la ONL

con respecto a las NR cocultivadas con MSV (Tabla 7, figura 19).

En las NR cocultivadas con MSV (experimento 3 dias), se observé preservada la mayor parte de
la estructura retiniana y los fotorreceptores presentaron una pérdida de la mayor parte de los
IS y OS similar a lo observado en las NR cultivadas sin MSV (Figura 18C). Con respecto al grosor
retiniano total (96,65 + 3,17 um) fue menor en comparacién con el observado en las NR frescas,
pero mayor que el observado en las NR cultivadas sin MSV. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0,05, tabla 7). El grosor de la ONL, INL y la GCL fue de 27,41
+ 0,33; 21,40 £ 0,90 y 10,58 + 0,96 um respectivamente, los cuales fueron mayores que los
observados en las NR cultivadas sin MSV. Estas diferencias fueron estadisticamente

significativas en la ONL (Tabla 7, figura 19).

NR frescas NR cultivadas sin MSV NR cocultivadas con MSV
(Control 0 dias) (Control 3 dias) (Experimento 3 dias)

Figura 18. Representacion histoldgica (H — E) de las neurorretinas control y en cocultivo con MSV. A. Explante
retiniano en fresco (0 dias) donde se observan las capas y el grosor retiniano previo al inicio del cultivo. B.
Explante retiniano control (3 dias) donde se observa una pérdida de la mayor parte de los IS y OS de los
fotorreceptores, una disminucion del grosor de la ONL y la INL y una disminucién en el nimero de nucleos de
la GCL. C. Explante retiniano experimento (3 dias) que muestra la estructura de la retina tras 3 dias de cocultivo
con MSV, donde se observa también una pérdida de los IS y OS de los fotorreceptores, con una estructura
conservada de las ONL e INL, pero con disminucidn de su grosor. NR: neurorretina. ONL: Outer nuclear layer;
INL: Inner nuclear layer; GCL: Ganglion cell layer. Imagenes representativas de 7 neurorretinas porcinas (1 de
control de 0 dias, 3 de control de 3 dias y 3 de experimento de 3 dias). Barra de escala: 50um.
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Tabla 7. Comparacion de medias (£tSEM) del grosor del grosor retiniano total y por capas

Neurorretinas porcinas Sig. Estadistica
Frescas Cultivadas sin MSV Cocultivat!as con cod- Cod- C3d-

(Control 0 dias) (Control 3 dias) msv (Ex:izrsl;n ento 3 C3d EOd E3d

ONL 31,63+0,35 21,34+ 0,07 27,41+0,33 0,00 0,00 0,00
OPL 6,82 £0,20 3,56 £0,19 6,72 +0,15 0,00 0,91 0,00
INL 30,81+1,03 20,98 £ 0,97 21,40+ 0,90 0,00 0,00 0,95
IPL 37,16 £1,41 21,60+1,15 20,93+1,39 0,00 0,00 0,93
GCL 19,17 £ 0,51 7,48 +0,87 10,58 £ 0,96 0,00 0,00 0,04
TOTAL 140,92 + 2,99 81,07+1,84 96,65 * 3,17 0,00 0,00 0,04

MSV: Mesenchymal stem from Valladolid; OLM: Outer limiting membrane; ILM: Inner limiting membrane;
ONL: Outer nuclear layer; OPL: Outer plexiform layer; INL: Inner nuclear layer; IPL: Inner plexiform layer;
GCL: Ganglion cell layer. Significancia estadistica: p< 0,05, Test estadisticos: ANOVA de 1 factor, Bonferroni

y Tukey.
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OLM - ILM ONL OPL INL IPL GCL
U NRfresc?s [ NR cultivadas sin MSV B NR cocultivadas con MSV
(Control O dias) (Control 3 dias) (Experimento 3 dias)

Figura 19. Grosor retiniano total y por capas de los explantes retinianos control (0 y 3 dias) y experimento
(co-cultivo con MSV 3 dias). Se observé que, las NR control de 3 dias y experimento de 3 dias presentaron una

disminucién estadisticamente significativa (p<0,05) del grosor retiniano total en comparacion con las NR

frescas. También se observo que, el grosor retiniano total de las NR cocultivadas con MSV, fue estadisticamente
mayor (p<0,05) al observado en las NR cultivadas sin MSV. El espesor total retiniano fue obtenido de la media

+ SEM de la longitud entre la OLM y la ILM de cada uno de los grupos. Con respecto al grosor por capas, hubo
una disminucion estadisticamente significativa (p<0,05) del grosor de la ONL, la OPLy la GCL de las NR cultivadas
sin MSV en comparacion con las NR cocultivadas con MSV. Significancia estadistica: p< 0,05*. Test estadisticos:
ANOVA de 1 factor y Tukey.
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4.2.4  Estudio de las células gliales

En las muestras de NR frescas (control 0 dias) se observé la inmunoexpresidon de la proteina
GFAP en las capas retinianas mas internas (0,37 £ 0,02 A.U), correspondiente con las células de
Miuller y los astrocitos, sin sobrepasar la GCL (Grado 1, tabla 8). Las capas nucleares (INL y ONL)
se apreciaron marcadas con DAPI, con una organizacién y localizacién adecuado en el

parénquima retiniano (Figura 20A,D).

En las NR cultivadas sin MSV (control de 3 dias), se observd un aumento en la inmunoexpresion
de la proteina GFAP (1,10 + 0,17 A.U) (Figura 20B,D), que se extendié a lo largo del tejido
retiniano y sobrepasé la GCL, hasta llegar a la INL y en algunos puntos a la ONL (Grado 3y 4,
tabla 8). Este aumento fue estadisticamente significativo (p<0,05) en comparacion con las NR

frescas y con las NR cocultivadas con MSV (Figura 20D).

En el caso de las NR cocultivadas con MSV (Experimento 3 dias) se observo la inmunoexpresion
de la proteina GFAP a nivel de la GCL, sin sobrepasar la IPL (Grado 2, tabla 8). Asi, la expresion
de GFAP en estas muestras (0,59 + 0,09 A.U) fue estadisticamente mayor que en las NR control

de 0 dias, pero menor que en las NR control de 3 dias (Figura 20C,D).

Tabla 8. Gradacion de la inmunoexpresion de GFAP (%) en los explantes de retina de cerdo

S NR frescas NR cultivadas sin MSV NR cocultivadas con MSV
(Control 0 dias) (Control 3 dias) (Experimento 3 dias)
1 90 - 10
2 10 - 80
3 - 80 -
4 - 20 -
5 B B, B,

NR: Neurorretina
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NR frescas NR cultivadas sin MSV NR cocultivadas con MSV
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Figura 20. Inmunoexpresion de la GFAP en los explantes retinianos. A. NR control (0O dias). Se observé la
expresion de la proteina GFAP (rojo) en la GCL. Las capas nucleares (INL y ONL) se apreciaron marcadas con
DAPI (azul), con una organizacién y localizacion adecuada en el parénquima retiniano B. NR control (3 dias). Se
observé un aumento en la expresion de la proteina GFAP que se extendid a lo largo del tejido retiniano y
sobrepasé la GCL, hasta llegar a la INLy en algunos puntos a la ONL. C. NR experimento. Se observé la expresion
de GFAP a nivel de la GCL, sin sobrepasarla. D. Medias (+ SEM) de la inmunoexpresién de la GFAP en los
explantes retinianos. El aumento de la GFAP observado en las muestras control de 3 dias fue estadisticamente
significativo en comparacion con las muestras control de O dias y con las muestras cocultivadas con MSV
(experimento). Mientras que la proporcion de GFAP en las muestras experimento, fue estadisticamente mayor
que en las muestras control de 0 dias, pero menor que en los controles de 3 dias. (Significancia estadistica
*p<0,05, evaluada con el test estadistico de Kruskal Wallis y en parejas con la U de Mann Whitney). NR:
neurorretina. ONL: Outer nuclear layer; INL: Inner nuclear layer; GCL: Ganglion cell layer. Imagenes
representativas de 7 neurorretinas porcinas (1 de control de 0 dias, 3 de control de 3 dias y 3 de experimento
de 3 dias). Barra de escala: 50um.
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4.2.5 Estudio de las células ganglionares de la retina

En las muestras de NR frescas (0 dias), la inmunoexpresion de la Tubulina beta Ill (0,13 + 0,26
A.U) se observé principalmente a nivel de la capa de fibras nerviosas, observdndose un marcaje
homogéneo, organizado, predominantemente en el soma (cuerpo neuronal) y en las

prolongaciones de las RGC que no sobrepaso la GCL (Figura 21A).

En las NR cultivadas sin MSV (control 3 dias) la inmunoexpresion de la Tubulina beta Il fue de
0,29 + 0,48 A.U y el marcaje observado fue predominantemente dendritico, observandose
numerosas fibras nerviosas a nivel de la GCL que se extendian hasta la INL (Figura 21B). En estas
muestras la inmunoexpresion de la Tubulina beta Ill fue significativamente mayor que la

observada en las NR frescas (Figura 21D).

En las NR cocultivadas con MSV (3 dias) la cuantificacion de la inmunoexpresion de Tubulina
beta Ill fue de 0,11 + 0,23 A.U con un marcaje similar al observado en las NR frescas en cuanto
al marcaje citoplasmatico de las RGC y también un marcaje de fibras nerviosas entre la GCLy la
IPL significativamente menor al observado en las muestras de NR cultivadas sin MSV (Figura 21

A-D).
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NR frescas NR cultivadas sin MSV NR cocultivadas con MSV
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Figura 21. Inmunoexpresion de la Tubulina beta Ill en los explantes retinianos. A. Control (0 dias). En estos
explantes se observo la expresion de la proteina Tubulina beta Il (verde) a nivel de la capa de fibras nerviosas,
el marcaje fue predominantemente citoplasmatico (cuerpo neuronal) y de las prolongaciones de las RGC que
no sobrepasaron la GCL. Las capas nucleares se apreciaron marcadas con DAPI (azul), con una organizacion y
localizacion adecuada en el parénquima retiniano B. Control (3 dias). En las NR cultivadas sin MSV, la
inmunoexpresion de la Tubulina beta Il fue predominantemente dendritica, observdndose numerosas fibras
nerviosas a nivel de la GCL que se extendian hasta la INL. C. Experimento (3 dias). En las NR cocultivadas con
MSV el marcaje fue similar al observado en las NR frescas en cuanto al marcaje citoplasmatico de las RGC y
también un marcaje de fibras nerviosas entre la GCL y la IPL. D. Medias (+ SEM) de la inmunoexpresién de la
Tubulina beta Ill en los explantes retinianos. El aumento de la Tubulina beta Il observado en las muestras
control de 3 dias fue estadisticamente significativo en comparacion con las muestras control de 0 dias y con las
muestras co-cultivadas con MSV (experimento). (Significancia estadistica *p<0,05, evaluada con el test de
ANOVA de 1 factor y en parejas con el test de Games Howell). NR: neurorretina. ONL: Outer nuclear layer; INL:
Inner nuclear layer; GCL: Ganglion cell layer. Imagenes representativas de 7 neurorretinas porcinas (1 de control
de 0 dias, 3 de control de 3 dias y 3 de experimento de 3 dias). Barra de escala: 50um.
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La inmunoexpresion del anticuerpo NeuN fue principalmente nuclear con el que se pudo
observar la presencia de los nucleos correspondientes a las RGC (Figura 22A-C). El contaje total
de nucleos en los explantes de NR cultivadas sin MSV (762,33 £ 32,40) y en los cocultivados con
MSV (871,83 + 39,46) mostré una disminucién en comparacién con las NR frescas (903,64 +
53,83). Esta disminucion fue mayor en el grupo de NR cultivadas sin MSV, pero no fue

estadisticamente significativa (p>0,05) (Figura 22A-D).

El nimero de nucleos en la ONL de las NR frescas fue de 505 + 26,33, en las NR cultivadas sin
MSV fue de 439,38 £ 17,78 y en las NR cocultivadas con MSV fue de 460,33 + 25,01. En relacién
a la INL el nimero de nucleos en las NR frescas fue de 340,91 £ 24,37, en las NR cultivadas sin
MSV fue de 283,38 £ 11,45 y en las NR cocultivadas con MSV fue de 338,50 + 10,79. El nimero
de nucleos en la GCL de las NR frescas fue de 32,36 + 3,72, en las NR cultivadas sin MSV fue de
12,38 + 1,32 y en las NR cocultivadas con MSV fue de 19,67 + 1,75. El contaje de ntcleos por
capas mostré una disminucidn en el numero de nucleos a nivel de la ONL, INL y GCL de las NR
cultivadas sin MSV en comparacidn con las NR frescas y con las NR cocultivadas con MSV. Esta
disminucién fue estadisticamente significativa (p<0,05) a nivel de la INL, asi como también en

la GCL en la comparacién de todos los grupos (Figura 22D).

En relacidn a la apoptosis celular, no se observaron nicleos TUNEL positivos en las muestras de
NR frescas (Figura 22A). En las NR cultivadas sin MSV el numero total de nucleos TUNEL
positivos (43,18 + 7,04) fue mayor en comparacion con las NR cultivadas con MSV (22,50 + 2,43.
Figura 22B-E). Este aumento en la apoptosis se observé en cada una de las capas nucleares y
fue estadisticamente significativo (p<0,05) en la ONL y en el nimero total de nucleos de toda

la retina (Figura 22E).
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NR frescas NR cultivadas solas NR cocultivadas con MSV
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Figura 22. Inmunoexpresion de NeuN y TUNEL en los explantes retinianos. A. NR control de 0 dias. Se
observaron los ntcleos de ONL y de la INL marcados con DAPI (azul) y la expresidn de la proteina NeuN (rojo)
en la GCL, correspondiente a los nucleos de las células ganglionares de la retina. B NR control 3 dias. En este
grupo se observé un menor niumero de nucleos en las diferentes capas retinianas y la presencia de nucleos en
apoptosis (verde) correspondiente al marcaje del TUNEL. C. NR experimento de 3 dias (Co-cultivo de NR con
MSV). Se observé la presencia de nicleos en apoptosis en menor proporcion con respecto a las NR control de
3 dias. D. Medias (+ SEM) del n2 de ntcleos DAPI totales y en cada una de las capas nucleares retinianas y de
nucleos NeuN positivos en la GCL. E. Medias (+ SEM) del n2 de nucleos en apoptosis (TUNEL positivos) total y
en cada una de las capas nucleares retinianas. Significancia estadistica *p<0,05, test estadisticos utilizados:
ANOVA de 1 factor, test de Kruskal Wallis y U de Mann Whitney). NR: neurorretina. ONL: Outer nuclear layer;
INL: Inner nuclear layer; GCL: Ganglion cell layer. Imagenes representativas de 7 neurorretinas porcinas (1 de
control de 0 dias, 3 de control de 3 dias y 3 de experimento de 3 dias). Escala de la barra: 50um.
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4.3 Protocolo de ensayo clinico

A continuacidn, se expone el protocolo de EECC en terapia celular disefiado para la patologia
de estudio, el cual ha sido aprobado por el CEIC del area este de Valladolid y por la AEMPS en

septiembre de 2016 y en febrero de 2017, respectivamente (Anexo 1y 2).

4.3.1 Resumen del protocolo

Titulo del ensayo clinico
Estudio fase Il de la seguridad de las células madre mesenquimales (MSV, PEl: 15-007) en
inyeccion intravitrea en pacientes con neuropatia dptica isquémica anterior no arteritica (NOIA-

NA) aguda.

Cadigo del protocolo / Niumero Eudra

IOBA-01-2016 / EUDRACT - 2016-003029-40

Investigador principal

José Carlos Pastor Jimeno, MD PhD

Centro participante

Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada (IOBA)

Comité ético de investigacidn clinica

CEIC de Referencia: CEIC Area Valladolid Este.

Producto experimental

Nombre de las células: MSV (Mesenchymal Stem from Valladolid).

PEI: 15-007 MSV®

Forma de aplicacion: inyeccidn intravitrea a través de una aguja de 25G
Volumen a administrar: 100 pl.

Concentracidn: 1,5x10° células/ml
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Fase del ensayo clinico

Ensayo clinico Fase Il

Objetivo principal
Evaluar la seguridad de la administracién intravitrea de MSV (PEl 15-007) en pacientes con

neuropatia Optica isquémica anterior no arteritica aguda en los momentos iniciales del proceso.

Diseiio

Estudio piloto, prospectivo, abierto, nacional, unicéntrico.

Enfermedad o trastorno del estudio

Neuropatia dptica isquémica anterior no arteritica aguda

Variable principal de valoracién

No desarrollar una reaccién inflamatoria de: Gradacion de células en cdmara anterior >1+ y/o
gradacién del flare en camara anterior > 1+ y/o gradacién del flare en vitreo > 2+ segun la
clasificacion SUN en los pacientes con neuropatia 6ptica isquémica anterior no arteritica aguda

hasta 12 meses tras el tratamiento valorable en cada visita.

Poblacion en estudio y n2 total de pacientes
Se prevé reclutar pacientes con NOIANA en un solo centro (IOBA) hasta obtener 5 pacientes

que finalicen el estudio.

Duracion del tratamiento

2 anos.

Calendario y fecha prevista de finalizacion

Inicio del periodo de reclutamiento durante el tercer trimestre de 2017.

Final del periodo de reclutamiento en diciembre de 2018, prorrogable si no se alcanza el
numero requerido de pacientes.

Fecha prevista de finalizacion diciembre de 2019.
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4.3.2 Justificacion

Expuesta en la justificacidn de este trabajo.

4.3.3 Objetivo general

Evaluar la seguridad de la administracién intravitrea de células madre mesenquimales MSV (PEI

15-007) en pacientes con neuropatia optica isquémica anterior no arteritica aguda (NOIANA).

4.3.3.1 Variable principal de valoracién
Se considerara como seguro el tratamiento si no se desarrollan cualquiera de las siguientes:

¢ una reaccién inflamatoria 2 1 cruz en el polo anterior,
e reaccion fibrinoide en la cdmara anterior
* reaccién de = 2 cruces en el polo posterior en los pacientes con neuropatia dptica isquémica

anterior no arteritica aguda hasta 12 meses tras el tratamiento.

4.3.3.2 Variables secundarias

* Se evaluaran efectos adversos relacionados con la técnica de inyeccidn intravitrea tales como:
la aparicidén de hemorragias subconjuntivales, la inflamacién de la cdmara anterior, los cambios
en la presidn intraocular, la posible aparicién de una endoftalmitis infecciosa, la inflamacion en
cavidad vitrea (células u opacidades), el desprendimiento de retina, el desprendimiento de
coroides, las opacidades corneales, la opacidad del cristalino, la neovascularizacién, el edema
macular o cualquier otro hallazgo adverso que pudiera detectarse.

¢ Acontecimientos adversos.

 Se evaluaran cambios en la agudeza visual (AV) y en las pruebas de electrofisiologia ocular.
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4.3.4 Seleccidn de pacientes

4.3.4.1 Tipo de pacientes

Pacientes que presenten una NOIANA aguda (entre las primeras dos semanas tras el inicio de
los sintomas), que cumplan con los criterios de inclusion y exclusion establecidos definidos mas

adelante (apartado 4.3.4.3).

4.3.4.2 Numero de sujetos previstos y justificacion del mismo.

La NOIANA, patologia objeto de estudio en este proyecto, afecta a un nimero de pacientes
significativo, tiene un alto grado de recurrencia en el ojo contralateral y no posee un
tratamiento efectivo en la actualidad. Por ello, es necesario desarrollar y evaluar nuevas
terapias que mantengan o mejoren la funcién visual, y, por tanto, la calidad de vida de los

pacientes afectados.

El nimero de pacientes a reclutar serd el necesario hasta lograr que 5 pacientes finalicen el
estudio. Dicha cifra concuerda con los requisitos de un ensayo clinico de esta fase y con la
prevalencia de la enfermedad en la poblaciéon que abarcan los centros médicos mencionados
durante el periodo de duracién del estudio, teniendo en cuenta las prevalencias publicadas. La
incidencia de la NOIANA se estima en 2,3 -10 individuos por cada 100.000 habitantes/afio en
Estados Unidos. En Croacia se estima en 2,5 - 3,8 individuos por cada 100.000 habitantes /afio.
Dado que no existen estudios epidemioldgicos publicados en Espaifa, es asumible que la

incidencia en Espafia sea similar a estos dos estudios publicados.

Para el calculo del tamafio muestral se ha tomado en cuenta la poblacion mayor de 50 afos de
Castilla y Ledn, especificamente de Valladolid y Palencia, donde es esperable que haya entre 5
y 28 casos nuevos por ano. Dichos pacientes seran identificados a su llegada al IOBA o a los
servicios de urgencias del Hospital Clinico Universitario de Valladolid y del Complejo Asistencial
de Palencia. El reclutamiento de estos pacientes para su inclusién en el estudio planteado se
llevard a cabo en las instalaciones clinicas del IOBA, y se vera condicionado por el cumplimiento

de los criterios de inclusidn y de exclusion establecidos.
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4.3.4.3 Criterios de inclusion y exclusién
Criterios de inclusion

¢ Pacientes con NOIANA aguda unilateral (entre las primeras 2 semanas tras el inicio de los
sintomas). Los pacientes diagnosticados de NOIANA definida por al menos dos de las siguientes
caracteristicas clinicas:

- Pérdida brusca e indolora de la visién monocular.

- Defectos del campo visual.

- Discromatopsia.

- Edema de la cabeza del nervio éptico.

- Defecto pupilar aferente relativo (DPAR).
¢ Pacientes > 50 afios de edad, capaz de otorgar libremente el consentimiento informado para
la participacion en el estudio.
¢ Agudeza visual entre < 0,1 en el ojo afectado.
¢ Pacientes pseudofaquicos en el ojo afectado.
¢ Motilidad del musculo esfinter pupilar conservada.
¢ Pacientes que entiendan y firmen el consentimiento informado previo a cualquier prueba del
estudio.

¢ Firma del formulario de proteccién de datos previo a cualquier prueba del estudio.

Criterios de exclusion generales

¢ Evidencia de arteritis de células gigantes (historia clinica, VSG, PCR)

¢ Evidencia de cualquier otra etiologia que justifique la neuropatia dptica (incluso en el ojo
contralateral)

¢ Antecedentes de vasculitis sistémica, esclerosis multiple, colagenopatias o tratamientos para
cancer.

* Test de embarazo positivo en visita basal en mujeres fértiles. A tal efecto se considerard mujer
no fértil aquella menopausia de al menos 1 afio desde la visita basal, ooforectomia bilateral y/o
histerectomia total con anexectomia.

¢ Hipersensibilidad o alergia a cualquiera de los principios activos o los excipientes de la

medicacion.
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¢ Participacidn en cualquier otro estudio clinico con fdrmacos o instrumentos diagndsticos o

terapéuticos en los dos meses anteriores a la participacion en el estudio.

Criterios de exclusion oftalmolégicos

¢ Antecedentes de uveitis o inflamacidn ocular activa.

¢ Antecedentes o evidencias de glaucoma o PIO 224 mmHg en cualquiera de los dos ojos.
¢ Opacidad de medios, patologias retinianas en el ojo afectado.

¢ Pacientes sometidos a cualquier cirugia de vitreo o glaucoma en el ojo afectado

¢ Cirugia de catarata previa en los 3 meses anteriores en el ojo afectado.

4.3.4.4 Criterios diagndsticos para la patologia en estudio

Es necesario que los pacientes presenten signos y sintomas compatibles con neuropatia dptica

isquémica anterior no arteritica en uno de los ojos, tales como:

¢ Pérdida brusca e indolora de la visién monocular.

¢ Defectos del campo visual arcuatos, altitudinales, centrales o cecocentrales.
e Discromatopsia.

¢ Edema de la cabeza del nervio dptico sectorial o generalizado.

» Defecto pupilar aferente relativo (DPAR).

4.3.4.5 Enfermedades asociadas

Toda la patologia previa, asi como la presente en el momento de inclusion en el estudio seran
anotadas en la visita de seleccién. Asi mismo, se anotaran los procedimientos quirurgicos
convenientemente justificados con la patologia que provocé su realizacion. Toda la medicacion
gue el paciente tenga prescrita también sera anotada en la historia clinica y trasladada a la

parte del cuaderno de recogida de datos (CRD) correspondiente a la visita de seleccion.

A partir del momento de inclusion se reflejaran en la historia clinica y seran trasladadas al CRD
todas aquellas enfermedades, empeoramiento de enfermedades presentes, cambios en

medicacién y procedimientos intercurrentes que el paciente tenga durante el periodo de
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duracion del estudio, con la consecuente evaluacion de dichos cambios como acontecimiento

adverso o reaccién adversa segun corresponda.

4.3.4.6 Criterios previstos para la retirada del estudio

De acuerdo con la legislacién vigente y la Declaracién de Helsinki, el paciente podra retirarse
del estudio en cualquier momento, por cualquier motivo, pudiéndolo expresar personalmente

o0 a través de su representante.

El Investigador Principal del estudio podra retirar a un paciente en las siguientes situaciones:

¢ Violacion de los criterios de inclusidn o exclusion.

¢ No realizaciéon de 2 visitas del estudio, consecutivas o no.

¢ Paciente poco cooperador o que plantee problemas para el normal transcurso del estudio.

¢ Acontecimiento adverso grave o inesperado bien por sus caracteristicas o por el tratamiento
necesario para su resolucion, segun el criterio del Investigador Principal. NUmero o gravedad

inesperada de reacciones adversas.

Debera procurarse que el paciente realice una visita de retirada prematura, equivalente en
pruebas a la Visita Mes 12, en aquellos casos en los que sea posible. De cualquier forma, la
razon de retirada prematura del paciente debera ser documentada en la historia clinica o

documentos fuente del estudio, asi como en el CRD.

Para todos los pacientes que abandonen el estudio el investigador seguira los siguientes

procedimientos, siempre que sea posible:

¢ Seguimiento de los efectos secundarios a largo plazo.
¢ Seguimiento de los acontecimientos adversos graves durante los 3 meses siguientes a la
finalizacion de su participacion en el estudio y hasta su resolucion en caso de que hayan

aparecido previamente a su salida.
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4.3.4.7 Interrupcién prematura del estudio

La interrupcién prematura del estudio podra sobrevenir por solicitud del Promotor, decisién de
las autoridades competentes o segln criterio del Comité Etico de Investigacion Clinica.
El Investigador principal y/o el promotor se reservan el derecho a interrumpir el estudio por

motivos médicos, administrativos o de insuficiente reclutamiento.

4.3.5 Descripcidn del tratamiento o plan y métodos de tratamiento.

4.3.5.1 Descripcion de la dosis, forma de administracion y duracion del seguimiento post-

tratamiento.
Células madre mesenquimales:

Nombre de las células: MSV (Mesenchymal Stem from Valladolid).

PEI: 15-007 MSV

Forma de aplicacidn: inyeccidn intravitrea con una aguja de calibre 25G

Volumen a administrar: 100 ul (0.1ml) en una Unica dosis intravitrea.

Concentracién: 1,5x10° células/ml

Las fases de obtencion de las células MSV (PEI 15-007) han sido expuestas previamente en el

apartado 3.2.1.2 (Material y métodos)
Composicion cualitativa y cuantitativa

El producto en investigacion se presentara en una jeringa de 1ml luer lock que contendra 150
ul de medio isotdnico compuesto por Ringer-lactato + Albdmina Humana al 0.5% + Glucosa 5
mM con una concentracion celular de 1,5x10° células/ml. Se inyectard una suspension de 100
ul (0.1ml) en la cavidad vitrea del paciente por via pars plana, a una distancia del limbo de 3,5
mm en estos 0jos que seran todos pseudofaquicos. Los 50 ul restantes se pierden al enrasar la

aguja.

Acondicionamiento y etiquetado
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La medicacidn del estudio estard identificada por dos etiquetas, una en la jeringa y otra
troquelada y adhesiva que debera colocarse en la zona correspondiente a la identificacidn de

medicacidn de estudio en el CRD. Una muestra puede verse en el anexo

Asi mismo contendra el cédigo del protocolo, forma farmacéutica, via de administracion,
entidad elaboradora y director técnico, lote, fecha de caducidad, condiciones de conservacion,
instrucciones de administracion en la lengua oficial y la inscripcidn “muestra para investigacion

clinica”. Debera ser almacenada siempre en un ambiente refrigerado (2 a 82C).

Conservacion y retirada de la medicacion del estudio

El investigador principal sera responsable de la recepcion del Producto en Investigacion, tarea

gue podra delegar bajo su supervision en una persona suficientemente cualificado para ello.

Posologia y forma de administracion

El PEI 15-007 (MSV) serda administrado por un oftalmélogo que tenga experiencia en la
administracion de inyecciones intravitreas. Se utilizard una jeringa precargada para un solo uso,
Unicamente para via intravitrea. La dosis serd uUnica. El calibre de la aguja sera de 25G ya que
mediante el estudio preclinico se comprobé la viabilidad celular >90% de las MSV a su paso por
este calibre de aguja. El procedimiento se llevara a cabo bajo condiciones asépticas, que
incluyen el lavado quirurgico de las manos, el uso de guantes estériles, un campo estéril, un
blefardstato estéril y la disponibilidad de una paracentesis estéril (en caso necesario) y serd
realizado en un quiréfano del area clinica del IOBA, siguiendo las recomendaciones de las guias

de préctica clinica de la Sociedad Espafiola de Retina y Vitreo (SERV).%3

Los pacientes recibiran anestesia tdpica con lidocaina al 2%, luego se empleara povidona
yodada al 10% para limpiar la piel de los parpados, el borde palpebral y las pestafias, y al 5%
para el saco conjuntival, dejandola actuar durante tres minutos. Posteriormente se colocard el
blefardstato. El lugar de la inyeccidén serd marcado con una jeringa sin aguja desde el limbo
hacia la pars plana con una distancia de 3,5 mm en ojos pseudofdquicos. Una vez administrada

la inyeccidn intravitrea, se administrard un colirio antibiético de amplio espectro como el
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moxifloxacino o el ciprofloxacino, dos gotas tras la aplicacion de la inyeccion y luego, una gota

cada 8 horas durante cinco dias después del procedimiento.®

4.3.5.2 Normas especiales para el manejo de los farmacos del estudio

Toda la medicacién del estudio serd enviada al IOBA. Se recibird el medicamento (jeringa
precargada de 15-007 MSV® para inyeccion intravitrea) en un ambiente refrigerado (2 a 8 2C),
proveniente de la Unidad de Produccidn Celular del Instituto de Biologia y Genética Molecular
de la Universidad de Valladolid 20 minutos previos a la administraciéon del medicamento al
paciente. Ambos centros se encuentran a 1,5 km de distancia, lo que corresponde a 5 minutos

en coche.

El producto en investigacion se presentara en una jeringa de 1ml luer lock que contendra 150
pl de medio isotdnico compuesto por Ringer-lactato + Albumina Humana al 0.5% + Glucosa 5
mM con una concentracidn celular de 1,5x10° células/ml, de los cuales solo se inyectard una

suspension de 100 pl (0.1ml) a través de una aguja de calibre 25 (25G).

4,353 Tratamientos concomitantes

No estaran permitidos los tratamientos tépicos oculares de forma general, debiendo ser

evaluados caso por caso, exceptuando el uso de lagrimas artificiales, en el ojo de estudio.

4.3.5.4 Medicacion de rescate

En caso de reacciones adversas graves al medicamento o a alguno de sus excipientes se
procederd a valorar el tratamiento con el farmaco o procedimiento que corresponda de
acuerdo a la reaccion adversa observada. En caso de reaccion inflamatoria leve-moderada se
usaran colirios topicos antiinflamatorios y midriaticos. En caso reaccién inflamatoria severa que
no sea controlada con colirios tépicos se valorara la indicacidn de vitrectomia segun la evolucién
del caso. Para reacciones adversas relacionadas con la via de administracidn ver el siguiente

apartado (4.3.5.5).
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4.3.5,5 Reacciones relacionadas con las inyecciones intravitreas

Las inyecciones intravitreas (de cualquier farmaco en presentacién intravitrea), se han asociado
a endoftalmitis (0,03% a 0,16%), inflamacién intraocular (0,5 a 1,5%), desprendimiento de
retina regmatégeno (0,01 a 0,08%), desgarro retiniano y catarata traumatica iatrogénica
(0,01%). Siempre que se administre el PEl 15-007 (MSV) solucién inyectable en jeringa
precargada se deberan emplear técnicas de inyeccion asépticas adecuadas. Ademas, deberd
realizarse un seguimiento de los pacientes durante la semana posterior a la inyeccidn para
poder administrar un tratamiento temprano en caso de infeccion. Se deberd instruir a los
pacientes sobre la necesidad de comunicar inmediatamente cualquier sintoma que sugiera

endoftalmitis o cualquiera de los acontecimientos mencionados anteriormente.

Las MSV (PEI 15-007) en solucién inyectable para inyeccion intravitrea no se administrara de

forma concurrente con otros medicamentos intravitreos.

Aumento de la presién intraocular:

Se han observado aumentos transitorios de la presidn intraocular (PIO) en los 60 minutos
siguientes a la inyeccion de fadrmacos intravitreos. También se han identificado aumentos
sostenidos de la PIO. Por lo tanto, la presion intraocular serd monitorizada y tratada

adecuadamente.

Aplazamiento del tratamiento MSV (PEI 15-007) solucién inyectable en jeringa precargada:

La administracién se debera aplazar y el tratamiento no deberd administrarse en caso de:
¢ Presion intraocular de 224 mmHg;

e Rotura retiniana

¢ Hemorragia subretiniana

¢ Desgarro del epitelio pigmentario de la retina

¢ Desprendimiento de retina regmatdgeno o agujeros maculares
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4.3.6 Desarrollo del estudio y evaluacién de la respuesta

4.3.6.1 Visita de seleccién y evaluacion oftalmoldgica

Se determinard el papel de cada oftalmdlogo previamente al inicio del estudio, de modo que
habra un “Oftalmdlogo administrador del tratamiento” que serd el que administre la inyeccién
intravitrea de la dosis utilizada; y habra un “Oftalmdlogo evaluador” que sera el que valore la
evolucion del paciente y sera el que realice la exploracion oftalmoldgica antes y después de la

inyeccion intravitrea.

Antes de la inclusidn, se explicara a todos los pacientes la naturaleza del estudio, los riesgos y
los beneficios potenciales asociados al mismo, el calendario de visitas y las alternativas
terapéuticas para su proceso. Los pacientes deberan firmar un formulario de consentimiento
informado que se considerard un documento Unico junto con la hoja de informacién al

paciente. Ademds, deberan firmar un formulario de proteccidn de datos.

Durante la visita de seleccidn, todos los pacientes serdan sometidos a una exploracion
oftalmoldgica completa, la cual incluird: medida de la agudeza visual mejor corregida (AVMC),
exploracién del polo anterior y del polo posterior, junto con retinografia y autofluorescencia,
medida de la presién intraocular (P10), pruebas electrofisioldgicas, que incluiran potenciales
visuales evocados con flash (PVEF), asi como la tomografia de coherencia dptica (OCT) de

dominio espectral del nervio dptico y de la macula antes y después de la inyeccidn intravitrea.

La evaluacion de la AV se realizara utilizando los optotipos del Early Treatment of Diabetic

Retinopathy Study (ETDRS).

La evaluacion del polo anterior se realizard con lampara de hendidura y la fundoscopia se
realizard bajo midriasis farmacoldgica utilizando oftalmoscopia indirecta con lentes de no

contacto.

Posteriormente, se dejard registro de las imagenes del area del polo posterior y del nervio

Optico mediante retinografia en color y autofluorescencia.

103



4. RESULTADOS

Las pruebas electrofisiolégicas (PVEF) se llevardn a cabo siguiendo los criterios estandar
definidos por la International Society of Clinical Electrophysiology and Vision

(http://www.iscev.org).

La cuantificacion de la presidn intraocular (P10) se evaluard con el tonémetro de aplanacion de

Goldmann.

Los cambios en el grosor macular y en la cuantificacion de las fibras nerviosas de la cabeza del
NO se evaluaran con tomografia de coherencia dptica (OCT-Stratus Spectral Domain, Carl Zeiss
Meditec, Inc., Dublin, Calif., USA). Las imagenes topograficas de la macula y del disco dptico al
estar completamente automatizadas, permitirdn realizar comparaciones de bases de datos
normativas y analisis de evolucién (analisis de tendencias) mediante las diferentes opciones de

deteccidn sistemdtica que proporciona esta tecnologia.

Deberdn registrarse ademas la historia médica, la historia oftalmoldgica, la medicacion

concomitante y los procedimientos médico-quirurgicos previos de relevancia.

Con toda la informacién anterior debera recogerse en la documentacién fuente que el paciente
cumple con los criterios de inclusion y exclusidén y puede ser incluido en el estudio. En caso
afirmativo se citard al paciente para la visita basal. En caso negativo, se registrara al paciente
en el listado de preseleccidn del estudio como fallo de seleccidn, con sus iniciales, fecha de la

visita y fecha de la firma del consentimiento informado.

4.3.6.2 Desarrollo o secuencia del estudio

El ensayo clinico constara de 1 visita basal, 1 visita de administracion del PEl y 6 visitas de
seguimiento. Para establecer el orden de las visitas, se considerara la visita basal como dia 0.
Sin embargo, todas las visitas de seguimiento se calcularan a partir de la fecha de la visita de

administracion del tratamiento, como se muestra a continuacion (Figura 23):
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Visita Basal:

El investigador debera evaluar que los pacientes cumplan con los criterios de inclusién y de
exclusién, asi como deberd explicar el consentimiento informado a los pacientes. Ademas,

deberad llevar a cabo las siguientes evaluaciones:

¢ Entrevista al paciente:

- Firma del consentimiento informado

- Criterios de inclusion y de exclusién

- Historia clinica

- Sintomas y signos (tiempo de evolucién, antecedentes de amaurosis fugax, alteracion en el
campo visual, escotomas, alteracidn en la vision de los colores, cefalea, etc.)

- Patologias concomitantes y medicacion actual.

* Exploracién oftalmoldégica:

- Cuantificacion de la Agudeza Visual Mejor Corregida (AVMC)

- Test electrofisiolégicos

- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Presion intraocular (P10)

- Exploracién en midriasis del fondo de ojo con registro mediante retinografia y
autofluorescencia

- OCT

e Otras exploraciones:

- Analitica de sangre para la determinacién de la velocidad de sedimentacién globular y la
proteina C reactiva.

- Hemograma y serologia para Virus Hepatitis B, Virus hepatitis C, sifilis y HIV.
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Visita de administracion del tratamiento o VO:

Tras 7 dias +2/-4 dias de la visita basal y tras confirmar que el paciente cumple con los criterios

de inclusién y exclusidn, se procederd a la administracidn del PEl a estudio.

Ademds, se recogeran los cambios en medicacidn concomitante y los acontecimientos adversos

que hubiesen podido suceder desde la visita previa.

Dos horas después del tratamiento el investigador debera evaluar:

- Presidn intraocular (PIO)

- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Exploracién del fondo de ojo

- Visita de seguimiento 1 (Dia 1 respecto a la Visita de administracion del PEI):
- Presién intraocular (PIO)

- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Exploracién en midriasis del fondo de ojo

Ademas, se recogeran los cambios en medicacidon concomitante y los acontecimientos adversos
gue hubiesen podido suceder desde la visita previa. Si se aprecian cambios en la BMPA se

realizard la fotografia de segmento anterior correspondiente.

Visita de seguimiento 2 (Dia 7 +/- 2 respecto a la Visita de administraciéon del PEI):

- Cuantificacion de la Agudeza Visual Mejor Corregida (AVMC)
- Presién intraocular (PIO)
- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Exploracion del fondo de ojo

Ademas, se recogeran los cambios en medicacion concomitante y los acontecimientos adversos
qgue hubiesen podido suceder desde la visita previa. Si se aprecian cambios en la BMPA se

realizard la fotografia de segmento anterior correspondiente.

Visita de seguimiento 3 (Dia 30 +/-3 respecto a la Visita de administracion del PEI):

Igual a la visita de seguimiento 2.
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Visita de seguimiento 4 (Dia 90 +/-5 respecto a la Visita de administracion del PEI):

Igual a la visita de seguimiento 2.

Visita de seguimiento 5 (Dia 180 +/-5 respecto a la Visita de administracion del PEI):

Cuantificacion de la Agudeza Visual Mejor Corregida (AVMC)

- Test electrofisiolégicos

- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Presidn intraocular (PIO)

- Exploracion del fondo de ojo con registro opcional mediante retinografia vy
autofluorescencia

- OCT

Se recogeran los cambios en medicacidon concomitante y los acontecimientos adversos que
hubiesen podido suceder desde la visita previa. Si se aprecian cambios en la BMPA se realizara

la fotografia de segmento anterior correspondiente.

Visita de seguimiento 6 (Dia 360 +/-5 respecto a la Visita de administracion del PEI):

- Cuantificacion de la Agudeza Visual Mejor Corregida (AVMC)

- Test electrofisiolégicos

- Presidn intraocular (PIO)

- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Exploracién del fondo y registro opcional mediante retinografia y autofluorescencia

- OCT

Y se recogeran los cambios en medicaciéon concomitante y los acontecimientos adversos que
hubiesen podido suceder desde la visita previa. Si se aprecian cambios en la BMPA se realizara

la fotografia de segmento anterior correspondiente.

Visita de salida prematura del estudio:

- Cuantificacion de la Agudeza Visual Mejor Corregida (AVMC)
- Biomicroscopia de Polo Anterior (BMPA)

- Presidn intraocular (PIO)
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- Exploracion del fondo de ojo y registro opcional mediante retinografia y
autofluorescencia

- OCT

También, se recogeran los cambios en medicacidn concomitante y los acontecimientos
adversos que hubiesen podido suceder desde la visita previa, asi como el motivo y fecha de la
salida del estudio del paciente. Si se aprecian cambios en la BMPA se realizara la fotografia de

segmento anterior.
Visita no programada:

Se especificara qué motivo la necesidad de una visita no programada.

Las pruebas a realizar dependeran de lo que motivo la visita, especificando qué procedimientos
no se llevaron a cabo. Ademas, se recogeran los cambios en medicacién concomitante y los
acontecimientos adversos que hubiesen podido suceder desde la visita previa. Si se aprecian

cambios en la BMPA se realizard la fotografia de segmento anterior correspondiente.
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:':;:‘ Visita 0 (TX) V1 va Vi V4 Vs Ve NP sP
Dia VB +7 VO+1 VO+7 V0+30 V0+80 VO+180 V0+360
Ventana +2/-4 Dlas +2 Dias +/2 Dias +2 Dias +2 Dias +/2 Dias +2 Dias
Consentimiento Informado "
Criterios Inclusion v s
Historia clinica v s v s s s 7 s s /s
Sintomas y signos /
Patologla actual v
Medicacion concomitante v v v v ¥ v ¥ v v v
AVMC ETDRS v v v v v v v v
Electrofisiologia v v v v
BMPA v v v v v v v v v v
PIO v v v v s v v v v v
Fondo de Ojo v v v v v v v v v v
Fotografia de fondo v o U Ca U Ca
Autofluorescencia ' U e Ci L U
gﬁ:‘?ﬁ:“a segmento o e e e " 7 " 7
ocT v v v v v v v
Analitica VSG - Proteina C v
Serolologla 7
Tratamiento v
Evaluacion seguridad 7
postTX
Acontecimientos adversos v v + J v v 7 7/ 7

Las pruebas marcadas con * solo se realizaran en caso de hallazgos en la exploracién del polo
anterior. Las marcadas con ** quedan a discrecion del investigador.

Figura 23. Cronograma de actividades para realizar en las visitas programadas

4.3.7 Acontecimientos adversos

Se define como acontecimiento adverso todo acontecimiento que ocurra durante el estudio
clinico, ya se trate de una enfermedad intercurrente o accidente, y altere el bienestar del
enfermo. El acontecimiento podra adoptar también la forma de una anomalia de laboratorio.
El termino acontecimiento adverso no implica ninguna relacion causal con el tratamiento del

estudio.
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Todos los acontecimientos adversos, incluidas las enfermedades intercurrentes, seran

notificados y documentados segun se describe mds adelante.

Los acontecimientos adversos seran divididos en las categorias de graves y no graves, que
determinan el procedimiento a seguir para la notificacién y documentacién de los mismos.
4.3.7.1 Acontecimientos adversos graves

Se define como acontecimiento adverso grave:

¢ Todo acontecimiento que cause la muerte o amenace la vida del enfermo.

¢ Todo acontecimiento que provoque una discapacidad permanente.

¢ Todo acontecimiento que requiera o prolongue la hospitalizacién.

¢ Todo acontecimiento que suponga cancer, anomalias congénitas o sea consecuencia de una

sobredosis (administracién de una dosis mayor de la estipulada).

4.3.7.2 Acontecimiento adverso no grave

Los acontecimientos adversos que no pertenezcan a ninguna de las categorias citadas
anteriormente se calificardn como no graves.

4.3.7.3 Clasificacion de la gravedad y relacién con el tratamiento

Clasificacion de la gravedad

Con independencia de que el acontecimiento adverso sea clasificado como grave o no grave
(véase apartados anteriores), su intensidad serd evaluada como leve, moderada o severa de

acuerdo con criterios exclusivamente médicos.

¢ Leve: No impide las actividades rutinarias
* Moderado: Interfiere las actividades rutinarias

¢ Severo: Imposibilita las actividades rutinarias.

Debe tenerse en cuenta que un acontecimiento adverso severo no necesariamente debe ser

grave y que un acontecimiento adverso grave no siempre es, por definicién, severo. Todos los
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acontecimientos adversos graves, con independencia de su severidad, se notificaran segln se

describe anteriormente.

Relacion con el tratamiento

El investigador debe intentar explicar cada acontecimiento adverso y valorar su relacién con el
tratamiento de prueba (probable, posible, sin relacion). Los criterios para establecer la relacion

entre las reacciones adversas clinicas y la medicacion del estudio comprenden:

Probable: Se considera que el acontecimiento adverso guarda una probable relacién con el

producto en investigacion (Pl) si redne los tres criterios siguientes:

1. Existe una relacidon temporal razonable entre la administracion del medicamento y el

acontecimiento adverso y

2. Se cumplen cualquiera de los siguientes criterios:
El acontecimiento adverso es un ejemplo tipico de reaccidn adversa al Pl conocida, de tal
manera que:

- Sise continda el tratamiento, persiste el acontecimiento adverso.

- Sicesa la administracion del producto, desaparece el acontecimiento adverso.

- Sise produce una reexposicion, reaparece el acontecimiento adverso.

3. En caso de que exista otra explicacion del acontecimiento adverso (tratamiento
concomitante, enfermedad intercurrente), esta explicacién es menos probable como causa del

acontecimiento adverso.
Posible: Se considera como reaccion adversa posiblemente relacionada con el Pl, aquella que
cumpla los dos criterios siguientes:

1. Existe una relacion temporal razonable entre la administracion del Pl y el acontecimiento

adverso.

2. No se cumple ninguno de los criterios establecidos en el punto 2 anterior (probable) o existe

otra explicacion alternativa mas verosimil del acontecimiento adverso.
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Sin relacién: Se catalogard el acontecimiento adverso como hecho sin relacién con el Pl cuando

cumpla alguno de los siguientes requisitos:

1. No se observa una relaciéon temporal razonable entre la administraciéon del medicamento y

el inicio de la reaccion adversa.

2. No resulte plausible desde el punto de vista bioldgico la relacién causal entre el Pl y el

acontecimiento adverso.

3. Exista otra explicacidn alternativa mas verosimil del acontecimiento adverso.

4.3.7.4 Monitorizacidn, notificaciéon y documentacion de los acontecimientos adversos

Se llevard a cabo por una CRO.

4.3.8 Consideraciones éticas y legales

43.8.1 Comité Etico (Helsinki)

El EECC se realizara en conformidad con los principios de la Declaracion de Helsinki (1964)

revisada por Ultima vez en Fortaleza (2013) y con las Normas de Buena Practica Clinica (NBPC).

El estudio sera realizado después de que se haya obtenido la aprobacién de protocolo por el
Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del centro, de acuerdo con la legislacién local, y tras

la autorizacion de la Agencia Espafiola del Medicamento.

El comité ético recibird los siguientes documentos:

¢ Protocolo.

¢ Hoja de Informacidn al Paciente y Pagina de Consentimiento Informado.

¢ Manual del Investigador o Resumen de las Caracteristicas del Producto.

¢ Enmiendas al protocolo

¢ Informe de los acontecimientos adversos graves y reacciones adversas al farmaco no
esperadas, que pudieran poner en peligro la seguridad del paciente, de acuerdo con la

normativa vigente.
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Los pacientes participantes en el estudio seran informados del curso del estudio y del
almacenamiento de sus datos personales. Serdn informados del caracter voluntario de su
participacion en el estudio y de la posibilidad de retirarse sin ningln perjuicio. Se obtendra el
Consentimiento Informado por Escrito de los pacientes. Los datos y resultados de los exdmenes
recogidos en este estudio son confidenciales. Estos podran uUnicamente ser revisados o

transmitidos dentro del ambito del Consentimiento Informado por Escrito.

4.3.8.2 Consentimiento informado

El paciente debe otorgar su consentimiento antes de ser admitido en el estudio clinico. El
medico habra de explicar la naturaleza, propdsitos y posibles consecuencias del ensayo clinico,
de una manera comprensible al paciente. La informacién proporcionada por el medico debera

ser también registrada.

El sujeto del estudio otorgara su consentimiento, firmando el modelo correspondiente. El
investigador recibird un nimero adecuado de modelos de consentimiento informado a través

del Promotor. A este fin cada modelo debe llevar la firma del investigador y del paciente.

El investigador no iniciara ninguna investigacidén correspondiente al ensayo hasta que haya

obtenido el consentimiento del paciente.

El modelo de hoja de informacién al paciente y consentimiento informado se encuentra en

anexo aparte (anexo 3).

4.3.8.3 Confidencialidad

Todos los datos de los pacientes se guardaran con estricta confidencialidad. Los datos de
filiacion de los pacientes no estaran vinculados con sus datos clinicos en ningin momento, salvo

en caso de requerimiento por las autoridades competentes.

Unicamente el personal del equipo investigador y el monitor o persona designada por el
promotor tendra acceso directo al historial clinico del paciente. Salvo requerimiento del comité
ético o las autoridades competentes, el acceso al historial sera restringido a los actores

enumerados anteriormente.
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El paciente debera firmar un Formulario de Confidencialidad donde da su consentimiento para

el acceso a las entidades y/o personas arriba descritas.

4.3.9 Consideraciones Practicas

4.39.1 Responsabilidades segun las normas de buenas practicas clinicas

Responsabilidades del Promotor

1. Establecer y mantener un sistema de garantias y control de calidad, con procedimientos
normalizados de trabajo (PNT) escritos, de forma que los ensayos sean realizados y los datos
generados, documentados y comunicados de acuerdo con el protocolo, las normas de buena

practica clinica y lo dispuesto en el Real Decreto RD 223/2004.

2. Firmar, junto con el investigador que corresponda, el protocolo y cualquiera de sus

modificaciones.

3. Seleccionar al investigador mds adecuado segln su cualificacion y medios disponibles, y

asegurarse de que este llevara a cabo el estudio tal como estd especificado en el protocolo.

4. Proporcionar la informacién basica y clinica disponible del producto en investigacién y

actualizarla a lo largo del ensayo.

5. Solicitar el dictamen del Comité Etico de Investigacién Clinica y la autorizacién de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, asi como suministrarles la informacién y
recabar las autorizaciones que procedan, sin perjuicio de la comunicacién a las comunidades
auténomas, en caso de modificacidn o violacidn del protocolo o interrupcion del ensayo, y las

razones para ello.

6. Suministrar de forma gratuita los medicamentos en investigacidn, garantizar que se han
cumplido las normas de correcta fabricacién y que las muestras estan adecuadamente
envasadas y etiquetadas. También es responsable de la conservacion de muestras y sus
protocolos de fabricacion y control, del registro de las muestras entregadas y de asegurarse que

en el centro donde se realiza el ensayo existird un procedimiento correcto de manejo,
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conservacién y uso de dichas muestras. Excepcionalmente, se podran acordar con el centro

otras vias de suministro.
7. Designar el monitor que vigilara la marcha del ensayo.

8. Comunicar a las autoridades sanitarias, a los investigadores y a los Comités Eticos de
Investigacidn Clinica involucrados en el ensayo las sospechas de reacciones adversas graves e

inesperadas de conformidad con lo establecido en los articulos 43 a 46. (R.D. 223/2004).

9. Proporcionar al investigador y al Comité Etico de Investigacion Clinica, de forma inmediata,

cualquier informacidén de importancia a la que tenga acceso durante el ensayo.

10. Proporcionar compensacién econdmica a los sujetos en caso de lesibn o muerte
relacionadas con el ensayo. Proporcionar al investigador cobertura legal y econdmica en estos
casos excepto cuando la lesidn sea consecuencia de negligencia o mala practica del

investigador.

11. Acordar con el investigador las obligaciones en cuanto al tratamiento de datos, elaboracidn
de informes y publicacion de resultados. En cualquier caso, el promotor es responsable de

elaborar los informes finales o parciales del ensayo y comunicarlos a quien corresponda.

12. El promotor dispondra de un punto de contacto, donde los sujetos del ensayo puedan

obtener mayor informacidn sobre este, que podra delegar en el investigador.

4.3.9.2 Responsabilidades del Monitor

1. Trabajar de acuerdo con los procedimientos normalizados de trabajo del promotor, visitar al
investigador antes, durante y después del ensayo para comprobar el cumplimiento del
protocolo, garantizar que los datos son registrados de forma correcta y completa, asi como
asegurarse de que se ha obtenido el consentimiento informado de todos los sujetos antes de

su inclusién en el ensayo.

2. Cerciorarse de que los investigadores y el centro donde se realizard la investigacion son

adecuados para este propésito durante el periodo de realizacidn del ensayo.
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3. Asegurarse de que tanto el investigador principal, como sus colaboradores, han sido
informados adecuadamente y garantizar en todo momento una comunicacién rapida entre

investigador y promotor.
4. Verificar que el investigador cumple el protocolo y todas sus modificaciones aprobadas.

5. Comprobar que el almacenamiento, distribucidn, devolucion y documentaciéon de los

medicamentos en investigacion es seguro y adecuado.
6. Remitir al promotor informes de las visitas de monitorizacion y de todos los contactos
relevantes con el investigador.

4.39.3 Responsabilidades del Investigador

1. Estar de acuerdo y firmar junto con el promotor el protocolo del ensayo.
2. Conocer a fondo las propiedades de los medicamentos en investigacion.

3. Garantizar que el consentimiento informado se recoge de conformidad a lo establecido en el

R.D. 223/2004.
4. Recoger, registrar y notificar los datos de forma correcta y garantizar su veracidad.
5. Notificar inmediatamente los acontecimientos adversos graves o inesperados al promotor.

6. Garantizar que todas las personas implicadas respetaran la confidencialidad de cualquier
informacidn acerca de los sujetos del ensayo, asi como la proteccidn de sus datos de caracter

personal.

7. Informar regularmente al Comité Etico de Investigacién Clinica de la marcha del ensayo.

8. Corresponsabilizarse con el promotor de la elaboracién del informe final del ensayo, dando
su acuerdo con su firma.

4.39.4 Informe del estudio clinico / Publicacién

Estas se ajustaran a lo dispuesto en el Real Decreto 223/2004 de 6 de febrero, por el que se

regula los Ensayos Clinicos con medicamentos, articulo 38, que recoge el siguiente texto:
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1. El promotor esta obligado a publicar los resultados, tanto positivos como negativos, de los

ensayos clinicos autorizados en revistas cientificas.

2. Se hardn constar los fondos obtenidos por el autor por o para su realizacién y las fuentes de

financiacién.
3. Se mantendra en todo momento el anonimato de los sujetos participantes en el ensayo.

4. Los resultados o conclusiones de los ensayos clinicos se comunicaran preferentemente en
publicaciones cientificas antes de ser divulgados al publico no sanitario. No se daran a conocer
de modo prematuro o sensacionalista procedimientos de eficacia todavia no determinada o

exagerar ésta.

5. La publicidad de productos en fase de investigacion clinica estd absolutamente prohibida, tal

como se recoge en la Ley 34/1998, de 11 de noviembre, General de Publicidad.

4.39.5 Monitorizacion y Auditoria

La monitorizacién incluye una explicacion de los procedimientos y la logistica del estudio, la
entrega de la medicacion de estudio, materiales y documentos, la recogida de los Cuadernos
de Recogida de datos (CRD) y su comprobacion de que estén completos y admisibles. También
incluye la revisién, recuento y devolucidon de la medicacién de estudio, materiales vy
documentos. Todos los procedimientos de monitorizacidn serdn documentados por escritoy la

monitorizacién serd llevada a cabo de acuerdo con los respectivos PNTs del Promotor.

Los monitores visitaran los centros cada mes, exceptuando circunstancias excepcionales como
puedan ser las debidas a un nimero inesperado de acontecimientos adversos graves o

reacciones adversas graves en un determinado centro.

El investigador esta obligado a tener suficiente tiempo durante las visitas de monitorizacion.
Todos los documentos del estudio, asi como la documentacién fuente deben estar disponibles

y completos en el momento de las visitas de monitorizacidn.

Toda la documentacién del ensayo estard accesible a las auditorias de las autoridades sanitarias

o vigilancia.
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Todos los CRD, su cumplimentacién y admisibilidad, deberan ser comprobados por los
monitores o auditores, y cada cuaderno tendra que incluir al menos los siguientes datos: edad
e iniciales del paciente, nUmero del paciente, enfermedad de estudio y enfermedades y terapias
concomitantes, referencia a la participacion del estudio (estudio y nimero de Aleatorizacidn,
tipo de farmaco), fecha de visitas al investigador, breve descripcion de preocupaciones

referentes a acontecimientos adversos.

Los documentos del estudio, por ejemplo, el archivo del investigador y los CRDs deberan ser
almacenados en un lugar de acceso restringido y condiciones idéneas al menos durante 15

anos.

4.3.9.6 Enmiendas al protocolo

Cualquier cambio del protocolo serd documentado como enmienda y sera aprobado por el
comité ético de referencia. En caso de que estas enmiendas afectaran a la hoja de informacion
al paciente y/o consentimiento informado, éstas tendrdn que ser adaptadas, debiendo

conservarse copia de las versiones antiguas de los documentos actualizados.

Las autoridades reguladoras y Comités Eticos tendran que ser notificados de cualquier cambio

relevante del protocolo.

4.3.10 Andlisis estadistico y tratamiento de datos

4.3.10.1 Tamano muestral

El nimero de pacientes a reclutar para este estudio sera de 5, dicha cifra concuerda con los
requisitos de un ensayo clinico de similares caracteristicas y con la prevalencia de la
enfermedad en la poblacidn que abarcan los centros médicos mencionados durante el periodo

de duracién del estudio.

4.3.10.2 Analisis estadistico

El analisis estadistico estarad limitado al nimero de pacientes evaluados. Las variables
cualitativas serdn expresadas en porcentajes de frecuencia. Las variables cuantitativas serdn

evaluadas dependiendo de su distribucién normal y en la homogeneidad de sus varianzas.

118






5. LIMITACIONES







5. LIMITACIONES

5 LIMITACIONES

El presente trabajo tiene una serie de limitaciones que deben tenerse en cuenta previamente

a la discusion de los resultados y a la hora de valorar las conclusiones obtenidas.

Con respecto al estudio in vivo, la no realizacidn de pruebas de funcionalidad visual en los
animales, como la electrorretinografia, no permite conocer si las MSV producen algun tipo de
deterioro de la funcidn visual. Al tratarse de animales sanos, se desconoce si la presencia de
procesos inflamatorios en el NO y/ o la retina pueden facilitar la migracién de las MSV hacia
capas internas retinianas o hacia otros tejidos oculares/extraoculares. Tampoco se ha
estudiado “eficacia” sobre alguno de los modelos animales de NOIANA. La técnica FISH utilizada
para determinar la localizacion de las MSV solamente permitiéd una valoracidon cualitativa
(ausencia o presencia de las MSV en los tiempos evaluados), por lo tanto, se desconoce si la
concentracion celular administrada influye en la supervivencia del PEl a lo largo del tiempo. No
se ha profundizado en la “migracién” de las MSV hacia la cabeza del NO. Los tiempos evaluados
se limitaron a dos y seis semanas, seria necesario evaluar un tiempo intermedio para confirmar

si las MSV sobreviven al menos cuatro semanas tras la inyeccion.

Con respecto al estudio in vitro, el cultivo de MSV se aleja un poco de lo que ocurre tras una
inyeccion intravitrea, porque las MSV cultivadas son confluentes y se adhieren a la superficie
de los pocillos, mientras que, tras la inyeccién intravitrea, la mayor parte de las MSV se
encuentran suspendidas en el vitreo, y se desconoce si estando en suspensidn son capaces de
secretar los factores neurotréficos evaluados. En relacién con los factores secretados por las
MSYV, al evaluar solamente tres factores neurotréficos, se desconoce si las MSV son capaces de
secretar otros factores que promuevan la supervivencia de las células retinianas en

degeneracion.
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6 DISCUSION

6.1 Estudio in vivo

En el presente trabajo se ha estudiado la biocompatibilidad de las células madre
mesenquimales (MSV, PEI 15-007), administradas por via intravitrea en conejos pigmentados
inmunocompetentes, con la finalidad de demostrar la seguridad preclinica de estas células
previamente a su uso en seres humanos, especificamente en un ensayo clinico fase Il para el

tratamiento de pacientes con NOIANA.

Se decidid utilizar conejos sin patologia ocular ya que los objetivos de este trabajo se orientaron
a demostrar la tolerancia de las MSV a nivel intraocular y a descartar la migracion sistémica. No
se desarrollé un modelo animal de NOIANA debido a que no se pretendio estudiar eficacia. Por
otra parte, los conejos no fueron inmunosuprimidos a pesar de utilizar células humanas para

demostrar el privilegio inmune del que gozan estas células (MSV, PEI 15-007).

En la literatura, existen diversos modelos animales de NOIA descritos en roedores y en primates
no humanos. El primer modelo animal fue realizado en ratas en el afio 2003,%° dos afios después
se desarroll6 el modelo de NOIA en ratdn,?® y en el afio 2008 se desarrollé el mismo modelo en
primates Maccaca mullata (rhesus monkey).®* En estos modelos, se utiliza un colorante (rosa
de bengala) por via intravenosa que es activado mediante un laser de doble frecuencia —
Yttrium Aluminum Garnet (Fd-Yag) que genera la trombosis capilar de la cabeza del NO.%
Aunque son modelos utiles para la evaluacion de los cambios electrofisiolégicos e histolédgicos
que ocurren tras la isquemia de la cabeza del nervio dptico,* tienen el inconveniente de no
simular la verdadera patogenia de la NOIANA, que se debe a una hipoperfusion transitoria de
la circulacién de la cabeza del nervio éptico® y no a una trombosis capilar de la cabeza del NO

como ocurre verdaderamente en una NOIAA.Y

A pesar de que la mayoria de los estudios de seguridad similares al presente trabajo utilizan
roedores (ratones y ratas) como animales de experimentacién,3% %6 en este estudio se utilizaron

conejos debido a que son animales que tienen mayores similitudes anatédmicas, histoldgicas y
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fisioldgicas con el ojo humano en comparacion con los modelos murinos.®”-*° En este sentido,
mientras que el volumen vitreo del ratdn (5 pL)' representa tan solo un 0,1% del humano, el
volumen vitreo del conejo (1,15ml) representa un tercio del volumen vitreo humano (4ml)1°! lo
gue ha permitido administrar un mayor volumen y por lo tanto un mayor nimero de células en
comparacién con los estudios realizados en modelos murinos,®® %2 y o que ademas permite

extrapolar de forma mas sencilla los resultados obtenidos para su utilizacion en humanos.

Las dosis celulares utilizadas en este estudio fueron calculadas en funcién de las
concentraciones celulares utilizadas en estudios preclinicos similares,®” 192 asi como también a
partir de EECC con MSC que actualmente se encuentran en desarrollo (NCT01531348,
NCT023330978). Sin embargo, el rango de dosis en estos estudios oscila notablemente (entre
1x10° y 4x108cels/ml). La dosis “alta” utilizada en este trabajo también dependié del didametro
de las células (7 - 20um) y del calibre de la aguja utilizada para la inyeccidn intravitrea, de
forma que se asegurara una viabilidad celular 290% a su paso por la aguja. La dosis “baja” sirvié
para establecer el comportamiento celular en funcién de la agregacién celular, asi como
también para analizar los efectos clinicos observados en comparacién con la dosis “alta” y para

determinar la dosis “mejor tolerada” para su utilizacién en el ensayo clinico.

La razén de usar conejos machos en la segunda fase de este estudio, aparte de confirmar la
tolerancia de la dosis celular escogida, residid en la evaluacion de la posible migracion de las
MSV a las génadas masculinas y asi descartar la afectacion a la descendencia (recomendacién
realizada por parte del comité preclinico de la AEMPS). En esta fase no se utilizdé grupo control
en base al principio de las “3 Rs” (Reemplazar, reducir y refinar),%* por el cual se rige el uso de

animales para investigacion cientifica.

Por otra parte, se ha estudiado que el efecto terapéutico de las MSC estd mediado
principalmente por la secrecién paracrina de citoquinas, factores neurotréficos e
inmunomoduladores.®® En este sentido, las MSC han sido utilizadas en diversos modelos
murinos de patologias retinianas y del NO.%® 192. 105 En estos estudios se han administrado las
MSC de tres maneras, la inyeccién intravenosa, el trasplante subretiniano y la inyeccién

intravitrea.®® La administracidn sistémica (via intravenosa), se basa en la capacidad de
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migracién o homing que tienen las MSC, es decir, una vez administradas por via sistémica, las
MSC son capaces de migrar hacia tejidos dafiados para llevar a cabo sus acciones terapéuticas.>®
El trasplante subretiniano se basa en la propiedad de inmunoprivilegio que tienen las MSC y
ademads es la forma en que las células se encuentran mas cerca del tejido afectado, lo que
facilita la migracidn, la integracidn y la diferenciacion de las células trasplantadas. Por su parte,
la via intravitrea representa otra de las vias de administracion local, es menos traumatica para
el globo ocular y permite administrar un mayor volumen celular con respecto al trasplante
subretiniano, y segun los estudios mencionados, se considera como la via mas adecuada para

evaluar el efecto paracrino de los factores que secretan las MSC.>!

Tomando en cuenta que la cavidad vitrea tiene facil acceso y se considera un buen reservorio
de farmacos para el tratamiento de enfermedades intraoculares,®® se decidié administrar el PEI
en estudio mediante inyeccion intravitrea. Esta via de administracidn ha permitido generar el
menor dafio posible a los tejidos oculares, administrar un mayor nimero de células que las que
se hubiesen podido administrar mediante trasplante subretiniano®! y ademas ha permitido

evaluar el comportamiento migratorio de las células tras la inyeccion.

En relacion a los resultados de la evaluacion clinica en este estudio in vivo, tales como el
incremento progresivo del peso y la ausencia de formacién de tumores o enfermedades
sistémicas en los conejos, se confirma la ausencia de efectos adversos relevantes por parte de
las MSV en los animales utilizados y coincide con otros estudios preclinicos de seguridad
similares desarrollados en modelos murinos, en los que no se observaron alteraciones en los
diversos 6rganos examinados (corazén, pulmones, higado, bazo, ojos, rifiones e intestino).1%
107 Los escasos hallazgos observados en la exploracién del polo anterior, tales como la
congestion conjuntival leve y la inflamacidn leve del iris en algunos de los conejos de los grupos
experimentales, no se consideraron clinicamente relevantes ya que ambos fueron transitorios
y remitieron espontdneamente. Por otra parte, la catarata desarrollada por uno de los conejos
del grupo control es posible que se deba al procedimiento de la inyeccidn intravitrea, ya que la
catarata representa una de las principales complicaciones de la inyeccién intravitrea de
farmacos,*® y ademas, estos animales tienen un cristalino muy voluminoso que puede favorecer

el roce de la aguja con la capsula posterior del cristalino durante la inyeccién.
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Las opacidades vitreas retrolentales y prepapilares presentes en algunos de los conejos de los
grupos experimentales fueron mds acentuadas en los conejos que recibieron la dosis alta, sin
embargo, no estuvieron asociadas a la presencia de inflamacién vitrea o de hemorragias
retinianas, desprendimientos de retina o edema de la cabeza del nervio dptico en ningln caso.
Estudios similares realizados en modelos murinos'®”- 1% muestran que las células inyectadas por
via intravitrea suelen formar cumulos celulares en el vitreo, sin embargo, debido a que la
cavidad vitrea de los ratones y ratas es muy pequefia, estos estudios no aportan informacion
detallada acerca de la zona del vitreo donde se agrupan las células y pudieran no ser
extrapolables al ser humano. En este sentido, los resultados del presente estudio muestran que
las células tienden a migrar hacia el vitreo retrolental y hacia el vitreo prepapilar, mientras que
otra parte de las células suelen quedarse en el vitreo adyacente a la zona de la inyeccién. La
migracidn hacia el vitreo retrolental ha hecho tomar la decisién de afiadir como parte de los
criterios de inclusion en el protocolo de ensayo clinico a pacientes pseudofaquicos, con la
finalidad de evitar que esta localizacidn de las células inyectadas pudiera acarrear en los
pacientes faquicos la formaciéon de una catarata, y por lo tanto, dificultar las exploraciones

oftalmolégicas a lo largo del seguimiento.

Parece un hallazgo interesante la migracién observada hacia el vitreo prepapilar, ya que de cara
a la patologia de estudio y basados en el principio de homing de las MSC esta migracion seria
favorable ya que las células se situarian mads cerca del tejido afectado para poder ejercer sus
propiedades paracrinas.>® Estudios similares también han descrito que las MSC inyectadas en
la cavidad vitrea adoptan cumulos grandes de células que producen mejoras en la funcién
retiniana mediante una accién paracrina transitoria en el tejido adyacente (evaluado mediante
electrorretinografia).!”” No obstante, el presente estudio preclinico no fue disefiado para

evaluar eficacia y por ello no se realizaron pruebas de funcionalidad retiniana.

De forma similar a lo descrito en estudios relacionados con la inyeccién intravitrea de
farmacos,® 1% |a P10 en todos los ojos tratados aumenté inmediatamente tras las inyecciones.
Esto es debido al aumento de volumen que se genera y es un hallazgo habitual que ocurre tras
la inyeccién de farmacos intravitreos en humanos.'® Ademas, los resultados de este estudio

muestran que la PIO regresé a valores normales sin ningun tratamiento hipotensor 24 horas
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después de la inyeccién, y las oscilaciones durante el periodo de seguimiento no fueron
estadisticamente significativas en ninguno de los grupos experimentales con respecto al grupo
control. Aunque no existen estudios similares que evalien la evolucién de la PIO tras la
inyeccion intravitrea de MSC, estudios realizados en modelos murinos de glaucoma han
descrito que las MSC inyectadas por via intravitrea o intracamerular mejoran la PIO, lo que

relacionan con una mayor supervivencia de las RGC a nivel histolégico.10> 110

En el presente estudio, los hallazgos histoldgicos observados en los tejidos oculares y sistémicos
muestran que la inyeccién del PEI no afecté a la estructura de la cérnea, del dngulo iridocorneal,
de la retina ni del nervio dptico, asi como tampoco se observaron alteraciones en el estudio del
higado, el bazo y las gdénadas. Al realizar un andlisis general de los hallazgos clinicos e
histolégicos, se pudo determinar que ambas dosis de MSV fueron bien toleradas por los conejos
hembras, no obstante, los animales que recibieron la dosis “alta” mostraron mas opacidades
vitreas, probablemente debido a una mayor aglomeracién de las células inyectadas. Por esta
razon, se utilizé la dosis “baja” en los conejos machos como la dosis “mejor tolerada” del PEI.
En este sentido, los hallazgos observados en los conejos machos fueron similares a los
obtenidos en los conejos hembras, por lo que se ratificé nuevamente la tolerancia a nivel ocular

y sistémico del PEl evaluado.

Ha de tenerse en cuenta que las células administradas por via intravitrea en los conejos fueron
de origen humano. Gracias a la baja inmunogenicidad que generan,*® las MSV fueron bien
toleradas sin necesidad de inmunosuprimir a los conejos, incluso aunque se traté de un
trasplante xenogénico, es decir entre especies diferentes. Se realizé este tipo de trasplante ya
que, con vistas a la traslacion clinica, es necesario realizar los ensayos preclinicos en animales
con las mismas células que se van a emplear en el EECC en humanos. De esta manera se
posibilita que los efectos demostrados en las fases preclinicas puedan verse reflejados en las
posteriores fases clinicas. En diversos trabajos también se ha descrito que las MSC humanas no
producen reaccidn de rechazo inmune cuando son trasplantadas en la superficie ocular de
ratones, ratas y conejos sin inmunosuprimir.}'"113 Sin embargo, solo existen dos trabajos
publicados en los que se administraron MSC humanas por via intravitrea en animales, un

modelo murino de diabetes y otro de degeneracién retiniana, ambos sin inmunosuprimir, en
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los cuales no se observé reaccidn de rechazo.'% De esta manera, el presente estudio in vivo es

el Unico realizado en conejos y el tercero realizado en animales inmunocompetentes.

En relacion a la localizacion, supervivencia y posible migracién de las MSV, en el presente
proyecto se decidié utilizar la técnica FISH con sondas especificas para cromosomas humanos
para identificar a las MSV, de forma similar a otros estudios preclinicos en modelos murinos en
los que se utilizé esta técnica para identificar MSC humanas.'* 11> No obstante, la mayoria de
los estudios preclinicos evaltan la migracidn celular mediante el marcaje de las células antes de
su inyeccion con diversos colorantes como la 5-bromo-2-deoxiuridina (BrdU), colorantes
fluorescentes de membrana (PKH26, CM-Dil),%% 102 o incluso con nanoparticulas de oro.'1 Estas
opciones podrian ser mas rapidas y sencillas, sin embargo, el comité preclinico de la AEMPS
recomienda estudiar las células sin generar modificaciones en el PEl, con la intencién de
mantener las mismas condiciones en el EECC, por ello, en el presente estudio se optd por no

premarcar las células previamente a su inyeccién.

Se decidié evaluar la presencia de las MSV a las 2 y a las 6 semanas tras la inyeccion, con la
finalidad de determinar si las células sobrevivian mas alld de 5 semanas, que es lo que han
determinado diversos estudios realizados en modelos murinos de patologias retinianas, en los
gue se ha visto que las MSC inyectadas en la cavidad vitrea sobreviven al menos de 4 a 5
semanas y durante este tiempo son capaces de producir factores como el BDNF, el CNTF y el
bFGF que promueven la supervivencia de las RGC.%% 192 En este sentido, las células fueron
identificadas en la cavidad vitrea de las muestras analizadas a las 2 semanas, especificamente
en zonas adyacentes a la retina y a la cabeza del nervio éptico, mientras que no fueron
identificadas en el interior de las capas retinianas o en otros tejidos oculares. Es posible que
esto sea debido a la barrera que ejerce la membrana limitante interna de la retina, que a pesar
de tener poros, estos son muy pequefios (media de didmetro de 13,5 nm)*'7 y no permiten el
paso de las MSC ya que estas células son grandes con una media de didmetro de 17,9 um'*®y
por otra parte, la barrera hematorretiniana no permite que particulas extraias entren o salgan
del 0jo.'*® No obstante, los factores neurotréficos producidos por las MSC al ser moléculas muy
pequefias (13 a 23kDa),*?* 12! si podrian atravesar estas barreras y ejercer su efecto paracrino

sobre la retina y el NO.% 102
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Por otra parte, la no identificacién de las MSV (PEI 15-007) en las muestras evaluadas a las 6
semanas no permite confirmar que las células sobrevivan hasta este momento. Es posible que
no hayan sido identificadas porque las células degeneren y por lo tanto, no hayan podido ser
detectadas mediante la técnica FISH. No obstante, la ventana terapéutica en la patologia de
estudio, descrita en modelos murinos, se limita a las dos primeras semanas tras el evento
isquémico,3 esto hace que la supervivencia de las MSV (PEI 15-007) de al menos 2 semanas
tras la inyeccidon, con la correspondiente accidn paracrina de los factores neurotroéficos, se
considere suficiente para que el PEl en estudio, administrado de forma precoz, pueda mitigar

la degeneracion de las RGC y de sus axones, durante la fase aguda de la NOIANA.

El higado y el bazo fueron evaluados para determinar la migracion sistémica de las MSV, por
recomendacién de la UPC del IBGM por tratarse de los 6rganos relacionados con el filtrado y la
depuracidn de las células sanguineas.’?? 123 No se identificaron las MSV en estos 6rganos, de
manera que se puede descartar la migracion sistémica hacia estos tejidos hematopoyéticos al
menos en estos animales de experimentacién. También es importante resaltar que no se han
identificado las MSV en los tejidos gonadales (ovario y testiculo), lo cual ha permitido descartar
la migraciéon de estas células hacia dichos érganos y, por lo tanto, descartar una posible
influencia de las MSV sobre las células germinales y la descendencia. Con respecto a otros
estudios similares descritos en la literatura, la localizacion de las MSC se limitd a los tejidos
oculares,%% 102 107 hor |o tanto, no se han encontrado estudios publicados relacionados con la

migracidn sistémica de MSC tras inyeccidn intravitrea.

Con los resultados clinicos, histoldgicos e inmunohistoquimicos obtenidos in vivo, se ha
demostrado de forma preclinica la biocompatibilidad de la inyecciéon intravitrea de las MSV
(PEI15-007) en conejos pigmentados e inmunocompetentes. Estos resultados han sido
necesarios para la aprobacién del ensayo clinico planteado para el tratamiento de pacientes

con NOIANA.
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6.2 Estudio in vitro

Se ha estudiado la secrecién in vitro de factores neurotroficos por parte de las células madre
mesenquimales (MSV, PElI 15-007) en cocultivo con neurorretinas porcinas, asi como su
potencial efecto neuroprotector hacia las RGC, con la finalidad de demostrar la eficacia
preclinica de estas células previamente a su utilizacién en humanos, especificamente en el

ensayo clinico fase Il disefiado para pacientes con NOIANA.

Los cultivos organotipicos de retina representan una herramienta util para el estudio de la
fisiopatologia de los procesos de degeneracion retiniana.'?* 2> Estos cultivos, tienen la
peculiaridad de reproducir las dindmicas funcionales neurorretinianas, basadas en la
interaccion entre las diferentes células que constituyen este tejido complejo. Por esta razén, el
cultivo organotipico de retina neural resulta ser superior a los cultivos de células disociadas, en
los cuales tales dindmicas estdn ausentes.!?® De esta manera, los modelos de cultivo
organotipico de retina permiten el ensayo de medicamentos y la evaluacién de la toxicidad
farmacoldgica,?” 128 el estudio de los efectos de moléculas como los factores de crecimiento,?®

y del cocultivo con células madre,*3° de una forma mds cercana a los procesos in vivo.

En la actualidad, los cultivos organotipicos de retina se utilizan de forma activa y eficaz para
ampliar los conocimientos acerca de las patologias retinianas. En este sentido, el Grupo de
Retina del IOBA ha empleado este modelo in vitro para estudiar los procesos de inflamacién y
cicatrizacion retiniana, asi como diferentes estrategias de neuroproteccion y mas
recientemente para estudiar la toxicidad del perfluoro-octano (in press) en un modelo
organotipico de NR porcina.8 8 131 QOtros grupos internacionales también han publicado
notables trabajos, donde destacan el uso de estos modelos organotipicos para evaluar la
degeneracién de las RGC,3? el estudio de la toxicidad de medicamentos asi como sus efectos
sobre la supervivencia celular.’®® Una de las razones por las cuales se usa como modelo de
degeneracién de las RGC se basa en que los explantes de retina requieren de una axotomia
completa de las RGC, proceso que conduce a la muerte de estas células por degeneracion
retrégrada en modelos in vivo.?® De esta manera, la pérdida progresiva de RGC que ocurre en

los explantes de retina permite utilizarlos como modelos in vitro para evaluar los cambios que
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ocurren en las enfermedades degenerativas del NO asociadas a isquemia (NOIANA),

traumatismos o glaucoma.!3?

Por todo ello, se decidid utilizar un cultivo organotipico de NR como modelo experimental in
vitro para el desarrollo de este trabajo. Como origen animal para este modelo se eligié el cerdo
debido a que el ojo porcino es muy similar al humano, no solo en cuanto a tamafio del globo
ocular, sino también a la estructura de la retina.® Pese a las similitudes con la retina humana,
en la retina de cerdo, al igual que en las retinas de los demas mamiferos no primates, no hay
una verdadera macula, aunque si existe una banda central y horizontal (area centralis) que
atraviesa la retina, por encima del nervio éptico, donde se ha descrito la presencia de una
elevada densidad de fotorreceptores y de RGC, similar a la macula humana.?3 34 Por esta razén,
al obtener los explantes de neurorretina utilizados durante este estudio, se tomaron del area
centralis y solo se aislaron 3 explantes por retina de 5 x 5 mm cada uno aproximadamente,

como previamente ha sido descrito por el grupo de Retina del IOBA 8% 131

Con el objetivo de dotar a este modelo experimental de una mayor similitud con las condiciones
gue se producirian in vivo tras la inyeccidn intravitrea del PEI se decidié colocar los explantes
de NR con la ILM dispuesta hacia la membrana y cultivar las MSV en el fondo de los pocillos, de
modo que los factores secretados actuaran directamente sobre la GCL al contrario de los
desarrollado hasta el momento por el grupo de Retina del IOBA y de otros estudios sobre RGC
en cultivos organotipicos.'3% 133 E|l nimero de células sembradas por pocillo (30.000/pocillo o
3.125 células/cm?), fue suficiente para que las MSV alcanzaran la confluencia celular en los
pocillos al inicio del cocultivo, y corresponde con la concentracién utilizada en estudios
previos.'3 Como medio de cultivo para este estudio, se ha utilizado una dilucién 1:1 de medio
DMEM/HAM F12 suplementado con un 10% de suero fetal bovino con un 1% de L-glutamina, y
un 1% de antibidtico. Esta eleccidn ha venido marcada por la experiencia obtenida en un
estudio similar en el que observaron que la apoptosis de las RGC ocurria mas rapidamente
utilizando los medios convencionales (DMEM suplementado con Neurobasal A) en
comparacién con el DMEM/HAM F12.32 Por ello, a pesar de que el grupo del I0BA
mayoritariamente ha utilizado una combinacién de Neurobasal A con B-27 y SFB, que preserva

mejor a los fotorreceptores, y Neurobasal A/DMEM para cocultivos de NR y EPR/MSC,*3¢ en el
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presente estudio se optd por utilizar el medio DMEM/HAM F12 por estar orientado al estudio

de las CGR.

Los tiempos de estudio utilizados en el presente trabajo han sido escogidos tomando en cuenta
la experiencia obtenida en estudios similares realizados por nuestro grupo,® 131 136
descartandose tiempos mayores para evitar que hubiese una excesiva desestructuracién de la
retina, y especificamente una excesiva degeneracién de las RGC, que impidiese valorar
adecuadamente la existencia de diferencias entre las NR cocultivadas con MSV y las NR
cultivadas sin MSV. Por otra parte, la caracterizacion de las MSV realizada tras la finalizacidn
del experimento permitié confirmar que estas células mantienen su inmunofenotipo de MSC a

pesar de estar en cocultivo con NR porcinas.

Teniendo en cuenta que el dafo isquémico causado por un episodio de NOIANA genera la
apoptosis de las RGC por degeneracidn retrégrada,® parecié adecuado la blisqueda de factores
que influyeran en la supervivencia de las RGC y en la regeneracién neuronal. En este sentido,
se han relacionado diversos factores neurotroficos secretados por las MSC con los procesos de
supervivencia, diferenciacidon y migracidon neuronal, asi como con el crecimiento de las fibras
nerviosas.®? 63 De este modo, se conoce que el BDNF es una proteina que actia como factor de
crecimiento codificada por el gen BDNF. Ademads, es uno de los factores neurotréficos mas
estudiados, tanto in vivo3’ como in vitro, que ha demostrado un aumento en la supervivencia
de las RGC.'38 Es expresado por las RGC, las neuronas de interconexidn,3%14! |as células gliales
142,143y otras células nerviosas.}*#146 Entre sus funciones se incluyen mantener la supervivencia,
la diferenciacidn, el crecimiento de las fibras nerviosas y la plasticidad celular. Su mecanismo
de accién se produce por medio de la unién a su receptor (TrkB), lo que desencadena la

activacion de la proteina c-jun y la supresion de la caspasa-2.5°

El GDNF pertenece a la familia de ligandos del GDNF y también juega un papel muy importante
en los procesos de supervivencia, diferenciacion y migracién neuronal, asi como en el
crecimiento de las fibras nerviosas. En modelos murinos de glaucoma ha demostrado mejorar
la supervivencia de las RGC, disminuir la activacion del tejido glial y reducir la pérdida del grosor

de la capa plexiforme interna de la retina.®® ©°

135



6. DISCUSION

Por su parte, el CNTF pertenece a la familia de las citoquinas neuropoyéticas y es expresado
principalmente por los astrocitos. En modelos murinos de degeneracidn retiniana, ha
demostrado el aumento de la supervivencia de las RGC mediante la transduccién y la activacion
de la via de la transcriptasa 3 (STAT3), asi como también ha promovido la regeneracion de los

segmentos externos de los conos.%® &7

Los resultados del presente estudio muestran que las MSV son capaces de producir in vitro dos
de estos factores, el BDNF y el CNTF, no solamente cuando se cocultivan con NR sino también
cuando son cultivadas de forma aislada. No obstante, la secrecion de BDNF por parte de las
MSV cultivadas sin MSV decrece significativamente a lo largo del tiempo, mientras que la
secrecién de este factor por parte de las MSV cocultivadas con NR mantiene unos niveles de
secrecién similares a lo largo del tiempo, esta secrecion es significativamente mayor en
comparacién con la producida por las MSV cultivadas sin MSV en los tres tiempos de estudio
evaluados (24, 48 y 72 horas). En relacidn a la produccién de CNTF, los resultados de este
estudio muestran que las MSV cocultivadas con NR aumentan de forma progresiva la secrecion
diaria de este factor siendo estadisticamente significativa a las 72 horas. A diferencia de lo que
ocurre con el BDNF, la cantidad de CNTF producido por las MSV cultivadas de forma aislada fue
similar a la cantidad producida por las MSV cocultivadas con NR, excepto a las 72 horas, donde
la produccidn fue significativamente mayor en esta ultima condicién. Ademas, con el presente
estudio se puede confirmar que también las NR por si mismas producen estos factores (BDNF y
CNTF), no obstante, en una menor cantidad y a medida que avanza la degeneracion del tejido

retiniano esta produccidn decrece significativamente.

La no deteccién de GDNF en las condiciones experimentales evaluadas puede ser debido a que
su secrecién sea muy baja y por lo tanto, no ha podido ser detectado mediante el kit de ELISA
utilizado (rango 2,74 a 2000pg/ml). En este sentido, un estudio similar determind la secrecion
de GDNF por las MSC en cultivo, previamente a la administracidn intravitrea en un modelo in
vivo de neuropatia Optica traumatica.?® En este estudio se observd que las MSC en cultivo
producen GDNF en poca cantidad (40.92 + 40.92 pg/108cels), pero cuando estas células son
estimuladas mediante la adicion de otros factores como el Epidermal Growth Factor (hEGF), el

bFGF, el Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), y la Neuregulin 1 durante tres dias de cultivo,
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la cantidad de GDNF secretado se incrementaba significativamente (348.61 + 46.04 pg/10°%cels).
No obstante, independientemente de la concentracién de factores, la administracion
intravitrea de las MSC (estimuladas o no previamente) demostraba mejorar la supervivencia de

las RGC.%°

En relacion con los resultados del estudio histolégico de las NR porcinas tras tres dias de cultivo,
se pudo observar que los hallazgos mas notables fueron la pérdida de la mayor parte de los IS
y OS de los fotorreceptores, y la disminucion del grosor de las capas nucleares (ONL e INL), de
forma mas marcada en los explantes cultivados sin MSV en comparacién con los explantes
cocultivados con MSV. Es posible que la marcada degeneracion precoz de los IS y OS en
comparacién con otros estudios del grupo de retina del IOBA®! sea debida a la orientacién en
que fueron dispuestos los explantes sobre la membrana transwell® (con los fotorreceptores
hacia arriba) asi como al medio utilizado en el cultivo sin Neurobasal A y B-27, ideales para el
cultivo de estas células,*3® y al propio proceso degenerativo de la retina como ha sido descrito
en estudios similares.% 13! Por otra parte, aunque el grosor retiniano total de los explantes
cocultivados con MSV disminuyd significativamente con respecto a las NR frescas, esta
disminucién fue significativamente menor a la observada en los explantes de NR cultivados

solos.

La reaccidn glial es otro de los puntos de interés relacionado con el proceso de degeneracion
retiniana. En este sentido, se conoce que las células de Miiller representan aproximadamente
el 90% de las células gliales en la retina de los vertebrados (los astrocitos representan solo el
10%)'* y tienen un importante conjunto de funciones para el mantenimiento de la fisiologia
retiniana®®® y para la proteccidn contra el estrés oxidativo.'*® Las células de Miiller son las
células mas reactivas de la retina que tras procesos traumaticos, inflamatorios o patolégicos,
suelen proliferar e hipertrofiarse, dando lugar a la formaciéon de membranas epi-, intra- y sub-
retinianas.’®® 151 En este sentido, se llevd a cabo la evaluacién inmunocitoquimica de las células
gliales, mediante la expresién de GFAP, presente en los filamentos intermedios de las células
gliales retinianas (astrocitos y células de Muiller) con la finalidad de estudiar la gliosis retiniana
ante la acciéon paracrina de las MSV. Los resultados muestran que, tras tres dias de cultivo, las

NR que presentaron una mayor expresién de GFAP fueron aquellas que se cultivaron sin MSV
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en comparacion con las NR cocultivadas con MSV, diferencias que fueron estadisticamente
significativas. Por lo tanto, de estos resultados se puede asumir que la presencia de MSV y la
accion paracrina de sus factores, enlentecié la degeneracién retiniana ya que los cambios
histolégicos e inmunohistoquimicos presentes en las NR cocultivadas con MSV fueron menos
marcados que en las NR cultivadas sin MSV, asi como el grosor retiniano total de los explantes

cocultivados con MSV fue estadisticamente mayor al de los explantes cultivados sin MSV.

En relacién con la evaluacion de las RGC, en el presente estudio se utilizaron dos marcadores
especificos, la Tubulina beta IIl y el NeuN. La Tubulina beta Ill es una proteina especifica de
neuronas que pertenece a una familia de proteinas que forman los microtubulos en el
citoesqueleto celular.’>? Esta proteina se ha utilizado para identificar y diferenciar neuronas en
el tejido cerebral de células gliales que no expresan la Tubulina beta 1I1.2>3 Debido a la elevada
expresion de esta proteina en las RGC,%” la Tubulina beta Ill también se ha utilizado para
identificar y cuantificar el nimero de RGC en diversos modelos murinos de patologias del
NO.>*157 os resultados del presente estudio muestran que la Tubulina beta Il marca
principalmente el soma y las prolongaciones de las RGC, como se ha descrito en estudios
previos,'30 132 |o que permitié comparar las fibras nerviosas procedentes de las RGC en las
muestras evaluadas. En este sentido, se observd que las NR frescas presentaron un marcaje
homogéneo y localizado a nivel de la capa de fibras nerviosas, mientras que las NR cultivadas
sin MSV mostraron un aumento estadisticamente significativo del marcaje de fibras nerviosas
hacia laIPLy, en algunos casos llegaba a la INL, con respecto a las NR frescas. Mientras que este
marcaje en las NR cocultivadas con MSV no mostré diferencias estadisticamente significativas
con respecto a las NR frescas. Es posible que las prolongaciones observadas en la IPL de las NR
cultivadas sin MSV correspondan no solamente a dendritas de las GCR sino también a
prolongaciones de las células amacrinas y de interconexién localizadas en esta capa, ya que en
estudios similares realizados en retinas murinas se observd que la tubulina beta Ill marcaba

débilmente estas neuronas retinianas.®’

Por su parte, NeuN es una fosfoproteina de unién al ADN presente en el nucleo y en el

158

citoplasma de las neuronas que se utiliza para identificar poblaciones neuronales>® y ademas,

tras descubrirse que las RGC la expresan en altas cantidades, diversos estudios han utilizado el
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NeuN como un marcador para la identificacién de las RGC.2% > En este estudio, la
inmunoexpresion del anticuerpo NeuN fue principalmente nuclear con el que se pudo
identificar la presencia de los nucleos correspondientes a las RGC. Los resultados muestran un
mayor nimero de RGC estadisticamente significativo en las NR cocultivadas con MSV (60,78%)
en comparacion con las NR cultivadas sin MSV (38%). Estos resultados estan en consonancia
con los obtenidos en un estudio in vivo donde se demostré que hasta un 50% de RGC pueden
ser rescatadas 3 dias después de una axotomia a través de la accion de factores

neurotroficos. 10

En relacidn con la apoptosis de las RGC, los resultados de este estudio muestran que las NR
cocultivadas con MSV mostraron un menor marcaje TUNEL positivo a nivel de la GCL (13,57%)
con respecto a las NR cultivadas sin MSV (37%). Teniendo en cuenta la mayor presencia de
nucleos NeuN positivos y el menor porcentaje de nucleos apoptéticos presentes en las NR
cocultivadas con MSV en comparacion con las NR cultivadas sin MSV, se puede afirmar que la
presencia de MSV y la accién paracrina de sus factores favorece la supervivencia de las RGC in

vitro.

Por lo tanto, los resultados de este estudio in vitro apoyan la hipdtesis general del presente
estudio, es decir, que la accidn paracrina de los factores neurotréficos secretados por las MSV
(PEI15-007) pudiera enlentecer o detener la degeneracidn axonal causada por un episodio de

NOIANA en su fase aguda.
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6.3 Protocolo de ensayo clinico

Para el diseio del presente protocolo se realizd una revision bibliografica de todos los EECC
relacionados con terapia celular para el tratamiento de patologias de la retina y del NO. La
informacion recopilada ha sido publicada como un articulo de revisién (anexo 4): Labrador-
Velandia S, Alonso-Alonso ML, Alvarez-Sanchez S, Gonzalez-Zamora J, Carretero-Barrio |, Pastor
JC, Fernandez-Bueno |, Srivastava GK. “Mesenchymal stem cell therapy in retinal and optic nerve

diseases: An update of clinical trials” en |a revista World Journal Stem Cells.*®!

Los estudios relacionados con la administracién intravitrea de MSC para el tratamiento de
patologias retinianas y del NO han ido evolucionando desde la publicacién de series de casos,
resultados preliminares de EECC fase | y la aparicidon de nuevos estudios en las bases de datos

de EECC (ClinicalTrials.gov e International Clinical Trials Registry Platform).

En relacidn a las series de casos, Jonas y cols. (2008, 2010)6% 163 evaluaron la viabilidad de una
inyeccion intravitrea de células mononucleares autélogas procedentes de un aspirado de
médula dsea (MO) en un paciente con patologias del NO (neuropatia dptica glaucomatosa
avanzada) y en otros 2 con retinopatias degenerativas avanzadas (atrofia retiniana por
retinopatia diabética y atrofia retiniana por degeneracién macular asociada a la edad). Un afio
mds tarde, Siqueira y cols. (2011)>° llevaron a cabo un ensayo clinico fase | para evaluar la
seguridad de una inyeccion intravitrea de células mononucleares autdlogas procedentes de
médula dsea, en cinco pacientes con distrofias retinianas avanzadas. En estos estudios, la
exploracién oftalmoldgica incluyd la evaluacion de la agudeza visual, pruebas de
electrorretinografia, campo visual, angiografias y tomografia de coherencia éptica.>® Estos
estudios iniciales demostraron la factibilidad y la seguridad de la inyeccidn intravitrea de un

aspirado de células de MO autdlogas en ojos humanos.>® 162,163

A diferencia de estos estudios en los que se utilizd un aspirado de células mononucleares de
MO, el PEl estudiado en el presente trabajo es un concentrado especifico de MSC sin otro tipo
celular afiadido. Una de las ventajas de usar MSC como terapia celular deriva de su privilegio
inmune, ya que son células que no tienen en su superficie moléculas del CMH clase I,

responsables del rechazo de los trasplantes.’ 38 Por esta razon, el PEl de estudio ha sido
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utilizado previamente en EECC para el tratamiento de otras patologias, tanto de forma autéloga
como de forma alogénica sin necesidad de inmunosuprimir a los individuos receptores.164167
Por otra parte, las MSV (PEI 15-007) son células que pueden ser criopreservadas y utilizadas a
posteriori tras ser reexpandidas ex vivo (EudraCT: 2012-004441-32). La criopreservacion es un
proceso que consiste en la interrupcion del metabolismo celular mediante procesos de
congelacién a muy bajas temperaturas (-1962C) sin que las células pierdan su viabilidad.'®8 Este
proceso permite que las células madre estén disponibles en cualquier momento y puedan ser
descongeladas facilmente para su uso en caso de necesidad en el tratamiento de diversas
enfermedades. De esta manera, la criopreservacion y la expansién ex vivo de las MSC (MSV, PEI
15-007) derivadas de donantes sanos permite darle una mayor rentabilidad a este tipo de
terapia celular mediante el trasplante alogénico a varios pacientes receptores, evitando en
estos casos todo el proceso correspondiente a la extraccién celular en los pacientes afectados.
Ademas, permite la creacidon de bancos celulares, facilita el transporte de los productos
celulares hacia los centros de trasplante optimizando el tiempo desde que se recluta un

paciente benefactor hasta la aplicacion del tratamiento.®°

Actualmente, se encuentran inscritos en el sistema de ClinicalTrials.gov y en la International
Clinical Trials Registry Platform (Gltima revision marzo 2017) 28 ensayos clinicos relacionados
con el uso de células madre en patologias de la retina y del NO, de los cuales destacan 8 por
emplear especificamente células madre mesenquimales como terapia celular (Tabla 9). Estos
ensayos clinicos se encuentran en fase I/1l y en proceso de reclutamiento. Por el momento, no
existen resultados preliminares publicados, debido al poco tiempo que llevan de desarrollo y
ninguno de ellos estd orientado al tratamiento de la NOIANA a excepcién del presente EECC
(EUCTR2016-003039-40-ES, tabla 9), lo cual deja una puerta abierta para investigar el posible

uso de las MSC y sus propiedades paracrinas en pacientes afectados de NOIANA.
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Tabla 9. Ensayos clinicos relacionados con el uso de células madre mesenquimales en

patologias retinianas y del nervio dptico.

Via de Estado del o
Ensayo . . - . . N2 de ) Fase de . Afio
.. Patologia Células administraci Dosis . reclutamien . Pais .
clinico . pacientes estudio inicio
on to
- 1x105¢ce ) .
NCT015313 ‘Ret|n05|s' ABMMS Intravitrea 1s/0.1 10 Reclutando | Tailandi 2012
48 pigmentaria C ml a
IRCT201111 Retinopatia ABMMS 2x108 ,
291414N29 diabética C Intravenosa cels/Kg 20 En curso 1/11 Irdn 2011
NCT013642  Neuromielitis ;- \1sc |ntravenosa - 20 Desconocid i China 2010
46 Sptica o
s s
NCT022496 Neu’rorTneIms ABMMS Intravenosa 2x10°c 15 Reclutando 1l China 2014
76 Optica C els/kg.
. Neuropatia
ChiCTR-TRC- A .
14005093 Optl(}é UC-MSC Endonasal - 70 Reclutando 1/l China 2014
traumdtica
1x105ce
NCT07283309 Glaucoma ABI\SMS Intravitrea Is/0,1 10 Reclutando | Brasil 2014
ml
ChiCTR-TRC- Retinosis Observa h
16008839 pigmentaria UC-MSC Intravenosa - 40 Reclutando cional China 2016
EUCTR2016- .
003039-40- NOIANA AlloBM | ravitrea X210 5 Reclutando I Espafia 2017
Es MSC cels/ml

ABMMSC: Células madre mesenquimales derivadas de médula dsea; UC-MSC: Células madre mesenquimales derivadas de cordén
umbilical. (Clinicaltrials.gov and the International Clinical Trials Registry Platform, acceso 27 de marzo 2017).

En este sentido, el protocolo de EECC disefiado en el presente trabajo se basd en protocolos de
EECC similares realizados para NOIANA,*> 46 170 pero con modificaciones correspondientes al
uso de terapia celular y siguiendo las directrices del CEIC correspondiente (drea este de
Valladolid) y la AEMPS (REAL DECRETO 1090/2015, por el que se regulan los ensayos clinicos
con medicamentos, los Comités de Etica de la Investigaciéon con medicamentos y el Registro
Espafiol de Estudios Clinicos, BOE 307, de 24 de diciembre; ORDEN SCO/256/2007, de 5 de
febrero, por la que se establecen los principios y las directrices detalladas de buena practica
clinica y los requisitos para autorizar la fabricacion o importacion de medicamentos en
investigacidn de uso humano, BOE 38, de 13 de febrero). Una de las consideraciones requeridas
por la AEMPS para la aprobacidn de este protocolo consistia en la determinacién de la seguridad
preclinica del PEl a estudio (MSV, 15-007) bajo inyeccion intravitrea, evaluacién que fue llevada
a cabo en estudios in vivo e in vitro con resultados favorables que permitieron la aprobacion

del protocolo de ensayo clinico desde el 15 de febrero de 2017.
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Inicialmente, el EECC disefiado se catalogd como un ensayo clinico fase | ya que las variables se
orientaron hacia la evaluacién de la seguridad del PEl inyectado por via intravitrea, no obstante,
el CEIC recomendd catalogarlo como un ensayo fase Il, debido a que su realizacién estd indicada
en pacientes con la patologia y no en pacientes sanos. Por otra parte, no es un objetivo de este
EECC la determinacidn de la eficacia del PEI, pero la realizacion de exploraciones oftalmoldgicas
basicas como la AV y la campimetria pueden orientar los resultados de eficacia en la patologia

de estudio que serviran para dar continuidad a futuros EECC.

En relacién con el cdlculo del tamafio muestral, se decidio el reclutamiento de 5 pacientes por
tratarse de un ensayo piloto de seguridad y, por otra parte, se basé en la incidencia de la
patologia de estudio en la poblacién objetivo, que en este caso es la poblacién mayor de 50
afos de la comunidad auténoma de Castilla y Ledn, especificamente de Valladolid y de Palencia
donde seria esperable que hubiera entre 5 y 28 casos nuevos por afio. Dado que no existen
estudios epidemioldgicos publicados en Espafia relacionados con la incidencia de la NOIANA, la
estimacion se baso en los tres Unicos articulos publicados relacionados con la incidencia de la
patologia, dos de ellos realizados en EE.UU (2,3 a 10 individuos por cada 100.000
habitantes/afio)*° y otro realizado en Croacia (2,5 a 3,8 individuos por cada 100.000 habitantes

/afio).

En cuanto a los criterios de inclusion, se decidié incluir como criterio el reclutamiento de
pacientes durante la fase aguda de la patologia, especificamente entre las dos primeras
semanas tras el inicio de los sintomas, que como se ha comentado anteriormente, es la fase en
la que podrian funcionar las terapias encaminadas a detener el deterioro de las fibras nerviosas
y a mejorar la supervivencia de las CGR tras el dafio isquémico.?® De esta manera, cuanto antes
se aplique el tratamiento mas posibilidades habra de lograr un beneficio. No obstante, también
hay que reconocer que podria ser dificil captar pacientes en esta fase debido a que en muchas
ocasiones sobre todo en pacientes muy mayores, no son conscientes del inicio de los sintomas
hasta que de forma fortuita (por ejemplo, al guifiar un ojo) perciben una pérdida de AV y por
tanto, acuden al oftalmélogo en fases avanzadas de la patologia (observacién de atrofia del NO
mediante exploracién oftalmoldgica). En relacién con la AV, se decidid que los pacientes

tuvieran una AV £ 0,1 (escala decimal) en el ojo afectado, por tratarse de un estudio piloto de
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seguridad. La razén de reclutar pacientes pseudofaquicos se basé en los resultados obtenidos
del estudio preclinico in vivo, donde se observé que las MSV tienden a aglomerarse en el vitreo
retrolental, lo que podria generar la formacién de una catarata, y limitaria la exploracién del

polo posterior.

Con respecto a los criterios de exclusion, se decidié descartar todas aquellas patologias que
clinicamente pueden presentar sintomas similares a la NOIANA, en especial la NOIAA, mediante
la deteccion de reactantes de fase aguda, tales como la velocidad de sedimentacion globular
(VSG) y la proteina C reactiva (PCR). De igual manera, se decidié incluir como criterio el descarte
de cualquier patologia ocular o sistémica de base inflamatoria o inmune (uveitis, vasculitis
ocular o sistémica) que pudieran generar episodios de inflamacién no relacionados con el PEl a
lo largo del seguimiento de los pacientes tratados. También se decidié no incluir pacientes con
antecedentes de glaucoma o PIO = 24 mmHg, para evitar sesgos de confusién relacionados con
el PEl a estudio. En relaciéon con los pacientes con opacidades de medios, tampoco se

consideraron aptos, debido a que no se podrian evaluar bien las estructuras oculares a estudio.

En cuanto a las variables de seguridad escogidas, se orientaron hacia la busqueda de signos
inflamatorios tanto en la cdmara anterior como en la cavidad vitrea que pudieran indicar una
posible reaccién de rechazo al PEI de estudio. Por esta razdn, en todas las visitas de estudio se
considerd necesaria la exploracion con ldmpara de hendidura del polo anterior y la fundoscopia
realizada mediante oftalmoscopia indirecta y lentes de no contacto. No obstante, es importante
resaltar que, tras la administracién del PEl es esperable observar acimulos u opacidades vitreas
(como se observd en el estudio in vivo) que no seran consideradas como reaccién inflamatoria
a menos que estén asociadas a otros hallazgos, tales como edema macular, hemorragias vitreas

o retinianas, celularidad vitrea y desprendimientos de retina, entre otros.

Para el seguimiento de las variables de seguridad, asi como también la notificacién de posibles
hallazgos adversos a los organismos correspondientes, se ha contratado a Leon Research, S.L.
Se trata de una Contract Research Organisation (CRO), que se encargara de monitorizar las

visitas para la evaluacion del cumplimiento del protocolo de EECC.
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Este proyecto de tesis incluydé la realizacion del protocolo del presente EECC pero no la
consecucién del mismo. Actualmente el estado del presente EECC estd abierto y en fase de

reclutamiento y se tiene estipulado su finalizacién en el plazo de dos afios.
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De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo y como consecuencia de los resultados

obtenidos y su discusidn, se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.

e Las células MSV administradas bajo inyeccién intravitrea en conejos pigmentados
inmunocompetentes son seguras y bien toleradas, ya que no se han observado signos de
infeccion y/o inflamacion ni cambios tisulares a nivel histoldgico, que puedan ser
considerados relevantes durante un periodo de seguimiento de seis semanas, y la dosis
mejor tolerada es de 15x10°cells/ml (750,000 cels/50ul).

e Las MSV permanecen dentro de la cavidad vitrea, tienen especial tropismo por la regién
vitrea cercana a la cdpsula posterior del cristalino y a la cabeza del NO. Las MSV no migran
hacia los principales 6rganos hematopoyéticos ni hacia los tejidos gonadales. Las MSV
sobreviven al menos dos semanas tras la inyeccidn intravitrea, lo que seria una gran ventaja
para abordar la patologia de estudio (NOIA-NA) dentro de la ventana terapéutica de esta

patologia.

® Las RGC en las NR cocultivadas durante 3 dias con MSV degeneran menos que las RGC en
las NR cultivadas sin MSV. Las MSV en cocultivo con NR porcinas mantienen su fenotipo
caracteristico de MSC.

® Las MSV cocultivadas in vitro con o sin NR son capaces de secretar factores neurotréficos
tales como el BDNF y el CNTF implicados en la supervivencia de las RGC en degeneracidn,
por tanto, las MSV son potencialmente eficaces como terapia neuroprotectora en

patologias relacionadas con la degeneracion de las CGR y sus axones, como la NOIANA.

Los resultados favorables obtenidos sobre seguridad in vivo y eficacia in vitro del presente
PEl han permitido la autorizacién de un EECC en terapia celular para el tratamiento de
pacientes con NOIANA en su fase aguda, cuya consecucion abre nuevas expectativas
terapéuticas en una patologia que produce un deterioro visual irreversible y que a dia de

hoy no tiene ningln tratamiento.
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Finalmente, los resultados de esta tesis doctoral permiten concluir que la terapia celular con
MSV inyectadas por via intravitrea podria funcionar para el tratamiento de pacientes con
NOIANA, vy si lo hacen puede que sea por el mecanismo que pensamos, es decir mediante la

accion paracrina de los factores que estas células secretan.
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8 CONTINUACION DE LA LINEA DE INVESTIGACION

Para ampliar el conocimiento acerca del comportamiento de las MSV en cultivo con NR, este
proyecto se ha continuado con la evaluacion in vitro de la secrecién de otro factor neurotréfico
implicado en la regeneracién axonal, el Nerve Growht Factor (NGF), asi como la determinacion
de la secrecién del BDNF y el CNTF a diferentes dosis celulares y con tiempos mds prolongados
de cocultivo (hasta 6 dias). Este estudio constituye el trabajo de fin de Master del alumno
Andres Valisena, con titulo “Evaluacion de la secrecion de factores neurotrdficos por las MSV

en cocultivo con NR porcinas en funcion de la dosis celular y el tiempo de cocultivo”.

Por otra parte, se continuard este proyecto con la realizacién del EECC autorizado, cuyos
resultados seran de gran relevancia para la ampliacién del conocimiento de la terapia celular
para el tratamiento de la patologia de estudio. Si los resultados son favorables se podria pasar
a evaluar eficacia en futuros EECC e incluso se podrian proponer otras patologias retinianas o

del nervio dptico que puedan favorecerse de un tratamiento con terapia celular.
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ANEXO 1. AUTORIZACION DEL EECC POR PARTE DEL CEIC

I-‘ Sacyl

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
CON MEDICAMENTOS

D. F. Javier Alvarez Gonzélez, Secretario del COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS del Hospital Clinico Universitario de Valladolid

CERTIFICA
Que éste Comité ha evaluado la siguiente propuesta de ensayo clinico
CODIGO: I0BA-01-2016 N2 EUDRACT: 2016-003029-40
Codigo en el HCUV: CASVE 16-270

TiTULO: "ESTUDIO DE FASE II DE LA SEGURIDAD DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES 15- 007
MSV EN INYECCION INTRAVITREA PARA EL TRATAMIENTO DE PACIENTES CON NEUROPATIA
OPTICA ISQUEMICA ANTERIOR NO ARTRITICA AGUDA".

PROMOTOR: Instituto de Oftalmobiologia Aplicada IOBA.
PROTOCOLO: Versidn 1.0 Fecha: 6 de septiembre de 2016.

Hoja de Informacién al Paciente/Consentimiento Informado, version 1 fecha 09 de septiembre de
2016.

Hoja informativa para oftalmélogos y neurdlogos del hospital clinico universitario de Valladolid, version
1 fecha 09 de septiembre de 2016.

Hoja informativa para oftalmdlogos y neurdlogos del complejo asistencial universitario de Palencia,
version 1 fecha 09 de septiembre de 2016.

Que este Comité ha realizado la evaluacion de la parte I de la solicitud de autorizacion del ensayo, ha
valorado las respuestas del promotor a las aclaraciones solicitadas (si las hubiese) y ha transmitido a
la Agencia Espafiola de medicamentos su opinion final sobre la parte 1.

Que este Comité ha realizado la evaluacion de la parte II de la solicitud de autorizacién del ensayo, de
acuerdo con lo previsto en el Real Decreto 1090/2015 y en el art. 7 del reglamento (UE) 536/2014 y
considera que:

El procedimiento para obtener el consentimiento informado (incluyendo las hojas de informacién al
sujeto del ensayo y consentimientos informados mencionados en el encabezamiento), y el plan de
reclutamiento de sujetos previsto son adecuados y cumplen con los requisitos para la obtencidn del
consentimiento informado previsto en el capitulo 1T del Real Decreto 1090/2015.

Las compensaciones previstas a los participantes son adecuadas, asi como las previsiones de
indemnizacion por dafios y perjuicios que pueda sufrir el participante.

El procedimiento previsto para el manejo de datos personales es adecuado.

El uso futuro de muestras bioldgicas obtenidas durante el ensayo se adecua a lo previsto en el Real
Decreto 1716/2011.

Para la realizacion del ensayo se consideran adecuados los centros e investigadores previstos en el
anexo II a este dictamen, teniendo en cuenta las declaraciones de idoneidad emitidas por el promotor
y por lo responsables de las instituciones correspondientes.

AL Junta de
Castilla y Leon

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA - VALLADOLID ESTE 1
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Que este Comité decidid emitir DICTAMEN FAVORABLE en la reunion celebrada el dia 29/09/2016

(acta n°9 del 2016).

Que en dicha reunidn se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacién vigente - Real
Decreto 1090/2015 — para que la decision del citado CEIm sea valida.

Que el CEIm del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, tanto en su composicién como en sus
procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacion vigente que
regula su funcionamiento, y que la composicion del CEIm del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid, es la indicada en el anexo I, teniendo en cuenta que en el caso de que algin miembro
participe en el ensayo o declare algin conflicto de interés no habra participado en la evaluacién ni en

el dictamen de la solicitud de autorizacion del ensayo clinico.

Lo que firmo en Valladolid a 5 de octubre de 2016

T s Ataw%/

Fdo. Prof. F. Javier Alvarez.

Secretario Técnico

CEIC Area de Valladolid — Este (CEIC-VA-ESTE-HCUV)
Facultad de Medicina, Farmacologia

Universidad de Valladolid,

¢/ Ramon y Cajal 7,

47005 Valladolid

alvarez@med.uva.es
jalvarezgo@saludcastillayleon.es

Tel.: 983 423077

A Junta de
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA - VALLADOLID ESTE
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ag 1 pafiola d DEPARTAMENTO
2 ® pETERID ¢ v DE MEDICAMENTOS
A DESANIDAD SERVICICS SDCIALES medicamanlos y DE USO HUMAND
a Flalaoee . productos sanitarios Area de Ensayos Clinicos

Referencia: MUH/CLIN/EC

ASUNTO: RESOLUCION DE LA SOLICITUD DE AUTORIZACION DE UN ENSAYO
CLINICO
DESTINATARIO: I0BA

Paseo de Belen 17
47011 Valladolid (Espafia)

DATOS DE LA SOLICITUD

Solicitud de autorizacion del Ensayo clinico N? EudraCT 2016-00:3029-40 y titulo Estudio de Fase Il de
la seguridad de las células madre mesenquimales MSV® en inyeccion intravitrea para el tratamiento
de pacientes con neuropatia dptica isquémica anterior no arteritica aguda.

Promotor: IOBA - University of Valladolid
Paseo de Belen 17
47011 Valladolid (Esparia)

Fecha de salicitud valida: 08/12/2016

Una vez evaluada la solicitud de autorizacion de ensayo clinico previamente indicada, se considera
que cumple con los requisitos indicados en el Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, por el que
se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, los Comités de Etica de la Investigacion con
medicamentos y el Registro Espafiol de Estudios Clinicos y demas legislacion aplicable™.

Por todo lo anteriormente expuesto la Directora de la Agencia de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el gjercicio de sus competencias RESUELVE:

AUTORIZAR el ensayo clinico solicitado y ACTUALIZAR la calificacion del medicamento 15-007 MSV
con N° de PEI 15-007 como producto en fase de investigacion clinica, con las siguientes condiciones:

La dosis a administrar en el ensayo clinico (EC) no ha sido justificada adecuadamente por el
promotor. Teniendo en cuenta los datos de seguridad preclinica del solicitante, la dosis inicial en
humanos no sera superior a 1.5x106 células/mL en 100 pL y la dosis maxima a emplear en el ensayo
una vez se haya comprobado la seguridad de la primera dosis no podra superar la concentracién de
1.5x107 células/mL en 100 pL. Se reflejara de forma adecuada los términos indicados referentes a la

* Texto rendido o= |3 Ley de Garaniias y Uso Racional de los medicamentos y productos sanitanos, 3probado por Real Decteto Leglsiatvo 12013, de 24 de Julo.
Real Decretn 127502011, 08 16 02 SSpHemONe, por &l que S8 ¢r2a 13 Agencia estatal “Agancia Espafioa o2 Medicamentos ¥ Productos Sanitars y s2 aprusba su Estatut”.

Fimado digitalmente por: Agencia Espaniola de Medicamentos y Productos Sanitarios Localizador- FEFSCPWTBC
Fecha de la firma: 14/02/2017

Puede comprobar |a autenticidad del documento en la aplicacién Localizador de la Web de la AEMPS
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dosis en el protocolo del estudio. Una vez estos cambios hayan sido incluidos se considerara
aprobable desde un punto de vista preclinico la solicitud del EC.

¢ Dosis inicial maxima: 1.5x106 células/mL en 100 pL

¢ Dosis maxima para el EC: 1.5x107 células/mL en 100 pL

Contra esta Resolucion, que pone fin a la via administrativa, puede interponerse potestativamente
Recurso de Reposicion ante el/la Director/a de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el plazo de un mes, conforme a lo dispuesto en los articulos 123 y 124 de la Ley
39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comun de las Administraciones Publicas,
o interponerse Recurso Contencioso-Administrativo ante el Juzgado Central de lo Contencioso-
Administrativo de Madrid, en el plazo de dos meses a contar desde el dia siguiente a la recepcion de
la presente notificacion, conforme a lo dispuesto en la Ley Reguladora de la Jurisdiccion Contencioso-
Administrativa de 13 de julio de 1998, y sin perjuicio de cualquier otro recurso que pudiera

interponerse.
LA DIRECTORA DE LA AGENCIA ESPANOLA
DE MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITARIOS
D3. Belén Crespo Sanchez-Eznammiaga
Firmado digitalmente por: Agencia Espafiola de Medicamentos y Productes Sanitarios Localzador: FEFSCPWTEC

Fecha de la fima: 14/02/2017

Puede comprobar |a autenticidad del documents en |a aplicacién Localizador de la Web de la AEMPS
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re ioba

. 1 1 Instituto Universitario de
Universidad deValladolid Oftalmobiologia Aplicada

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Titulo del Ensayo: “Ensayo clinico fase I, de la seguridad de las células madre mesenquimales
MSV (PEl: 15-007) en inyeccién intravitrea en pacientes con neuropatia déptica isquémica

anterior no arteritica aguda (NOIA-NA)”
N2 de estudio: IOBA-01-2016
N2 EUDRA: 2016-003029-40

Coordinador:  I0BA (Instituto de Oftalmobiologia Aplicada)

Nombre del paciente:

FINALIDAD

El estudio en el que le ofrecemos participar pretende establecer las bases que puedan
demostrar que las células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea (MSV) inyectadas
por via intravitrea pueden servir como potencial terapia para el tratamiento de la Neuropatia
Optica Isquémica Anterior Aguda no arteritica, patologia que actualmente no tiene

tratamiento.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

A usted se le ha propuesto participar en un ensayo clinico que se llevard a cabo en el IOBA. Este
ensayo clinico ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica correspondiente y
la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios, de acuerdo a la legislacién
vigente, el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos clinicos
con medicamentos. Antes de decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de

los siguientes apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Es

Versién 1 —-20160909 Se entrega copia de este documento firmado al paciente
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importante que usted entienda los principios generales que se aplican a todos los pacientes que

toman parte en el estudio:

La participacion es totalmente voluntaria

No existen tratamientos alternativos aprobados para esta patologia por lo que Ud.

puede elegir tratarse o no.

El beneficio para usted puede que no se alcance, pero se pueden obtener

conocimientos que podran beneficiar a otros pacientes que estén en su situacion.

Si no desea participar en este ensayo clinico, su decision no repercutira en sus cuidados

médicos.

Si decide retirarse del estudio, su médico investigador responsable del ensayo

continuara tratandole con los mejores cuidados disponibles.

Los objetivos de este ensayo, riesgos, inconvenientes molestias o cualquier otra
informacidn sobre el estudio que usted solicite, le serd facilitada por el médico
investigador responsable del estudio para darle la oportunidad de que decidir antes de

ser incluido o no en el ensayo.

Siéntase en absoluta libertad de preguntar cualquier duda que pudiera surgirle. Una vez que

haya comprendido el estudio y si desea participar, se le pedira que firme este consentimiento,

del cual se le entregara una copia firmada y fechada.

El personal clinico del estudio puede retirarle del estudio en cualquier momento si lo considera

necesario. El IOBA puede suspender este estudio en cualquier momento si tiene razones para

determinar qué es lo adecuado.

CONDICIONES DEL ESTUDIO

Si acepta participar en el estudio es necesario que antes de comenzar confirmemos que es un

candidato adecuado. Para ello en la consulta de inclusion se le hardn una serie de preguntas

para conocer su historial clinico y mas tarde se le practicara una exploracién médica.

Posteriormente se recogerd la siguiente informacion sobre usted:

Versién 1 —-20160909 Se entrega copia de este documento firmado al paciente
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e Se hablara sobre el estudio, el investigador respondera todas las preguntas que tenga
sobre este estudio o sobre el consentimiento informado y se le pedird que firme este

formulario de consentimiento antes de iniciar su participacion en el estudio.

e Sies mujer en edad fértil, se le facilitard un test de embarazo antes de la primera visita

del estudio para que se pueda valorar el resultado antes de ser incluida en el estudio.

La neuropatia dptica isquémica anterior aguda no arteritica es una patologia causada por un
infarto a nivel de la cabeza del nervio éptico, y caracterizada por la pérdida de visién en un ojo
de forma aguda e indolora, acompafada de defectos del campo visual y alteracion de la visidon
de los colores. A dia de hoy no hay ninguin tratamiento aprobado que haya demostrado ser
efectivo para la mejora de la funcién visual de los pacientes que la padecen. Por esa razon no

se emplea ningun tratamiento.

El presente estudio pretende determinar la seguridad en la administracién intravitrea del
farmaco en estudio PEI 15-007 solucién inyectable en una jeringa precargada (2x107 células/ml)
en una dosis Unica y se evaluaran sus efectos al principio y hasta 12 meses tras la administracion

del tratamiento en estudio.

Si usted cumple los requisitos médicos para ser incluido en el estudio, pasara a la fase de

tratamiento en la que recibird el siguiente farmaco:

Tratamiento: PEl 15-007 Inyeccidn intravitrea (1,5x10° células/ml) dosis Unica. Es decir una
dosis de células madre cuya finalidad es que liberen factores en el interior de su ojo que ayuden
a reducir el dafio causado por el infarto y evitar que se extienda a fibras de su nervio éptico que

no estén directamente afectadas.

La inyeccidn intravitrea se realizara en el quiréfano por un oftalmélogo con amplia experiencia.
Sera un procedimiento ambulatorio, es decir, no precisa de ingreso hospitalario. Previamente
a la realizaciéon de la inyeccidn se echaran gotas de anestésico en el ojo a tratar para evitar la
sensacion de dolor. También se echaran gotas de betadine® como antiséptico. Tras la anestesia
del ojo, se colocard un instrumento que mantendra los parpados abiertos, y luego se aplicard
la inyeccién en el cuadrante infero-temporal del ojo. Luego se echara nuevamente una gota de

betadine® y se retirara el separador de parpados. El procedimiento suele ser breve, tiene una

Versién 1 —-20160909 Se entrega copia de este documento firmado al paciente
178



ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO — I0BA-01-2016

duracién aproximada de 15 minutos.

Posteriormente, durante 7 dias deberad instilarse un antibidtico tépico (oftacilox) 3 veces al dia

en el ojo intervenido.

En caso de que aparezca un acontecimiento adverso o surja algin problema con el tratamiento,

inmediatamente se tomaran las medidas necesarias para controlar tal situacion.

Se estima que su participacion en este estudio tenga una duracién total de 12 meses, durante
los cuales tendrd que acudir al IOBA para realizar un total de 8 visitas, en las que se realizaran
las pruebas que comiunmente se llevan a cabo en la consulta especializada de oftalmologia
habitual (presién intraocular, exploracion en lampara de hendidura, exploracién de fondo de
0jo y campos visuales, entre otros). La Unica diferencia respecto a la rutina habitual serd el
mayor numero de visitas con respecto a lo habitual para su enfermedad, y algunos requisitos

mas estrictos en cuanto a la realizacion de alguna de ellas, como el tipo de campo visual.

Ninguno de los procedimientos que se le van a realizar durante las visitas es invasivo o resulta
doloroso, Unicamente puede sentir una ligera molestia o escozor durante la administracién de
la inyeccidn intravitrea. No obstante para la toma de la tensién ocular se le instilara anestésico

tépico para evitar las pequefias molestias derivadas de su realizacién.

Todos los datos recogidos serdn utilizados exclusivamente para la realizacidn de los analisis
descritos en el protocolo de este estudio. Si usted, o el personal del estudio cree necesario
realizar otra visita entre visitas programadas, se programara otra cita con usted. Si el personal

investigador lo estimara necesario se podran precisar pruebas adicionales.

SUS RESPONSABILIDADES

Usted deberd acudir a todas las visitas del estudio, asi como a aquellas necesarias para la
repeticiéon de alguna prueba que le comunique el investigador y avisar al centro, tan pronto
como pueda, si por cualquier motivo no pudiera acudir a alguna de estas visitas. Se le pedira
gue comunique cualquier cambio en su medicacién (con o sin prescripcion médica) y comunicar

al personal investigador del estudio cualquier cambio que usted experimente.
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BENEFICIOS Y RIESGOS RAZONABLEMENTE PREVISIBLES PARA EL PARTICIPANTE

La meta del tratamiento es prevenir mas pérdida de vision. Aunque algunos pacientes pudieran
recobrar vision, o mantener la que tiene en el momento de entrada a este estudio, es posible
gue el medicamento no restaure la visién que ya se haya perdido, y es posible que al fin no

impida que se pierda mas vision a causa de la enfermedad.

El medicamento que se evalla en el presente estudio es posible que no mejore o aun que
empeore su condicién. Cualquiera o todas las complicaciones pueden causar reduccién en la
vista y/o tienen la posibilidad de causar ceguera. Es posible que sean necesarios procedimientos
adicionales para tratar estas complicaciones. Durante las visitas de seguimiento o llamadas
telefénicas, se le examinard para ver si presenta efectos secundarios y los resultados se le

explicaran detalladamente.

El producto en estudio que se va a usar durante el estudio esta aprobado por la AEMPS y ya
estd siendo actualmente utilizado en otros ensayos clinicos para el tratamiento de otras

patologias en el ser humano.

Los riesgos y molestias son las derivadas de cualquier tratamiento administrado bajo inyeccidn
intravitrea, que segun se describen en el estudio The International Intravitreal Bevacizumab
Safety Survey” en relacion con el procedimiento se describieron las siguientes complicaciones:
abrasiones corneales (0,15%), dafios al cristalino (0,01%), endoftalmitis (0,014%),

desprendimientos de retina (0,04%) y hemorragias subconjuntivales (0,03%).

TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS

No se le obliga a recibir tratamiento para su condicidn, aunque sin tratamiento, estas
enfermedades pueden conducir a mas pérdida de visidén y ceguera. Actualmente no hay ninguna
terapia que haya demostrado ser efectiva para el tratamiento de la neuropatia éptica isquémica
anterior no arteritica. Aunque se han utilizado diversos tratamientos en pacientes afectados
como el acido acetilsalicilico, la fenestracion de la cabeza del nervio dptico, los corticosteroides,
la levodopa, la difenilhidantoina, los estrégenos, la eritropoyetina, la brimonidina y el
ranibizumab, ninguno ha logrado mejorar la funcién visual de los pacientes, ni prevenir la
afectacién del ojo contralateral, por lo que no estan indicados ni se utilizan.
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CONFIDENCIALIDAD

Puede publicarse un informe de los resultados de este estudio o enviarse a las autoridades
sanitarias pertinentes, pero su nombre no aparecera en estos documentos. De acuerdo a la Ley
Orgénica 15/1999, su confidencialidad sera debidamente respetada si la informacion es
transferida a otros paises. Su nombre puede ser revelado a las autoridades sanitarias
gubernamentales como la AEMPS (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios)
0 a los Comités Eticos de Investigacion Clinica (CEIC) en caso de que necesiten inspeccionar sus
archivos médicos. Se tomaran las medidas oportunas para mantener la confidencialidad de los

archivos médicos y de la informacién personal.

PERSONA DE CONTACTO

Se le anima a que consulte con el personal encargado del estudio cualquier duda que tenga
debiendo recibir respuestas satisfactorias a todas sus preguntas. Si durante el estudio
experimenta algin cambio en su salud o en la medicacidn, o si tiene alguna pregunta adicional,

debera ponerse en contacto con:
Equipo Investigador:
Dra. José Carlos Pastor Jimeno Numero de Teléfono: 983 184762

Dra. Rosa Maria Coco Martin NuUmero de Teléfono: 983 184738
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Titulo del Ensayo: ““Estudio de Fase Il de la seguridad de las células madre mesenquimales:
15-007 MSV® en inyeccidn intravitrea para el tratamiento de pacientes con neuropatia éptica

isquémica anterior no arteritica aguda”
Numero de estudio:
Al firmar abajo, yo declaro que:

1. He leido, o me han leido, y entiendo completamente el contenido del formulario de

informacidn adjunto, Versién 1.0 de septiembre de 2016

2. Hetenido la oportunidad de preguntar y obtener respuestas satisfactorias a cada una de

mis preguntas.

3. Acepto de forma voluntaria participar en este estudio de investigacion y sé que puedo

retirarme en cualquier momento sin que se vea afectada la continuidad de mi tratamiento.

4. Personal del equipo investigador: ,

Direccién: Instituto Universitario de Oftalmologia Aplicada, Valladolid; Numero de
Teléfono: 983 184762; me ha explicado la informacién para el paciente y el formulario de

consentimiento y comprendo lo que implica la investigacion.

5. He comprendido completamente que los representantes del patrocinador, el Comité Etico
Independiente o los representantes de las autoridades regulatorias pueden examinar mis
registros médicos donde aparece mi nombre para verificar la exactitud de la informacion
obteniday entiendo que estas personas tendran el deber de manejar esta informacion con

confidencialidad utilizdndola solamente con un objetivo legitimo para la salud publica.

6. Acepto comunicar al personal clinico del estudio todos los efectos secundarios u otros

cambios en mi salud y todos los cambios de mi tratamiento médico

7. Se me entregard una copia firmada y fechada de este formulario de consentimiento para

mis propios archivos.
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PACIENTE (Debe ser completado, firmado y fechado por el paciente)

Nombre del paciente

Firma Fecha

REPRESENTANTE LEGAL (Debe ser completado, firmado y fechado por el representante

legalmente autorizado, si aplica)

Nombre del representante legalmente autorizado

Firma Fecha

INVESTIGADOR (Debe ser firmado y fechado por el Investigador Principal u otro investigador

autorizado)

Nombre del Investigador

Firma Fecha

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO (CONTACTAR CON EL
INVESTIGADOR PRINCIPAL)

Yo, D/Dfa revoco el

consentimiento de participacion en el estudio “Estudio de Fase Il de la seguridad de las células
madre mesenquimales: 15-007 MSV® en inyeccidn intravitrea para el tratamiento de pacientes
con neuropatia Optica isquémica anterior no arteritica aguda” arriba firmado con

fecha Firma:
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Abstract

Retinal and optic nerve diseases are degenerative ocular
pathologies which lead to irreversible visual loss. Since
the advanced therapies availability, cell-based therapies
offer a new all-encompassing approach. Advances in the
knowledge of neuroprotection, immunemodulation and
regenerative properties of mesenchymal stem cells (MSCs)
have been obtained by several preclinical studies of
various neurodegenerative diseases. It has provided the
opportunity to perform the translation of this knowledge
to prospective treatment approaches for clinical practice.
Since 2008, several first steps projecting new treatment
approaches, have been taken regarding the use of cell
therapy in patients with neurodegenerative pathologies
of optic nerve and retina. Most of the clinical trials using
MSCs are in [ /Il phase, recruiting patients or ongeing,
and they have as main objective the safety assessment of
MSCs using various routes of administration. However, it is
important to recognize that, there is still a long way to go
to reach clinical trials phase 1I-IV. Hence, it is necessary
to continue preclinical and clinical studies to improve
this new therapeutic tool. This paper reviews the latest
progress of MSCs in human clinical trials for retinal and
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optic nerve diseases.
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Core tip: Advances in the knowledge of neuroprotection,
immunomeodulation and regenerative properties of mesen-
chymal stem cells (MSCs) are contributed by several
predlinical studies of various neurodegenerative diseases.
It has provided opportunity to perform the translation of
treatment approach to the clinical practice. Several clinical
trials in patients with retinal and optic nerve diseases have
been developed since 2008. Most of them using MSCs are
in 1 /11 phase. However, there is still a long way to go to
reach clinical trials Phase lI-IV. Hence, it is necessary to
continue with preclinical and clinical studies to improve
this new therapeutic tool.

Labrador-Velandia 5. Alonso-Alonso ML, Alvarez-Sanchez S,
Gonzalez-Zamora J, Camretero-Barrio I, Pastor JC. Fernandez-
Bueno L Srivastava GK. Mesencirymal stem cell therapy in retinal
and optic nerve diseases: An update of clinical trials. World J Stem
Calls 2016; 8(11): 376-383 Awailable from: URL: http:/fwww.
wignet.com/1948-0210/follv8411/376 tm  DOL: http://dx doi.
org/10.4252 wjse v8.i11.376

INTRODUCTION

Retinal dystrophies, diabetic retinopathy, age related
macular degeneration and optic nerve diseases are
chronic and degenerative ocular pathologies which
lead to irreversible visual loss. Retinal degeneration is
a leading cause of incurable low vision and blindness
worldwide™. Most retinal and optic nerve diseases are
caused by imeversible apoptosis of retinal neural cells or
adjacent supporting tissue. Because there is no curative
treatment for these degenerative diseases, current
therapies mainly focus on the aetiology cause or at spe-
cific situations, such as late complications. However,
maost of them have low efficacy. Since the advanced
therapies availability, cell-based therapies coffer a new
all-encompassing approach™.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent and
self-renewing stem cells derived from bone marrow,
adipose tissue, and other mesenchymal tissues, which can
be induced to differentiate into bone marrow, cartilage,
muscle, lipid, myocardial cells, glial cells and neurons™?,
MSCs have some features that make them usaful in call
therapy research. These are easy to isolate and expand
rapidly after a short period of dormancy'™. They are
free of ethical issues associated with the harvesting of
embryonic stem cells'™. Also, it is considered that MSCs
are “immunoprivileged” because they do not express
Major Histocompatibility Complex dass 11 (MHC-1I) on

Raiskidengs  WISC | wwwowjgnet.com

their surface, associated with transplant rejections™, and
this advantage allows its use as an autologous or allogenic
form™, Furthermere, MSCs produce several growth factors
with paracrine actions that are believed to modulate the
microenvironment of diseased tissues, promote survival
and activate endogenous repair mechanisms™,

Due to this features MSCs have been used in several
preclinical studies of retinal and optic nerve diseases,
where they have demonstrated their properties of imm-
unomodulation, neurcprotection and tissue repair ™7,
These properties support the clinical use of MSCs as
an opportunity for tissue repair and regeneration in
several neurcdegeneratives disorders. To remember, the
stages of clinical tnals for drugs in development can be
divided into four phases. The main purpose of the first
clinical stage, phase |, is to observe the tolerance and
pharmacokinetic characteristics of the drug in the human
body and to provide evidence to establish the phase 1l
administration protocol. The purpose of phase [ dinical
tnals is to evaluate the efficacy and safety of the drug
in patients with the target indication. In phase Ill, the
efficacy and safety of the drug in patients with the target
indication is further validated, prowviding the basis of the
evidence used for review during the drug registration
and application process. The phase IV dinical tal, which
takes place during the post marketing period, provides
further evidence regarding the drug's efficacy and any
emerging adverse reacions under conditions of real-life
use in large numbers of patients™*.

In this review, we summarnze the latest progress of
MSCs in human dinical trials for retinal and optic nerve
diseases.

TISSUE SOURCES OF MSCS

Bone marrow is the first isolation source of MSCs following
by umbilical cord and adipose tissue™. Although bone
marrow is the best source of obtaining MSCs, there are
some aspects that reduced their use: Limited growth
rate, differentiation capability depending on the donor
age, and risk inherited to sample collection™. Regarding
to umbilical cord source to obtain MSCs, it is required an
optimal protocol such as, ime of recollection and process
less than 16 h, as well as, volume collection higher than 30
miL to get a sucress culture™, MSCs obtzining by adipose
tissue source have a similar morphology and phenotype
to the bone mamow source, but these cells have a higher
capability of proliferation and adipose tissue samples are
easier to collect from liposuction procedures™,

CRYOPRESERVATION OF MSCS

Cryopreservation consists on the interruption of cellular
metabolism regulated by processes of freezing and
thawing, maintaining a good functional and structural
cellular state. To preserve a biological sample as long
as possible, without losing their properties, cells are

immersed in liquid nitrogen at extremely low temperature
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(-196 C), stopping the metabolic actvity of the cells™,

Cryopreservation has been performed primarily for
the purpose of preserving the hematopoietic stem cell
populations for transplantation. Currently, the use of this
procedure has been extended, allowing the preservation
of the biological potential, and to retain the biological
age at time of cryopreservation. In autologous patients,
MSCs are collected and cryopreserved for later clinical
use. In allogeneic patients, cryopreservation permits
banking of cells for human leukocyte antigen typing and
matching, facilitating the logistical transport of cellular
products to transplant centers, and allowing enough
time for the screening of transmissible diseases in the
donated cells before transplantation™,

CLINICAL TRIALS USING MSCS

Today, there are ongoing clinical trials of advanced
therapies’ using MSCs in various retinal and optic nerve
diseases. In these dinical trals the main route of admi-
nistration is the intravitreal injection following by subretinal
implant and then intravenous route. In all these studies it is
used autologous stem cells from bone mamow or adipose
tissue. On Table 1 it is shown all dinical tnals finished and
ongoing registered in dinicaltrials.gov and the Intermational
dinical Trials Registry Platform, until today (Last search
performed on 18 May 2016).

Clinical trials in retinal dystrophies: Retinitis pigmentosa
and stargardt’s disease

Retinitis pigmentosa (RP) includes some inherited dis-
eases which are characterized by a classic pattemn of
difficulties in dark adaptation and night blindness in
adolescence, loss of mid-peripheral visual field in young
adulfthood and central vision later in life due to the severe
loss of rod and cone photoreceptors™. The RP is one
of the leading hereditary degenerative retinal diseases,
affecting 1 in 4000 individuals™. RP is characterized by
the dassic triad of decreased arteriolar diameter;, pigment
spicules deposits in the mid periphery of the retina and
pallor of the papilla™.

Stargardt’s disease (SD) is the most common form of
inherited juvenile macular degenerations. Its prevalence
worldwide is estimated to be 1 in 10000 individuals™.
Patients initially present with reduced central vision. The
pathology is defined by the accumulation of lipofuscn
in the apical zone of the RPE cells. The patients present
decreased vision to legal blindness and secondary
choroidal neovascularization, with bilateral gradual in-
volvement of vision™),

There are nine clinical trials that use MSCs to treat
this kind retinal dystrophies (6 for RF, 2 for SD and RP
and 1 for RP and other diseases) (Table 1). Although
most dinical trials are in recrutment phase, there are two
completed to treat retinitis pigmentosa, bath were held at
Hospital das Clinicas (Medical school Ribeirae Preto, Sao
Paulo) - (NCTO1068561 phase | , NCTO1560715 phase
I1'). The cells used were autologous bone mamow-denved
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MSCs, which were administered through intravitreal
injection containing 10 x 10° cells/0.1 mL. The MSCs
were obtained through aspiration of 10 mL bone marmow
tissue from the posterior iliac crest and were separated
by Ficoll-Hypaque gradient centrifugation. Regarding to
the dinical trial NCT01068561 (phase | ), there is a case
reported™, The case is about one recruited patient of
this study, who had macular cedema assoecated with
RP, which showed complete resoluton of the oedema 7
d after injection, and the effect remained for one month
of follow-up with optical coherence tomography. They
conduded that the adult stem cells can restore the blood
ocular barmer due their paracrine effects or by osmotic
gradient allowing the absorption of macular cedemal™,
The trial NCTO1560715 (phase 1) is completed and
also have published results™, they concluded that the
therapy with intravitreal use MSC can improve the quality
of life of patients with RP, although the improvement is
lost with time. Patient’s improvemnent has been evaluated
with vision-related quality of life test (NEI VFG-25) before
therapy and 2 and 12 mo later. There was a statistically
significant improvement 3 mo after treatment, whereas
by 12* menth there was no significant difference from
baseling™!,

At the hospital Virgen de la Amixaca, Murda (Spain), it
is being camed out a phase | dinical trial with autologous
bone marrow stemn cells in patients with RR. This dinical
trial continues recruiting patients. Regarding to the other
dlinical trials for RP and Stargandt’s disease (NCT01531348,
NCT017336059, NCT01914913, NCT02280135, NCT027
09876 and NCTO1518127), they are on phase Lor [ /11,
and they are recruiing patients (Table 1).

Clinical trials in diabetic retinopathy and age macular
degeneration

Diabetic retinopathy (DR) is a prevalent microvascular
complication of diabetes, and remains the leading cause
of preventable blindness in working-aged people (20-74
years)®], About 30% all diabetics have signs of diabetic
retinopathy, and 30% of these might have vision-thre-
atening retinopathy, defined as severe retinopathy or
macular edema™. The current standard treatment for
management of these disorders relies mainly on laser
therapy, which is inherently destructive, or antiangiogenic
therapy, both associated with unaveoidable ocular/sy-
stemic side-effects™,

Age-related macular degeneration (AMD) is a pro-
gressive chronic disease of the central retina and a leading
cause of vision loss worldwide, it accounts for 8% of all
blindness worldwide and is the most common cause of
blindness in developed countries™, particularly in people
older than 60 years. Its prevalence is likely to increase as
a consequence of exponential population ageing. There
hawve been significant advances in the management of
exudative AMD with the introduciion of anti-angiogenesis
therapy, and patients now have effective treatment
options that can prevent blindness and, in many cases,
restore vision'¥!, However antiangiogenic treatment
doesn't stop the progression nor serves to treat dry AMD.
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Table 1 Clinical trials for retinal and optic nerve diseases

Clinical trial Candition Cells Route of Diose: Estimated  Recruitment Study Country Start
adminiztration enrolinent stanus phase date
NCTO1068561" FRetinosis pigmentaria ABMSC  Infravitreal injection 10 » 10° 5 Completed 1 Brazl 2010
cells, /0.1 mL
MNCT01531348 Retinosis pigmentaria ABMMSC Intravitreal injection 1 = 10° 10 Emmollingby | Tailandia 2012
cells/0.1mL invitation
NCT01560715" Retinosis pigmentaria ABMSC — Infravitreal injection 10 = 10° 50 Recruiting I Brasi 2012
cells/0.1mL
NCTO1736059" Retinosis pipmentaria. ABMSC  Infravitreal injection 3.4 x 10° 15 Enrcllingby |  EEUU 2012
AMD. DEVO cells,/01mL invitabion
MCTO1914013 Retinosis pigmentaria ABMSC - - 15 Recruiting [ /1 India 014
NCTO2280135 Fetinosis pigmentaria ABMSC  Infravitreal injection 30 = 10° 10 Recruiting |  Spain 2014
cells/0.1mL
MNCTO2709E7 6 Fefinosis pigmentaria ABMSC  Infravitreal injection - 30 FRecruifing [ /1 Arabia 014
NCTO01518127 Stargardt's disease ABMSC  Infravitreal injection 10 = 1w 10 Recruiting I /1 Brazil 011
and AMD cells/01mL
NCT01736050 Stargardt's ABMSC  Infravitreal injection 3.4 x 10° 15 Recruitng | EEUU 2012
disease AMD, DF, cells,/0.1mL
VO, RF
Carta al editor Act.  Diabefic retinopathy ABMSC  Infravitreal injection 18 = 107 1 Completed 1  Germany 2008
Opht* cells,/05mL
NCT01518842 Diabetic retinopathy ABMSC  Infravitreal injection 2 x 10* 30 Unlkmown I /1 Brasil 011
cells/01mL
IRCT201111791414M30 Disbetic retinopathy  ABMMSC Intravenous 2% 1 cells/ 20 Ongoing I /1 Ian 2011
MNCTO1736059 Diabetic retinopathy, ABMSC  Infravitreal njection :Bé = 10¢ 13 FRecruiting 1 EEUU 2012
VO, HED cells/01mL
ChiCTE- Diabetic retinopathy  ASMSC - - 30 Recruiting I /11 China 013
CIC-16008055
NCT01518127 AMD, Stargardt's ABMSC  Infravitreal injection 10 = 10t 10 Recruiting I /1 Brasil 11
disease cells,/0.1mL
MNCT01736059" AMD. DR VO HRD ABMSC  Infravitreal injection 3.4 10" 15 FRecruifing [ EEUU 212
cells/0.1mL
MCTO2016508 AND ABMSC  Infravitreal injection - 1 Unlkmown I 71 Egypt 013
NCTO2024260 ANMD AASC Infravitreal mjection - - Withdrawm | EEUU 013
NCT00787722 MNeuromielifis optica AHSC Infravenous - 10 Recruiting | EEUU 2008
MNCTO1364246 MNeuromielifis optica UC-MSC  Infravenous - 20 Unlmown [ /11 China 010
MCTO01330455 MNeuromielifis optica AHSC Infravenous - 3 Cmgoing [ /0 Canada 2011
NCT02240676 MNewromielitis optica ABMMSC Infravenous 2 x 1P cellsy 15 FRecruiting n China 2014
NCTO2636714 Optic nerveattophy ~ AHSC - kg 100 Ongoing I/ Jordania 2013
NCTO1834070 Optic nerve atrophy  ABMSC  Infrathecal 10 = 107 cellsf 24 Recruiting [/1 India 014
dose
ChiCTR-TRC-14005093 Traumatic optic UC-MSC  Endonasal = 70 FRecruiting [/ China 2014
neurcpathy
NCTO2330975 Glamcoma ABMMSC Infravitreal injection 1 x 10* 10 Recruiting | Brasil 014
cells/0.1mL
NCT02144103 Clamcoma AASC Subtenon injection. 0.5mL 16 Enrcllingby | Eussia 014
MNCTO01920867° Fetinal diseases, ABMSC  Retrobulbar, 132 =107 300 Recruiting | Estados 2013
Macular degeneration, subtenon, cells/ 15 mL Unidos
HED, OND, glaucoma intravenous,
intravitreal and
intraocular injection

Last search performed in Clinicaltrials gov and the International Clinical Trials Registry Flatform, 18 May 2016. 'Case reported™! “Case reported™: “Case
reported™: ‘Case reported™': Case reported™ ™. ABMSC: Autologous bone-marrow stem cells: ABMMSC: Autologous bone-marrow mesenchymal stem
cells; ASMSC: Autologous stromal mesenchymal stem cells; AASC: Autologous adipose stem: cells; AHSC: Autologous hematopoietic stem cells; UC-MSC:
Umbilical cord mesenchymal stem cells; AMD: Age-related macular degeneration: DR Diabetic retinopathy: HRD: Hereditary retinal diseases; OND: Optic
nerve diseases: FF. Fetinifis pigmentosa; VO: Vein ooclusions.

Thus, new approaches like stemn cell therapy are needed. IRCT 201111291414N29, NCT01736059, ChiCTR-

The use of bone mamow denved stem cells (BMDSC) ONC-16008055 and NCTO1920867) (Table 1). In relation
therapy for the DR has been evaluated™ ! and  to this therapy for the AMD, it has been evaluated in
there are five ongeoing clinical trials (NCT01518842, four (4) ongoing clinical tnals (NCT02016508, NCTO1
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920867, NCT01736059 y NCTO1518127). One of
them (NCT01736059) has published results in the AMD
patients™, Bone mamow stemn cells used in these dinical
trials was harvested from the patient’s own iliac crest
(autologous use) with an average final volume of 50 mL
(20-100 mL). Then, mononudear cells were separated by
Ficoll-gradient centnifugation. The dose of cells is between
2 x 10™1.8 % 10° suspended in 0.1 mL buffered saline
solution. A trial using adipose derived stems cells (ADSC)
has been withdrawn prior to enrollment (NCT02024269),
however they don't explain the reasons.

Results of stem cell-treatment for the DR are limited
to the report on two patients. A 43-year-old patient
with very advanced atrophy of the retina and optic
nerve caused by the DR and vision limited to defective
light perception, after cell treatment patient have im-
provement but no signs of any side-effects, such as
inflammation or infection'®]. The other reports a patient
with macular cedema assodiated with macular ischemia,
and describe the decrease of macular cedema and
the improvement of retinal function after intravitreal
injection of BMDSC™.

Moreover, the only dinical results of MSCs therapy
for the AMD™ describes two patients who start from a
visual acuity (VA) of 20/200. After intravitreal injection,
they had an improvement with its new VA of 20/80
and 20/160. The patient with VA 20/80 kept it during
first six meonths and the other patient with VA 20/160
worsened to its inital state of 20/200. A slight growth
of extrafoveal geographic atrophy in both eyes of both
patients was detected by fluorescein angiography. The
results of electroretinegraphy showed a slight worsening
of the macular function of both eyes that could be
attributed to the disease progression. In analysis by
OCT hyperdense deposits were evident within the
retinal layers after a3 month of therapy that comespond
in size with CD34" cells, however, more studies are
needed to prove whether it corresponds to intraretinal
incorporation of CD34" cells. The results suggest that
this cell therapy in patients with the AMD, espedally in
advanced stages, would nat stop the progression™.

Clinical trials of MSCs for optic neuropathies

Optic neuropathies are charactenzed by damage to the
optic nerve and they can be due to vanous causes, such
as glaucoma, autoimmune diseases, inflammation, in-
fections, traumas, ischemia or compression. Glaucoma
is the most commeon cause of optic nerve-related visual
loss in adults, followed by nonartentic antenor ischaemic
optic neuropathy (NATON)™, The treatment: for glaucoma
is based on drugs and surgery that reduce intraocular
pressure, whereas there is no treatment for NAION, nor
to reverse the process nor for its recurrence™. Traumatic
optic neuropathy is a cause of severe visual loss and it has
no reliable treatment™. Neuromyelitis optica, also known
as Devic’s disease, is an autoimmune, demylienating
disorder which causes optic neurtis. Its prevalence is
about 1-3/100000™", Nowadays neuromyelitis optica
treatment is based in corticosteroids and plasma exchange
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for the acute attacks and immunosuppressant drugs for
the maintenance therapy™.

Currently, there are two dinical tials at phase | using
MSCs to treat glaucoma (NCT02330978 and NCT021
44103), both of them are recruiting patients at the
moment. One of them is being held at Medical School
Ribeirao Preto, University of S3o Paulo, Brazil (NCTD23
30978), and the other one in Bumasyan Federal Medical
Biophysical Center, Russia (NCT02144103). The Brazlian
one uses an intravitreal injection of 10° autologous bone
marmow derved mesenchymal stem cells (BMMSCs) to
assess the safety of the procedure and how It improves
visual field and visual acuity. The Russian one uses a
sub Tenon administration of autologous adipose-derived
regenerative cells that have been extracted from the
patient’s front abdeminal wall. There are still no published
results of these studies.

In the SCOTS dlinical trial (NCT01920867), held at the
Johns Hopkins Hospital, United States, there is one case
reported of autoimmune optic neuropathy™. They made
a vitrechomy and intra-optic injection of autologous bone
marrow stem cells (BMSCs) in one patient’s eye and
retrobulbar, sub Tenon and intravitreal injection in the
other eye, improving the visual acuity, macular thickness
and fast retinal nerve fiber layer thickness. In this dlinical
trial there is also a case reported of idiopathic bilateral
optic neuritis™”, The patient received a retrobulbar
injection, sub Tenon injection and intravitreal injection of
autologous BMSCs for the nght eye (OD), and vitrectomy
and direct intra-optic nerve injection of autologous
BMSCs for the left eye (05), followed by intravenous
infusion. After this procedure, there was an improvement
in visual acuity in both eyes and remained stable at the
12 mo post-operativel™,

For neuromyelitis optica there is one active dinical
trial at Foothills Medical Centre, University of Calgary,
Canada (NCT01339455), two recruiting patients at
Northwestern University, United States (NCT00787722),
one ongeoing clinical trial in Tianjin Medical University
General Hospital, China (NCT02249676), and one with
unknown status at Nanjing University Medical College
Affiliated Drum Tower Hospital, China (NCT01364246).
Mast of them, active and recruiting clinical tnals, use
immunosuppressive treatment followed by an auto-
logous hematopoietic stem cells transplantation. While
the Namjing University uses human umbilical cord mes-
enchymal stem cells transplantation. In this dinical
trial (NCTO1364246), 5 patients were followed for 18
mo including evaluation of Expanded Disability Status
Scale (EDSS) levels, dinical course, magnetic resonance
imaging (MRI) charactenstics and adverse events. and
they reported an improvement in the symptoms and
signs of neuromyelitis optica in four out of five patients
treated™ . There is ancther dlinical trial for secondary
progressive multiple sclerosis with evidence of optic
nerve involvernent (NCT00395200), in which patients
were treated with autologous bone marmow stem cells
transplantation and that resulted in an increase in visual
acuity, visual evoked response latency, and optic nerve
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area™, Some individual cases with neuromyelitis optica
treated with allogeneic hematopoietic stem cells have
been reported .

Traumatic optic neuropathy is being studied in a
clinical trial in China, by the Cell Biotherapy Center,
Daping Hospital, Third Miliary Medical University (ChiCTR-
TRC-14005093). Currently, they are recruiting patients
and will use human umbilical cord derved mesenchymal
stem cells transplantation. There are still no results.

There are also dinical trials for optic neuropathies,
without considering what caused it. One of them is
currently active (NCT02638714) and is held by Stem
Cells of Arabia, Jordan. The patients will be treated with a
transplantation of punfied adult autologous bone marrow
denved CD34%, CD133%, and CD271" stem cells due to
their diverse potentialities to differentiate into specific
functional cell types to regenerate damaged optic nerves,
supporting tissues and vasculature. They will use dlinical-
grade purification system (CliniMACS) and Microbeads
to purify the target cell populations. There is another
dinical trial on optic atrophy, currently recruiting patients
(NCT01834079) in Chaitanya Hospital in Pune, India.
Patients will receive three intrathecal injections of 100
million autologous bone marmow derived mononuclear
cells per dose at intervals of 7 d. There are no results
posted yet of these studies.

DISCUSSION

Advances in the knowledge of neuroprotective, immuno-
modulative and regenerative properties of MSCs are
continuously generated by several predinical studies in witro
and in vivo in animal models of vanous neurcdegenerative
diseases, including optic nerve and retinal diseases. It
has given the opportunity to perform the translation of
treatment approaches to the dinical pracice. Since 2008,
several first steps, projecting new treatmment approaches,
have been taken regarding the use of cell therapy in
patients with neurodegenerstive pathologies of optic nerve
and retina. It is about Phase | or | /11 dinical trials, which
have as main objective the safety assessment of MSCs
using various routes of administration, where the main
route usad is the intravitreal injection.

Mevertheless, of the 24 dinical trials registered on
clinicaltrials.gov, there are only 2 dinical tnals finished,
3 are ongoing, 15 are in recruiting patients phase, 2 are
in unknown state and 1 dinical mal has been withdrawn
without knowing the reasons for this decision. Most of
the results published to date, are reduced to 6 cases
reported in vanous retinal/optic nerve pathologies, their
number of patients is very low, and these are exceptional
cases, so, there is not encugh evidence to get any valid
and scentific condusion.

Furthermore, maost of these dlinical trials use autolo-
gous cells, obtaining by bone marmow aspirates, so the
final content to be administered is a concentrate of
mononuclear cells, containing a very small percentage
of MSCs (0.1%)"™, only four dlinical trials use a spedfic
concentration of MSCs without added another cell
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type. It is surpnising that, although MSCs denved from
adipose tissue are easier to obtain and in a higher
concentration™”’, there are only 2 dlinical trials using this
cell type, and one of them has been withdrawn without
explanation. Regarding the use of allogenic MSCs, is
limited to 2 dinical tials, which use MSCs denved from
umbilical cord, however, it is not known whether their
patients will receive immunosuppressive therapy.

Regarding to cell dose used in vanous dinical tnals,
there is a great vanation from cne to ancther. There is
no consensus regarding the calculation of cell dose for
the use of these cells through intavitreal injection. The
clinical trials which use mononuclear cells aspirate, the
doses are usually high (between 3 x 10°cells/0.1 mL
and 30 x 10°cells/0.1 mL), whereas dinical trials using
a concentrated punfied of MSCs, doses are lower (1 %
10° cells/0.1 mL). However, the information collected
by dinical trals.gov and the Intemational Clinical Trals
Registry Platform not specfy the cell dose calculation or
the cell production process.

CONCLUSION

It is important to know the development of cell therapy
in relation to its use in the dinical practice. However, it is
also important to recognize that, there is stll a long way
to go to reach dinical tnals phase llI-1V. One of the factors
necessary to move forward is to establish unified otena
for the dose to be used, another important factor is the use
of only MSCs without another cells added, because MSCs
are immunoprvileged cells, and do not produce rejection.
It is also important to use more frequently allogeneic
MSC associated with cryopresenvation processes. It can
be the key to a better bioavailability of these cells, getting
greater advantages of MSCs denved from adipose tissue,
which are easier in obtaining and producton. Therefore, it
is necessary to continue predinical and dinical studies to
improve this new therapeutic tool.

Limitations

Most of the dinical trials using MSCs are in [ /11 phase,
recruiting patients or ongoing. The information available
in dinicaltrials.gov about the procedure obtaining cells
or the dose used in each dinical trial is not described in
all cases. Hence, there are not enough published results
to have scientific evidence about the use of these cells
in retinal and optic nerve diseases.
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