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a investigacion con biomateriales, electroestimula-
cién, nanotecnologia y tecnologia emergentes se ha con-
vertido en una pujante y esperanzadora aproximacién para
avanzar en la regeneracion del Sistema Nervioso Central.
El Hospital Nacional de Parapléjicos se ha posicionado
en primera linea de esta frontera cientifica junto con so-

cios estratégicos en Europa, con los que lleva a cabo im-
portantes proyectos cientificos y tecnologicos.

Este afio entrante lo inauguramos con los proyectos cientificos
de alcance llamados NEUROFIBRES y ByAxon; el proyecto NEU-
RIMP ha entrado en su tercera y ultima fase y BioMot ha finalizado
con un balance muy positivo desde el punto de
vista del conocimiento acumulado.

Todos tienen en comun la financiacion
europea conseguida en dura concurrencia com-
petitiva.

En ese informe te acercamos los porme-
nores de los citados estudios, sus objetivos,
protagonistas, ambiciones y lo que haran
nuestros socios europeos.

Frente ala Europa de la desafec-
cion, el escepticismo y la insolidaridad
se encuentra la Europa de quienes em-
prenden, investigan, innovan y tratan
de generar conocimiento para el pro-
greso y la mejora de la calidad de
vida de todos los ciudadanos.

HORIZON 2020

SEVENTH FRAMEWORK
PROGRAMME




.2.2 inanu’n

ESPECIAL Investigando con EUuropa.

ST VAR i

Coordinamos un proyecto eurojeo que desarrollara microfibras
electroconductoras parztratar la lesion medular

1 Hospital Nacional de Parapléjicos coordinara el
proyecto europeo Neurofibres destinado al des-
arrollo de microfibras electroconductoras biofun-
cionalizadas para el tratamiento de la lesion de la
médula espinal.-

Dotado con mas de cinco millones de euros por
la Comisién EuropeaNeuwrofibres es uno de los doce pro-
yectos de gran relevancia estratégica elegidos entre mas de
doscientos presentados al programa europeo que promueve
Tecnologias Emergentes de Futuro (FET) en el apartado
Proactive, dedicado a medicamentos y terapias bioeléctri-
cas.

El Laboratorio de Reparacion Neural y Biomate-
riales del HNP, que dirige el Dr. Jorge Eduardo Collazos
Castro, coordinara el proyecto Neurofibres en el que parti-
cipa un consorcio de siete grupos de investigacion de seis
paises europeos: Suecia, Reino Unido, Italia, Alemania,
Francia y Espaiia. El proyecto Neurofibres, cuya duracion
sera de cuatro afios (enero de 2017 - diciembre de 2020),
pretende consolidar las potencialidades neurorregenerativas
de la Bioelectronica, desarrollando dispositivos de doble
funcién que sirvan como un andamio electroactivo bioldgi-
camente seguro y eficaz para la regeneracion del SNC y la
activacion de circuitos neuronales en la médula espinal.

Partiendo de lo que se ha conseguido hasta ahora,
el trabajo se centrara en dos frentes de trabajo. En primer
lugar, en la mejora de las propiedades de las microfibras,
incluyendo su conductividad eléctrica, propiedades meca-
nicas, estabilidad quimica y capacidad de interaccion con
las células neurales. Entre otros aspectos novedosos, se des-
arrollaran proteinas de union electro-sensibles (aficuerpos)
para aumentar la funcionalidad de lasmicrofibras, asi como
una tecnologia que permita el montaje y la interconexion
de las microfibras en un sistema implantable en el sistema
nervioso.

El segundo frente sera la investigacion de la utili-
dad de esta tecnologia puntera para inducir crecimiento neu-
ral. Logicamente el sistema hay que probarlo, in vitro e in
vivo (en roedores y en cerdos), para comprobar su biocom-
patibilidad, asi como las respuestas del tejido nervioso en
los aspectos motores y sensoriales.

Para acometer este ambicioso € innovador estudio
se contara con grupos multidisciplinares de expertos: neu-
rocientificos, fisicos, quimicos, médicos, electrofisiélogos,
ingenieros mecanicos, expertos en nanotecnologia y bioma-
teriales, asi como una empresa especializada en la fabrica-
cion de interconexiones eléctricas para aplicaciones de alta
tecnologia.

Antecedentes y estado
de la cuestion

Reparar una lesion medular significa resta-
blecer la estructura y los circuitos neurales que exis-
tian antes de la misma para recuperar la conexion y
la transmision de mensajes de ida y vuelta entre el
cerebro y el resto del cuerpo. “El trauma destroza ma-
croscopicamente la médula espinal y produce cavi-
dades y cicatrices que abocan al fracaso todos los
tratamientos y estrategias de neuroregeneracion (tras-
plantes, estrategias moleculares, neuroproteccion,
etc.)”, afirma Jorge Collazos

Las estrategias para inducir el crecimiento
y la reconexion neuronal despué€s de la lesion que
provienen de la Bioingenieria van a abrir nuevos ho-
rizontes. En primer lugar se necesita obtener un sus-
trato implantable que, a modo de andamio, permita
el crecimiento orientado del tejido neural, posibili-
tando asi que los tratamientos celulares y moleculares
puedan actuar. “Hasta ahora se habia ensayado con
diversas estructuras para promover el crecimiento ce-
lular: materiales inertes y no degradables, que podian
producir inflamacién; tubos de diferente naturaleza,
en los que puede haber compresion del tejido ylimi-
tarse la llegada de nutrientes; materiales interesantes,
como el 6xido de grafeno o los nanotubos de car-
bono, quebradizos desde el punto de vista mecanico
y que no pueden convertirse en miicroestructuras im-
plantables con buena conductividad eléctrica, no es
facil hacerlo”, asegura el coordinador del proyecto.

Los intentos de utilizar materiales electro-
activos como soporte para el crecimiento neuronal
comenzaron hace una década con el proyecto NER-
BIOS(Development of a Bioelectrochemical Device
for CNS Repair, 2006-2009) (ilustraciones 1, 2 y 3)
que también obtuvo ayuda europea y fue coordinado
por Jorge Collazos, y en el que también participaron
investigadores del CSIC y dela Universidad de Cas-
tilla La Mancha, asi como delReino Unido, Grecia 'y
Portugal. "En ese proyecto aprendimos a hacer su-
perficies planas de materiales electroconductores que
fueran compatibles con las neuronas. Sin embargo,
dar el paso de una superficie plana a una estructura
implantable para la médula espinal nos costo otro lus-
tro. Hace unos afios se me ocurrio el uso de microfi-
bras hechas con carbono y polimeros conductores y
que era una buena idea modificar su superficie con
multiples biomoléculas para mejorar la relacion de
estos materiales con las neuronas”.

Development of a Bioelectrocherriical Device fo CNS Repair

PROYECTO NERBIOS (206-2009)
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Desde los afios 2010 a 2016, en el Laboratorio de
Reparacion Neural y Biomateriales se dedicaron al desarro-
llo de tales microfibras fuincionalizadas para el crecimiento
neural con la incorporacion de moléculas de adherencia
neuronal, como la N-Cadherina y la L1, asi como con fac-
tores troficos unidos a proteinas de la matriz extracelular.
Esto se llevo a cabo con fondos de Investigacion Sanitaria
del Instituto Carlos Iy el Ministerio de Economia y Com-
petitividad. (Ilustraciones 4 y 5) “Durante cinco afios rea-
lizamos experimentos in vitro, utilizando cultivos celulares
y celdas electroquimicas para analizar las respuestas de cre-
cimiento en presenciade campos eléctricos y conseguimos
un avance muy importante: que las microfibras guien neu-
ronas por distancias muy largas creciendo hasta 8 mm en
10 dias”, explica Collazos."Ademas, encontramos una
nueva forma de inducir €l crecimiento: que los axones de
las neuronas sean estimulados por progenitores gliales que

INVESTIGACION CON MICROFIBRAS (2010-2016)
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migran sobre las microfibras".

Los buenos resultados en placas de cultivo dieron
paso a estudiosin vivo, en los que se implantaron las mi-
crofibras en ratas. Los resultados fueron muy estimulantes
y se publicaron este afio en la revista “Biomaterials”, que
ocupa el primer puesto en este campo cientifico. El expe-
rimento consistio en colocar implantes de microfibras con
gel antifibrotico en lesiones medulares completas. “Com-
probamos que al implantarlas en el sistema nervioso po-
niéndole proteinas en la superficie, las fibras se integraban
excelentemente enel tejido nervioso con un dafio y una res-
puesta inflamatoria minima; ademas, los axones crecian
orientados sobre ellas,aunque todaviano se conectaban ni
se producia recuperacion funcional evidente.Sin duda, la
electroestimulacion a través de las microfibras podria me-
jorar mucho su utilidad para reparar lamédula, pero conec-
tarlas eléctricamente no es sencillo”.
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Ilustracion 5

NEUROFIBRES Future and Emerging
Technologies (FET) Proactive (2017-2021)
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Llegados a este punto el reto ahora consiste
en optimizar las microfibras para conseguir su interco-
nexion eléctrica, cumpliendo los requisitos para im-
plantes electroactivos de uso biomédico. "En el
proyecto Neurofibres (ilustraciones 6, 7 y 8) explora-
remos el uso de la electricidad a través de las microfi-
bras implantadas en ratones, ratas y cerdos. En
particular, la informacion que obtengamos de los cer-
dos sera fundamental para el disefio futuro del implan-
tepara el ser humano”, explica Jorge Collazos.
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CENTRO COORDINADOR DEL PROYECTO
Desarrollo de microfibras y evaluacién

35 infonédula.

¢Quién hace que?

FUTURE AND EMERGING TECHNOLOGIES (FET) PROACTIVE
Proyecto Neurofibres 2017-20021 '

Quién hara qué

REINO UNIDO

Cambridge University
Incorporacién de grafeno para para mejo
microfibras

FRANCIA Axon Cable
Conexion de la microfibra a u
electroestimulador a través

un micro cable

ESPANA
Hospital Naciona
de Parapléjicos

en ratas y cerdos
.
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Produccion y mejora de microfibra

Evaluacion

Los siete equipos de investigacidon europeos
tienen cuatro afios para desarrollar tecnologia nueva en
dos nucleos de actividad cientifica:

1- Los que se dedicaran producir y a mejorar
las microfibras,tanto desde el punto de vista mecénico
y eléctrico, asi como las proteinas modificadas que se
colocaran sobre la superficie de la microfibra.Para ello
hay que conseguir conectar la microfibra a un electro
estimulador a través de un microcable que permita
aplicar estimulos eléctricos y que, ademas, sea biocom-
patible. En esto se empleara la empresa francesa Axén'
Cable. La parte mecanica yla modificaciéon quimica se
realizara en el Hospital de Parapléjicos junto con la
universidad de Cambridge y un equipo de la Universi-
dad italiana de Trento.

*"Universidad D ‘Aix| Marsella
Evaluacion e identificacién

de respuestas neuronales en ratones
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SUECIA
Royal Institute of
Technologgy

S ALEMANIA
*~, Universidad de Saarland
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ITALIA

Universidad de Trento
Estudio y optimizacion de las
propiedades mecanicas de las microfibras

El equipo de Suecia se encargara de disefiar
una proteina con gran poterncial llamada Affibody, una
molécula muy especial en la que los suecos han sido
pioneros. Se trata de unp&ptido pequeilito al que se
pueden adherir unos aminoacidos que puedenmodular
por via eléctrica las proteinas que se colocaran en la
superficie de la microfibra.

2- En segundo lugar estan los tres grupos que
realizaran la evaluacidnde esta tecnologiadesde dife-
rentes puntos de vista para tener una vision integral de
su eficacia.En esta fase los equipos de Alemania y de
Francia realizaran observaciones in vitro y, sobre todo,
in vivo en ratones transgériicos. Gracias a las células
fluorescentes del roedor,a 1a microscopia de dos foto-
nes y a un dispositivo especial para ver los axones den-
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tro de la médula espinal, se podra identificar muy bien
las respuestas celulares tras el implante. “En elLabora-
torio de Reparacion Neural y Biomaterialesdel hospital
realizaremos experimentos con ratas y también con cer-
dos, cuyo metabolismo, respuestas inmunoloégicas y ta-
mafio de las lesiones son méas parecidas alhumano, lo
que nos permitird ver mejor qué pasa al realizar un im-
plante de estas caracteristicas”.

Para cumplir con el ambicioso objetivo de eva-
luar las microfibras para el tratamiento de la lesién me-
dular en cerdos, el equipo investigador del HNP contara
con la ayuda de los cirujanos traumatélogos del HNP
(Dr. Andrés Barriga, Dr. Luis Maria Romero) y de un
neurocirujano del Hospital Virgen de la Salud de Toledo
(Dr. Angel Rodriguez de Lope). "La participacion de los
cirujanos en este proyecto de investigacion es fundamen-
tal, ya que se requiere poner a punto nuevas técnicas qui-
rurgicas bastante complejas y de las cuales depende el
éxito del proyecto", puntualiza Jorge Collazos.

Microfibra para uso neuroprotésico

En los ultimos afios la neuroprotésicaestd avan-
zando de manera importante, si bien a fecha de hoy los
implantes neuroprotésicos son invasivos y requieren una
neurocirugia muy compleja. Aunque efectivos, hay fac-
tores limitantes derivados de la estabilidad de los elec-
trodos y los riesgos de su biocompatibilidad, pues
pueden producir fibrosis y pérdida de efectividad por re-
acciones celulares al electrodo, rechazo al cuerpo ex-
traflo, einflamacion, entre otros efectos adversos.

Para colocar una neuroprotesis no hace falta
que el electrodo esté dentro del tejido neural. Se pueden
situar sobre el crineo o sobre la espalda para estimular
el tejido nervioso. En todo caso, cuanto mas te alejas del
tejido neural peor es la sefial que registras y menos es-
pecifica es la electroestimulacion.

“Con las microfibras se podrian fabricar neuro-
protesis mas eficaces. Nuestros experimentos muestran
sumayor sensibilidad a la hora de estimular y registrar
las sefales de las neuronas frente a los electrodos meta-
licos usados en la actualidad y producen menos dafio.
Por el contrario,en un ambiente agresivo las microfibras
resultan maés inestables desde el punto de vista qui-
mico,mecénico y de su durabilidad, aspecto fundamental
para una aplicacion clinica. Aqui tenemos mucho tra-
bajo por desarrollar. Asegura el Dr. Collazos, quien con-
sidera que “cuando se supere el escollo de la estabilidad
de la interfaz entre la neurona y el electrodo las neuro-
prétesis van a sufrir un desarrollo impresionante”.

Microfibra para regenerar el tejido nervioso

La neurona puede crecer por dos vias: directa-
mente una vez que colocamos moléculas de adhesion ce-
lular especificas (N Cadherina L1) o como consecuencia
del uso de un complejo multimolecular situado sobre la
microfibra (fibronectina, factores de crecimiento, hepa-
rina, una molécula adherente, etc.) que induce la migra-
cién de precursores gliales y estimulan el crecimiento
del axoén. Este modo de hacerlo es fundamental, mas
facil de conseguir sobre tejido embrionario y muy dificil
en tejido adulto, porque en él las respuestas celulares son
muy diversas limitadas en cuanto a regeneracion y muy
potentes en cuanto a cicatrizacion.

Si usamos la microfibra para regemerar el tejido,
es decir, conseguir activar la glia y las neuronas, sin con-
siderar la perdurabilidad, las microfibras se muestran
como una herramienta con gran potencial. El implante de
la microfibra en el tejido sano se integra muy bien, y en
el tejido lesionado, en el que ya se ha producido dafio
axonal y muerte celular con necrosis y apoptosis, san-
grado, etc.estamos consiguiendo cambiar el balance de
cicatrizacion a neuroregeneracion.

En la parte regenerativa utili-
zamos la microfibra para que sobre
ella crezca el axon, la sefial eléctrica
de la propia neurona wviajara por el
axon que regenerey, al llegar a la
parte caudal de la médula espinal, se
transmitird al conectarse con otro
axon. Aqui la electroestimulacion a
través de la microfibra podria au-
mentar el crecimiento y la conexion
de las neuronas.

Por ultimo Jorge collazos se
muestra optimista. “E1 resultado en
ratas ha sido esperanzador y llegar a
usar esta tecnologia y conocimiento
con fines clinicos en humanos con
garantias de eficacia y seguridad va
a suponer un arduo trabajo”.



