UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE NEUROBIOLOGIA

ESTUDIO SOBRE LA EXPRESION DE VIRUS ADENOASOCIADOS
TIPO 2 EN LA RETINA DE RATAS DIABETICAS

Tesis
para obtener el grado de
Maestra en Ciencias (Neurobiologia)

Presenta
LBM Nundehui Diaz Lezama

Directora de Tesis

Dra. Maria del Carmen Clapp Jiménez L.

Campus Juriquilla, Querétaro Agosto 2012



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realizd en el Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México, bajo la

direccion de la Dra. Carmen Clapp Jiménez Labora.



RESUMEN

La retinopatia diabética (RD) es un trastorno vasoproliferativo de la retina que ocurre en
pacientes diabéticos y constituye la principal causa de ceguera en los adultos. Los
tratamientos actuales de la RD comprometen la funcionalidad de la retina y no son
eficaces en todos los pacientes, por lo que es de gran interés la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas. Al respecto, una opcion promisoria es la transferencia intraocular
de genes inhibidores de la proliferacion vascular mediante el uso de vectores derivados de
virus adenoasociados recombinantes del serotipo 2 (rAAV2). Estos vectores tienen ventajas
como la transduccion permanente de multiples tipos celulares de la retina y la baja
toxicidad. En este estudio investigamos la localizacion y nivel de expresion de los
transgenes codificados por los AAV2 en la RD. Para ello utilizamos como modelo la
diabetes experimental inducida por inyeccidon intraperitoneal de estreptozotocina (60
mg/kg) y la inyeccion intravitreal de AAV2 que transducen a la proteina verde fluorescente
(GFP). Dos semanas después de la induccion de diabetes, ratas diabéticas (>250 mg/dl
glucosa en sangre) y ratas sanas fueron inyectadas intravitrealmente con AAV2-GFP y 4
semanas después se evalud la expresion de la GFP en criosecciones de retina y en montajes
planos de retina por inmunohistoquimica y fluorescencia directa, respectivamente. La GFP
se detecto en la capa de células ganglionares de la retina y en proyecciones que conforman
al nervio optico. La cuantificacion de la fluorescencia debida a la GFP fue
significativamente mayor en la retina de ratas diabéticas en relacion a la de las no
diabéticas. Consistentemente con esta diferencia, la expresion de los receptores a AAV2
(sindecano y perlecano), evaluada por RT-PCR en tiempo real, se incremento
significativamente en la retina de ratas diabéticas con respecto a la de las ratas sanas. Estos
resultados muestran que la inyeccion intravitreal de los AAV?2 resulta en la transferencia
exitosa de los transgenes en células ganglionares de la retina y que dicha transferencia
aumenta en la diabetes debido, al menos en parte, al incremento de receptores a los AAV2.
Por lo tanto, se propone que en la RD las condiciones de la retina favorecen el uso de los

AAV2 como vectores de transferencia de moléculas terapéuticas.



ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR) is a retinal vasoproliferative disease that constitutes the leading
cause of blindness among working-aged people. Current treaments for DR are not effective
in all patients and can be destructive, so that developing new strategies against DR has
become a major research focus. Ocular-gene therapy based on the adeno-associated virus
serotype 2 (AAV2) delivery of antiangiogenic molecules offers considerable promise for
the treatment of DR. AAV2 produce long-term transgene expression in a variety of retinal
cell types with minimal toxicity. In this study, we investigated the retinal localization and
level of expression of AAV2 transgenes in DR. For this purpose, we used the
streptozotocin-induced diabetes rat model and the intravitreal inyection of AAV2
encoding the green fluorescence protein (GFP). Two weeks after inducing diabetes,
diabetic rats (>250 mg/dl glucose in blood) and non-diabetic rats were injected
intravitreally with AAV2-GFP, and four weeks later GFP-positive cells were detected in
retinal criosections and in retinal flat-mounts by immunohistochemistry and direct
fluorescence, respectively. GFP was located in the retinal ganglion cell layer and in cellular
projections that form the optic nerve. GFP fluorescence was significantly higher in the
retina of diabetic vs. non-diabetic rats. Consistent with this difference, the expression of
the AAV2 receptors (syndecan and perlecan), evaluated by real-time RT-PCR, was
significantly higher in the diabetic vs. the healthy retina. These findings show that the
intravitreal delivery of AAV2 transduces ganglion cells in the retina and that this
transduction increases in diabetes due, in part, to a higher expression of AAV?2 receptors. It
is proposed that retinal conditions in DR favor the use of AAV2 vectors for the delivery of

therapeutic molecules.
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I.-INTRODUCCION

La retinopatia diabética (RD) es una enfermedad de la microvasculatura retiniana, y es
como una de las complicaciones mas frecuentes en personas que han padecido diabetes por
varios afnos (Frank 2004). La diabetes es un grave problema de salud a nivel mundial, su
prevalencia esta incrementandose de manera acelerada y se estima que para el afo 2030 el
numero de personas con diabetes serd de alrededor de 366 millones (International Diabetes
Federation, 2007). Este incremento en la prevalencia de diabetes lleva asociado de manera
inevitable un aumento en la prevalencia de la RD. La RD constituye la principal causa de
ceguera en personas en edad laboral (Fong et al. 2004). Actualmente la fotocoagulacion
laser y la vitrectomia son los tratamientos mas utilizados contra la RD, sin embargo, estas
terapias por si mismas son destructivas y pueden generar pérdida de la agudeza y del campo

visual (Ciulla et al. 2003; Chew et al. 2003; Smiddy and Flynn 1999).

Dado que el crecimiento aberrante de los vasos sanguineos determina la patogénesis de la
RD, se estdin llevando a cabo investigaciones en la busqueda de tratamientos
antiangiogénicos. Sin embargo debido a la naturaleza cronica de esta enfermedad la
inhibicién de la angiogénesis debe ser sostenida por largos periodos de tiempo y hasta el
momento las moléculas antiangiogénicas que han sido estudiadas en modelos animales
tienen una vida media corta, por lo que su administracion intraocular debe ser frecuente y
de por vida, lo que conlleva al aumento en los riesgos de complicaciones oculares graves
como la endoftalmitis. Ante este panorama, una opcidn terapéutica en el tratamiento de la
RD que se estd evaluando intensamente es la terapia génica mediante vectores virales
(Mingozzi and High 2011), que permitan la expresion de moléculas terapéuticas a largo

plazo reduciendo la administracion del tratamiento a un solo evento.

Entre los vectores virales que han mostrado los resultados mas prometedores en la terapia
génica ocular se encuentran los virus adenoasociados (AAV), y en particular, el serotipo 2
(AAV2) (Mingozzi and High 2011). EI AAV?2 utiliza como receptores a proteoglicanos de
heparan sulfato (HSPG por sus siglas en inglés) (Summerford and Samulski 1998),

proteinas altamente glicosiladas que se encuentran formando parte de la matriz extracelular



y de la membrana celular de una gran variedad de tipos celulares, incluidas células de la

retina (Clark et al. 2011).

En el presente trabajo evaluamos la localizacion de la expresion de transgenes codificados
por AAV?2 inyectados intravitrealmente. Ademas, estudiamos si esta expresion se veia
modificada bajo condiciones de diabetes. A continuacion revisaremos brevemente algunos
aspectos generales sobre la retinopatia diabética, su fisiopatologia y tratamiento, asi como
los antecedentes inmediatos que nos llevaron a plantear la importancia de llevar a cabo este

proyecto de investigacion.

II.-ANTECEDENTES

1.1 RETINOPATIA DIABETICA

Clinicamente la RD se define como una microangiopatia progresiva que se caracteriza por
lesiones, oclusion de los vasos capilares y neovascularizacion de la retina en personas con
diabetes (Cheung et al. 2010). En este padecimiento se identifican dos etapas: la no

proliferativa (RDNP) y la proliferativa (RDP).

Los cambios que se producen en la RDNP, estan limitados a la retina y no pasan mas alla
de su membrana limitante interna (la capa de la retina mas proxima al cuerpo vitreo). Los
signos clasicos que caracterizan a la RDNP incluyen microaneurismas, hemorragias
intrarretinianas puntuales, edema retiniano, exudados proteicos o lipidicos, deformaciones
microvasculares, deformaciones arteriolares y areas de oclusion capilar (Kollias and Ulbig
2010). La mayoria de los signos en esta etapa de la enfermedad son asintomaticos y solo

detectables por oftalmoscopia.

En la tabla 1 se presenta una breve descripcion de algunos de los signos cldsicos que

aparecen en la RDNP.



TABLA 1.- SIGNOS CLASICOS DE LA RETINOPATIA DIABETICA NO PROLIFERATIVA

SIGNO

DESCRIPCION

Microaneurismas

Hemorragias
Intrarretinianas

Exudados
proteicos 0
lipidicos
Exudados
algodonosos o
blandos

Deformaciones
microvasculares
intrarretinianas

Su tamano varia de 15-150 pum. Son de color rojizo, redondos y suelen
aparecer en el polo posterior de la retina. Su nimero es variable y
aumentan con la progresion de la enfermedad.

Son la consecuencia de la rotura de los microaneurismas o capilares
alterados. Pueden ser de 2 tipos; superficiales y profundas. Las
superficiales tienen forma alargada y aparecen en las fibras nerviosas de
la capa de células ganglionares de la retina. Las profundas son
redondeadas con bordes irregulares y se localizan en la capa plexiforme
externa y nuclear interna.

Son depdsitos extracelulares de lipidos y proteinas séricas, como
consecuencia de la alteracion de la barrera hematorretiniana.

Tienen aspecto blanquecino, son redondeados, de bordes imprecisos, y
se localizan superficialmente en las fibras nerviosas de la capa de células
ganglionares de la retina. En realidad no son exudados propiamente
dichos, sino infartos isquémicos focales de la capa de fibras nerviosas.

Son alteraciones patologicas de la red capilar retiniana en forma de
segmentos vasculares dilatados y tortuosos. Se suelen localizar rodeando
a los exudados blandos.

En la RDP, tiene lugar la proliferacion de vasos sanguineos (angiogénesis) en la retina, los

cuales crecen, invaden y sangran en el cuerpo vitreo (Fig. 1), ademas pueden inducir la

formacion de una membrana fibrovascular que llega a ejercer traccion sobre la retina,

desprendiéndola y ocasionando ceguera (Frank 2004). Si la RDP sigue progresando los

neovasos pueden formarse incluso dentro del estroma del iris y acompanarse de fibrosis, lo

cual provocaria la obstruccion del flujo normal del humor acuoso en la cdmara anterior del

ojo, aumentando la presion intraocular conocida como glaucoma neovascular, enfermedad

muy dolorosa y de mal pronostico que finalmente también provoca ceguera.




Figura 1.-Esquema de un ojo con retinopatia diabética proliferativa (RDP) donde se puede
observar la presencia de los neovasos sanguineos invadiendo el cuerpo vitreo (flechas).

I1.2 FISIOPATOLOGIA DE LA RETINOPATIA DIABETICA

Entre las multiples causas que se han propuesto conducen a la RD se encuentra la
hiperglucemia cronica (Brownlee 2001). La hiperglucemia cronica genera especies
reactivas de oxigeno que a través de diversas alteraciones bioquimicas conllevan a la
muerte de pericitos y células endoteliales (Mizutani et al. 1996). Los pericitos son células
accesorias de los capilares sanguineos con propiedades contrictiles que ayudan a regular el
flujo sanguineo. La muerte de pericitos y del endotelio favorece la vasodilatacion y la
permeabilidad vascular, lo que a su vez conlleva a la acumulacion de proteinas de origen
plasmatico en la membrana basal del capilar. La luz de estos capilares retinianos
avasculares constituidos por una membrana basal gruesa puede obstruirse facilmente
(Lawreason J., 2000). La obstruccion de los capilares disminuye la perfusion sanguinea
(isquemia), que trae como consecuencia una hipoxia localizada. La hipoxia promueve la
angiogénesis al estimular la produccion de factores angiogénicos, como el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Aiello et al. 1995; Shweiki et al. 1992), y de
inhibir la de los antiangiogénicos, como el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF)
(Mori et al. 2002). Los neovasos son histologicamente diferentes a los vasos retinianos
normales, no conservan la barrera hematorretiniana, sangran con mayor facilidad y tienden
a crecer en direccion del vitreo sustentados en un tejido fibroso que tiene capacidad
contractil (Davis MD et al., 2001). Estas alteraciones son responsables de las hemorragias

vitreas, el desprendimiento de la retina y la consecuente ceguera (Kollias and Ulbig 2010).



11.2.1 Mecanismos bioquimicos que median el dafio celular de la hiperglucemia

crénica

Existen hasta el momento varias hipdtesis acerca de los mecanismos involucrados en el
dafio a nivel celular ocasionado por la hiperglucemia créonica y del por qué ciertos tipos
celulares (células endoteliales de los capilares de la retina, células mesangiales de los
glomérulos renales, neuronas y células de Schwann de los nervios periféricos) son mas
susceptibles a este dafio. Se ha observado que la mayoria de las células contienden con la
hiperglucemia a través de reducir la incorporacion de glucosa de manera que la
concentracion interna de glucosa permanece constante. En contraste, las células
mencionadas mas susceptibles no son capaces de disminuir el transporte intracelular de
glucosa en forma eficiente (Heilig et al. 1995; Kaiser et al. 1993). Entre los mecanismos
por los cuales la alta glucosa intracelular promueve la muerte celular se incluyen el
incremento en la activacion de la via de los polioles y en la formacion de productos
terminales de la glicosilacion avanzada y la activacion de isoformas de la proteina cinasa C

(Brownlee 2005).

Via de los polioles o del sorbitol.- En personas que no padecen diabetes el exceso de
glucosa se metaboliza por la via glucolitica y por la via de las pentosas. En el caso de los
diabéticos, estas vias se encuentran saturadas por lo que el exceso de glucosa se metaboliza
a través de la via de los polioles, también conocida como la via del sorbitol. En esta via la
enzima aldosa reductasa reduce la glucosa produciendo sorbitol que mas tarde es
convertido a fructosa. En ese proceso, la aldosa reductasa usa la coenzima NADPH, cuya
concentracion es vital para la generacion de un antioxidante intracelular muy importante, el
glutatiéon reducido. Al tener baja concentracion de glutation reducido, las células se
vuelven muy susceptibles al estrés oxidativo y el estrés oxidativo en etapas tempranas de la
diabetes produce la disfuncion de las células endoteliales. De hecho, se ha mostrado que
inhibidores de la aldosa reductasa disminuyen la presencia de microaneurismas en la retina
de pacientes diabéticos (1990), y previenen la reduccion en la transmision nerviosa

(neuropatia) observada en perros diabéticos (Engerman et al. 1994).



Produccion intracelular de precursores de productos terminales de la glucosilacion
avanzada.- Los productos terminales de la glucosilacion avanzada o AGEs (por sus siglas
en inglés “Advanced glycosylated end products”) provienen de la auto-oxidacion
intracelular de la glucosa a glioxal (Wells-Knecht et al. 1995), de la descomposicion del
producto de amadori (derivado de la glucosa 1-amino-1deoxifructosa) a 3-deoxiglucosona,
de la fragmentaciéon del gliceraldehido-3-fosfato y de la transformacion de
dihidroxiacetona-fosfato a metilglioxal (Thornalley 1990). Estas moléculas (glioxal, 3-
deoxiglucosona y metilglioxal) reaccionan con los grupos amino de proteinas intracelulares
para formar los AGEs. La importancia de los AGEs en la patogénesis de las complicaciones
de la diabetes se ha dilucidado en modelos animales en los que al inhibir los AGEs se
previene parcialmente algunas manifestaciones de alteraciones microvasculares
ocasionadas por la diabetes en los nervios, rifiones y retina (Hammes et al. 1991; Nakamura
et al. 1997; Soulis-Liparota et al. 1991). La produccion de los AGE dana a las células
blanco via 3 mecanismos generales. 1) Modifican y alteran la funcion de proteinas
intracelulares, tales como las involucradas en la regulacion de la transcripcion génica
(Giardino et al. 1994; Shinohara et al. 1998). 2) Los precursores de los AGEs pueden
difundir fuera de la célula y modificar la estructura y funcion de proteinas de la matriz
extracelular (Charonis et al. 1990; McLellan et al. 1994) y, 3) pueden alterar a proteinas en
el torrente sanguineo como la albumina. Estas proteinas circulantes modificadas pueden
unirse a sus receptores (receptores de AGEs) localizados en diversos tipos celulares
causando la produccion de citocinas proinflamatorias y factores de crecimiento, que a su
vez inducen alteraciones vasculares (Abordo et al. 1996; Kirstein et al. 1992; Schmidt et al.
1995). De hecho, se ha mostrado que la inhibicion farmacologica de los AGEs previene

cambios estructurales tardios de la retinopatia diabética experimental (Hammes et al. 1991).

Activacion de la proteina cinasa C (PKC). La alta concentracion de glucosa dentro de la
célula aumenta la sintesis de diacilglicerol (DAG), que es un cofactor/activador critico para
las isoformas clasicas de la PKC (-B,-a,-8) (Derubertis and Craven 1994; Koya et al. 1997;
Koya and King 1998; Xia et al. 1994). Cuando la PKC es activada por la alta concentracion
de glucosa intracelular, tiene varios efectos en la expresion de genes que incluyen la
estimulacion de la expresion de la sintasa endotelial de 6xido nitrico (eNOS), la endotelina-
1 (ET-1), el VEGEF, el factor transformante beta (TGF-P), el inhibidor del activador de

9



plasminogeno-1 (PAI-1), etc. En general, la activacion de la PKC por hiperglucemia
favorece la expresion de los factores relacionados con el dano celular mientras que
disminuye la de los factores relacionados con el mantenimiento de la funcidén normal
(Brownlee 2001). Por estudios farmacolégicos se encontrd que inhibidores de la PKC
previenen alteraciones vasculares en la retina y riién debidos a la diabetes (Bishara et al.

2002; Ishii et al. 1996; Koya et al. 2000).

11.3 TRATAMIENTO DE LA RETINOPATIA DIABETICA

Las opciones terapéuticas actuales de la RD estdn restringidas basicamente a la
fotocoagulacion con rayos laser (1990; 1991) (Group MPS) y a procedimientos quirirgicos
como la vitrectomia (Kaplan 1996; Thomas et al. 1992), cuyos principios basicos se revisan

brevemente a continuacion.

La fotocoagulacion con rayos laser es una terapia utilizada para una gran variedad de
enfermedades retinianas dentro de las que se encuentra la RDP. Esta terapia consiste en
producir quemaduras con laser en la retina periférica, promoviendo la regresion de la
neovascularizacion en las regiones tratadas lo cual reduce la posibilidad de que se produzca
la hemorragia vitrea y el desprendimiento de la retina. La fotocoagulacion es un proceso
térmico donde la energia luminosa es absorbida por los tejidos pigmentados y es convertida
en calor causando la desnaturalizacion proteica. Se desconoce hasta el momento el
mecanismo exacto por el cual la fotocoagulacion laser actia pero se ha hipotetizado que el
laser, absorbido principalmente por la melanina del epitelio pigmentario retiniano (RPE),
provoca la muerte de algunas células de este epitelio por la accion térmica (Suomalainen
1993) y estas células son la principal fuente de factores proangiogénicos como el VEGF

(Adamis et al. 1993).

En la clinica el uso de la fotocoagulacion laser como tratamiento para la RDP ha mostrado
una eficacia cercana al 50% en los pacientes tratados, sin embargo no estd exenta de
complicaciones y efectos secundarios dentro de los que se han reportado la pérdida de la
vision periférica, de la vision nocturna y de la vision al color (1981; 1991)(Diabetic

Retinopathy Study Research Group).
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El otro tratamiento ampliamente utilizado es la vitrectomia (Fig. 2), indicada en casos
graves de RDP, especificamente aquellos que cursan con desprendimiento de la retina o una
hemorragia vitrea severa (Ciulla et al. 2003). Consiste en remover una porcion o todo el
vitreo del ojo mediante succidn y sustituirlo por algin gas (que se absorbe naturalmente en
2-3 semanas), un liquido aceitoso especial (que no se absorbe y debe ser retirado
quirtrgicamente en un futuro) o por una combinacion de gas y aceite. A medida que el gas
0 aire es absorbido, el ojo lo reemplaza por un fluido transparente, el humor acuoso, que va
a llenar la camara vitrea. El inconveniente de este procedimiento quirirgico es que aumenta
el riesgo de la formacion de cataratas en un 44% (1988) (Diabetic Retinopathy Vitrectomy

Study Research Group) y en el peor de los casos de endoftalmitis.

Figura 2.- Esquema que ilustra la extraccion del cuerpo vitreo por succion durante la

vitrectomia.

En general, tanto la vitrectomia como la fotocoagulacion laser, son aplicables solamente en
los estados avanzados de la RD, tienen efectos limitados a una proporcion de los pacientes,
son destructivos y comprometen la funcionalidad de la retina. Por consiguiente, la busqueda
de nuevas estrategias terapéuticas capaces de interferir con la disfuncion vascular en la RD
ha sido el principal foco de la investigacion cientifica aplicada de este campo. Un gran
nimero de terapias antiangiogénicas experimentales han evolucionado en los Ultimos afios
(Bainbridge et al. 2003) que se basan fundamentalmente en el bloqueo de la accion del

VEGF con anticuerpos (Adamis et al. 1996), RNA de interferencia (Reich et al. 2003),
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quimeras de proteinas receptoras (Aiello et al. 1995) o receptores solubles a ese factor

(Bainbridge et al. 2002)

Dentro de los farmacos anti-VEGF para el tratamiento de la RD maés explorados en la
actualidad se encuentra el ranibizumab (fragmentos Fab de un anticuerpo monoclonal
recombinante humanizado anti-VEGF conocido comercialmente como Lucentis) y el
bevacizumab (un anticuerpo monoclonal humanizado anti-VEGF cuyo nombre comercial
es Avastin) (Fig. 3). El ranibizumab se produce utilizando como sistema de expresion a la
bacteria Escherichia Coli y esta disefiado para su uso intraocular, su peso molecular es de
aproximadamente 48 kD. Por su parte, el bevacizumab se produce en la linea celular
ovarica de hamster chino, pesa 149 kD y se disefi6 para ser administrado por via sistémica
para el tratamiento de pacientes con cancer, si bien su uso se ha extendido a personas con
RD. Ambos anticuerpos se unen e inhiben la accion de todas las formas biologicamente
activas de VEGF, no obstante, el ranibizumab fue disefiado genéticamente para tener una
mayor afinidad por el VEGF165 (VEGF de 165 aminoéacidos que es la forma mas activa en
angiogénesis), cambiando Unicamente 6 aminoacidos en la region de unioén al ligando

(Steinbrook 2006).

Los dos anticuerpos han mostrado resultados prometedores en modelos animales de RD,
pero su empleo en humanos todavia se encuentra en fase de pruebas clinicas (Cheema et al.
2009; Elman et al. 2010). En estos estudios, se reconoce que tanto el ranibizumab como el
bevacizumab tienen una eficacia temporal limitada (que varia entre 2-6 semanas) que hace
inevitable repetir su dosis; esto implica exponer al paciente a inyecciones intravitreales
frecuentes y de por vida lo que aumenta los riesgos de alguna complicacion ocular grave
(endoftalmitis, desprendimiento de la retina o dafio al cristalino) (Bhavsar et al. 2009;

Sniegowski et al. 2010).
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Figura 3.- Estructura de 2 diferentes anticuerpos anti-VEGF, Ranibizumab y Bevacizumab
Tomado de (Steinbrook 2006).

Alternativamente al bloqueo de factores proangiogénicos como el VEGEF,
experimentalmente se ha tratado de inhibir la angiogénesis, usando agentes virales como
medio de transferencia de un amplio rango de compuestos antiangiogénicos que incluyen al
PEDF (Ishida et al. 1999; Mori et al. 2001; Mori et al. 2002) a los inhibidores de
metaloproteinasas 3, y a los péptidos como la endostatina, la angiostatina, y las
vasoinhibinas (Meneses et al. 2001; Mori et al. 2002; Ramirez et al. 2011). La
administracion intraocular de vectores virales permite la expresion de un gen terapéutico
por un periodo prolongado, evitando de esta manera inyecciones intraoculares recurrentes

en el tratamiento de la RD.

11.4 VECTORES VIRALES

Los vectores mas comunmente utilizados para la transferencia génica se han desarrollado a
partir de retrovirus, lentivirus, adenovirus y virus adenoasociados (AAV)(Walther and Stein
2000). La razén de esto, es que los virus tienen de manera natural la capacidad de transferir
eficientemente sus genes en las células huésped, una capacidad que los hace deseables en
términos de ingenieria de vectores. De estos, los AAV recombinantes (rAAV) poseen

varias caracteristicas que resultan ideales para la terapia génica ocular y que incluyen la
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transduccion del transgen por periodos largos de tiempo (afios) y una muy reducida

respuesta inmunolédgica (Di Polo et al. 1998; Dudus et al. 1999; Guy et al. 1999).

En la tabla 2 (Singh and Tripathi 2002) se resumen algunas de las ventajas y desventajas

de los diferentes tipos de virus que se usan actualmente en la terapia génica.

Tabla 2.- Caracteristicas de diferentes vectores génicos

VECTOR VENTAIJAS DESVENTAIJAS
Adenovirus Altos niveles de transfeccion. Fuerte respuesta inmunoldgica.
Eficiencia in vivo e in vitro. Corta duracion de la expresion.
Transfecta células que estan o no en Limite a insertos de 7.5 kb
proliferacion.
Retrovirus Expresion prolongada del transgen. Baja eficiencia de transfeccidon in vivo.
Alta eficiencia de transfeccién ex vivo. Limite a insertos de 8 kb.
Baja inmunogenicidad. Transfeccion Unicamente de células en
proliferacion.
Peligro de mutagénesis insercional.
Lentivirus Transfeccion de células proliferantes y  Limite a inserto de 8 kb
no proliferantes. Poca experiencia clinica
Peligro de mutagénesis insercional
AAV Transfeccion eficiente de una amplia Limite a inserto de 4.5 kb

variedad de células in vivo.
Expresion prolongada.
Baja inmunogenicidad.

No patogénicos

Los virus adenoasociados (AAV) pertenecen a la familia Parvoviridae, y fueron
identificados como contaminantes en preparaciones de adenovirus hace casi un siglo
(Henckaerts and Linden 2010). Son virus de DNA de cadena sencilla, cuya forma silvestre
contiene 2 genes, rep y cap, que codifican para polipéptidos esenciales para la replicacion y
para la encapsidacion, respectivamente. Estos genes estdn flanqueados por secuencias
terminales invertidas repetidas (ITR), que en el caso de los AAV recombinantes (rAAV),
son las Unicas secuencias del genoma viral que se conservan (Walther and Stein 2000) y los

genes rep y cap son substituidos por el transgén de interés (Fig. 4).

Los rAAV pueden clasificarse en mas de 8 serotipos diferentes, que se refieren a la

naturaleza de las proteinas de la capside (Rutledge et al. 1998; Schultz and Chamberlain
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2008) vy, de los cuales, los serotipos 1 y 2 son los mas comtinmente usados en la terapia
génica. Se ha reportado que cada serotipo de rAAV muestra una eficiencia de transduccion
diferente segun el tejido. Por ejemplo, en el musculo estriado se alcanzan niveles altos de
transduccion con los AAV1, AAV6 y AAV7; en el sistema pulmonar, los AAV6 y AAV9
transducen el epitelio pulmonar, mientras que el serotipo AAVS se limita a transducir
células alveolares pulmonares. En cuanto al sistema nervioso, los serotipos que han

mostrado una transduccion eficiente son los 1, 4, 5, 7 y 8 (Schultz and Chamberlain 2008).

Silvestre

Recombinante

Figura 4.-Esquema que ilustra la estructura bésica del genoma de AAV silvestres (a) y
recombinantes (b) Modificado de (Sandoval Rodriguez et al. 2005). ITR: terminales invertidas

repetidas.

En la retina se han empleado predominantemente AAV2 y la localizacion celular de su
transduccion depende de la via de su administracion. Por ejemplo, la inyeccion subretiniana
de los AAV2 resulta en la transduccion de células del epitelio pigmentario retiniano y
fotorreceptores, mientras que su inyeccion intravitreal se asocia con la transduccion de
células ganglionares y de células de Miiller (Martin et al. 2002). A continuacidn se describe
la histologia de la retina y algunas caracteristicas funcionales de sus principales tipos

celulares.
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1.5 HISTOLOGIA DE LA RETINA

La retina es una capa de tejido neural de ~0.2 mm de espesor en el humano, localizada en la
cara interna de la copa Optica y que recubre las tres cuartas partes posteriores del globo

ocular (Fig. 5).

Figura 5.-Esquema de la seccion de un ojo humano mostrando un acercamiento de la retina
Modificado de (Kolb 1995).

Al describir las capas y células de la retina, es comun usar los términos de “interna” y
“externa”. Interna se refiere a las estructuras localizadas mas cercanas al cuerpo vitreo,
mientras que externa hace referencia a las estructuras que estan cerca del epitelio

pigmentario y de la coroides.

La retina tiene 10 capas caracteristicas (Fig. 6) que a partir de la retina externa incluyen a:
la capa del epitelio pigmentario, la capa de los fotorreceptores (segmentos externos de
conos y bastones), la membrana limitante externa, la capa nuclear externa, la capa
plexiforme externa, la capa nuclear interna, la capa plexiforme interna, la capa de células
ganglionares, capa de fibras del fasciculo 6ptico y la membrana limitante interna. La retina
esta constituida por cuatro tipos celulares: las neuronas (fotorreceptores, células bipolares,

células ganglionares, células amacrinas y horizontales), las células gliales (astrocitos,
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microglia y células de Miiller), células endoteliales y células del epitelio pigmentario.

(Haines 2006).

Figura 6.- Organizacion celular de la retina. Fotorreceptores (conos [c], y bastones [r]) se
muestran en verde. Células Horizontales, (h) en color gris; células bipolares, (b) en azul;
reciben la informacion de los fotorreceptores y hacen contacto con las células amacrinas, (a)
en blanco, y células ganglionares, (g) en rosa (Modificado de Haines 2006). Los nimeros a la
derecha indican las distintas capas en las que se organizan las células de la retina y sus
proyecciones.

La capa mas externa de la retina es el epitelio pigmentario, el cual estd compuesto por una
capa continua de células cuboidales que contienen melanina, la cual absorbe el exceso de
luz no absorbida por los fotorreceptores. El epitelio pigmentario es crucial para el buen
funcionamiento y mantenimiento de los fotorreceptores (Sung and Chuang 2010). Los
fotorreceptores son neuronas con estructura y funcion muy especializadas. Existen dos
tipos, los conos y los bastones. Cada fotorreceptor esta dividido en un segmento externo y
un segmento interno que incluye una regién nuclear y la zona sinéaptica. Los segmentos
externos son cilios modificados y estan constituidos por pilas de saculos aplanados o de

discos separados de la membrana plasmatica que contienen el pigmento fotosensible que
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reacciona al estimulo luminoso, e inician los potenciales de accion en la via visual. En los
segmentos internos abundan las mitocondrias. Los bastones se denominan asi por el aspecto
de barras delgadas de sus segmentos externos. Los conos generalmente tienen segmentos
internos gruesos y segmentos externos conicos y, aunque su morfologia varia segtn el sitio
en la retina, estan mayormente concentrados en el centro de la retina y operan dentro de un
rango de intensidad luminosa de entre 107 y 10° lux, mediando la visién fotopica que es
rica en color y caracterizada por alta resolucion temporal y espacial. Los bastones, en
contraste, estan presentes a lo largo de toda la retina excepto en la region central conocida
como la fovea, y proveen una vision escotopica sobre los 107 lux, carente de informacién
colorida (Levine and Fuhrmann 2008). Ademas de los fotorreceptores existen por lo menos
otros cuatro tipos generales de neuronas en la retina: las células horizontales, las células

bipolares, las células ganglionares y las células amacrinas.

Las células horizontales estan compuestas por un cuerpo celular, dendritas asociadas y un
axon que corre paralelamente al plano de la retina haciendo contacto con fotorreceptores
cercanos y lejanos (Fig. 6). Estas células reciben informacion glutamatérgica de los
fotorreceptores y a su vez hacen contactos sindpticos GABAérgicos con estas células
(conos y bastones). Este tipo de arreglo permite a las células horizontales modular los
limites de los campos receptivos visuales al inhibir las células fotorreceptoras cercanas

(Masland 2001).

Las células bipolares, se encuentran posicionadas entre los fotorreceptores y las células
ganglionares. Junto con las células horizontales, participan en comparar la actividad de
cada region del campo visual con la de una region adyacente. En funcion de su activacion,
existen 2 tipos basicos de células bipolares. Las células “On”, o células despolarizantes, que
responden ante el estimulo luminoso despolarizandose, y las células “Off” llamadas
también hiperpolarizantes ya que frente a un estimulo luminoso responden de esta manera

(Haines 2006).

Las células amdcrinas tienen un soma pequefio, sin un axén bien definido, y presentan

pocas dendritas pero altamente arborizadas. Sus cuerpos celulares se encuentran
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generalmente en la capa nuclear interna pero se pueden observar también algunas de ellas
en la capa de células ganglionares. Estas células contienen GABA vy acetilcolina o glicina y
neuropéptidos. Asi como en el caso de las células horizontales, las células amdacrinas tienen
también dendritas que se extienden por largas distancias y que modifican la salida de
informacion de las células bipolares (Masland 2001). Las células ganglionares
corresponden a la via de salida de la informacion visual de la retina. Sus somas forman la
capa de células ganglionares y sus axones convergen en el disco Optico. Se clasifican de

acuerdo a su tamarfio o a su funcidn.

Las células ganglionares mas grandes son las llamadas células a, predominan en la retina
periférica y reciben informacion principalmente de los bastones. Tienen arboles dendriticos
muy extensos y axones mds delgados que el de otros tipos de células ganglionares.
Fisiologicamente las células a corresponden a las células “Y” que participan muy poco en
la percepcion del color y muestran un patron como el de las células bipolares (On y Off)
con las que hacen sinapsis. Otro subtipo de células ganglionares son las B, que son de
tamafio mediano y se encuentran de manera predominante en la retina central recibiendo
informacion principalmente de los conos. Corresponde a la clase “X”, tienen pequefios
arboles dendriticos asi como también campos receptivos pequeiios. Son muy responsivas a
estimulos de color. Las células ganglionares que no entran en las categorias anteriores son
clasificadas anatdbmicamente como células: y, 6 y € se les conocen como células “W”. Este
tipo de células tienden a tener cuerpos celulares y axones mds pequefios y muestran una
amplia variedad de tamafios de campo receptivos y respuestas fisiologicas (Haines 2006).
Los axones de todas las células ganglionares convergen en el nervio Optico que ingresa al

sistema nervioso central.

Los elementos neuronales de la retina estan asociados ademas a células gliales 1lamadas
células de Miiller. Las prolongaciones de estas c€lulas forman una membrana limitante
interna sobre la superficie interior de la retina, y una membrana limitante externa en la capa

de los fotorreceptores.
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El nervio optico abandona el ojo y los vasos sanguineos entran a ¢l en un punto situado
ligeramente por encima del polo posterior del globo ocular. Los vasos retinianos irrigan
directamente a las células bipolares y ganglionares, pero los fotorreceptores son nutridos
por difusion a partir del plexo capilar de la coroides (Linsenmeier and Padnick-Silver
2000). En el ojo, existe un control estricto de la vascularizaciéon que determina la
transparencia de las diversas estructuras (cornea, cristalino, vitreo, y retina externa). En este

control participan factores antiangiogénicos entre los que se encuentran las vasoinhibinas.

I11.-ANTECEDENTES INMEDIATOS Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Nuestro laboratorio ha mostrado que las vasoinhibinas, una familia de péptidos derivados
de la proteolisis de la hormona prolactina, inhiben la vasopermeabilidad, la vasodilatacion y
la angiogénesis ocular (Clapp et al. 2008). De hecho, estos péptidos inhiben el efecto
vasoproliferativo y vasodilatador del VEGF y de otras sustancias vasoactivas y lo hacen al
bloquear su accion sobre la activacion de la sintasa endotelial de 6xido nitrico (eNOS) y la
subsecuente produccion de NO endotelial (Garcia et al. 2008; Gonzalez et al. 2004). De
interés para este proyecto, recientemente se encontrd que la inyeccion intravitreal de AAV?2
que transducen a las vasoinhibinas (AAV2-Vi) previene el aumento en Ila
vasopermeabilidad retiniana que tiene lugar en ratas diabéticas (Ramirez et al. 2011). En
este estudio, los AAV2-Vi se inyectaron un mes antes de inducir la diabetes experimental
(con estreptozotocina), pero no se determino si los AAV2-Vi son capaces de interferir con

las alteraciones vasculares de la retina una vez instaurada la diabetes.

La valoracion de las propiedades curativas de los vectores AAV2 en animales diabéticos es
de gran importancia ya que apoyaria su utilidad clinica para el tratamiento de la RD. Sin
embargo, es de llamar la atencion la ausencia de reportes donde los AAV2 son
administrados una vez instaurada la diabetes. Con el proposito de investigar el valor
curativo de los AAV2 administrados una vez que se han generado las alteraciones
vasculares debidas a la diabetes, en este trabajo de tesis propusimos corroborar la
localizacion de transduccién de AAV2 inyectados intravitrealmente en la capa de células

ganglionares de la retina e investigar si dicha transduccion varia en la retina de ratas
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diabéticas versus la de las no diabéticas. La posibilidad de que la transduccion de los AAV?2
se altere en la diabetes no es inesperada. Se conoce que los AAV2 utilizan proteoglicanos
de heparan sulfato como receptores membranales para su incorporacion en las células
blanco (Summerford and Samulski 1998), que las neuronas ganglionares y las células de
Miiller localizadas en la capa de la retina contigua al vitreo expresan esos receptores (Chai
and Morris 1994) y que los niveles de expresion de algunos glicoconjugados de heparan
sulfato puede incrementarse en la retina durante la diabetes (Fisher et al. 1994; Matsunaga
et al. 2005). Adicionalmente, los AAV2 utilizan como correceptor a las integrinas o,fs
(Schultz and Chamberlain 2008) y de manera interesante solo se ha detectado la expresion

de esas integrinas en retinas de personas que sufren RDP (Friedlander et al. 1996).

Cabe mencionar que los proteoglicanos son moléculas presentes en la gran mayoria de las
membranas celulares y son componentes principales de la matriz extracelular donde
regulan procesos fisioldgicos y patologicos celulares (proliferacion, adhesion, endocitosis,
etc). Los proteoglicanos se componen de una proteina central y una o mas cadenas de
moléculas de glucosaminoglicanos (GAG) (Dreyfuss et al. 2009). Dependiendo del tipo de
cadenas de GAG que tengan unidas las proteinas centrales, los proteoglicanos se clasifican
en cuatro familias; hepardn sulfato, condroitin sulfato, dermatan sulfato y queratan sulfato.
En el caso de los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) estdn compuestos por GAG del
tipo glucosamina y 4cido iduronico unidos por enlaces glucosidicos, y las proteinas
centrales a las cuales estan unidos pueden ser proteinas de superficie celular (sindecano,
glipicano, betaglicano CD44) y proteinas de matriz extracelular (perlecano, agrina,
colageno tipo XVIII y testicano). Entre los proteoglicanos de heparan sulfato que funcionan

como receptores de los AAV2 se incluyen el glipicano, el sindecano y el perlecano.
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IV.- JUSTIFICACION

La RD es una de las principales causas de ceguera en personas en edad laboral. Las terapias
usadas hasta el momento tienen limitaciones y hacen necesario la busqueda de nuevas
estrategias como el uso de vectores virales que permitan la expresion de un gen terapéutico
por periodos prolongados. Dentro de los vectores virales mas prometedores se encuentran
los TAAV. Este estudio pretende caracterizar el uso de esos vectores en la RD a través de
localizar la expresion del transgen codificado por rAAV2 en la retina después de su

administracion intravitreal y si su nivel de expresion aumenta en la diabetes experimental.

V.- HIPOTESIS

La inyeccion intravitreal de rAAV2 transduce a células ganglionares de la retina y esta

transduccidn se incrementa durante la diabetes.

VI1.- OBJETIVOS

» Analizarla localizacion de la expresion en la retina de rAAV2 que codifican
para la proteina verde fluorescente (GFP) subsecuente a su inyeccion
intravitreal.

» Investigar si el nivel de transduccion de los AAV2-GFP se altera en la

diabetes experimental.
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VII.-ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

VII.1 MATERIALES

VI1.1.1 Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 250 a 300 gramos.

Para las inyecciones intravitreales, las ratas se anestesiaron con ketamina 70% y xilacina
30% (1ul/g de peso corporal). El cuidado y tratamiento de los animales se sujetd a las
normas establecidas por la Asociacion para la Investigacion en Vision y Oftalmologia
(ARVO) y los protocolos experimentales fueron autorizados por el Comité de Etica del

Instituto de Neurobiologia de la UNAM.
V1.2 METODOLOGIA
VI11.2.1 Modelo de diabetes inducida por estreptozotocina

La diabetes se indujo por una dosis Unica de estreptozotocina 60 mg/kg de peso corporal,
como se ha descrito previamente (Garcia et al. 2008). Se consideraron diabéticos a los

animales que tuvieron glucemias superiores a 250 mg/dl.
V11.2.2 Inyeccion intravitreal de AAV2-GFP

Los virus rAAV2-GFP (generados en colaboracion conel Dr. Peter Colosi del National Eye
Institute, NIH en Bethesda MD) se inyectaron intravitrealmente en las ratas control y en
ratas diabéticas dos semanas después de haber sido inyectadas con estreptozotocina. Cada
rata recibié un volumen final por ojo de 2 pl de rAAV2-GFP (2.8 x10'” genomas virales).
Cuatro semanas después de la inyeccion de los rAAV2-GFP, tiempo en que se considera se
alcanza el nivel maximo de la expresion viral (Ferrari et al. 1996), las ratas se sacrificaron
por decapitacion, previa anestesia bajo una atmoésfera saturada de CO,. Las retinas fueron
extraidas para evaluar la expresion de GFP mediante inmunohistoquimica, visualizacion

directa de la fluorescencia en montajes planos de retina y RT-PCR en tiempo real.
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V11.2.3 Inmunohistoquimica

Las retinas obtenidas (adheridas aun a la copa Optica) se lavaron con una solucion
amortiguadora de fosfato salina (PBS), se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 25
minutos a temperatura ambiente y se dejaron toda la noche a 4°C en una solucion
crioprotectora de sacarosa al 30%. Posteriormente, las retinas se retiraron de la solucion de
sacarosa al 30%, se incluyeron en Tissue Teck (Leica Instruments, Heidelberg, Germany) y
se congelaron a -20°C. Secciones de 8 um obtenidas en el criostato fueron montadas en
portaobjetos (Superfrost/Plus; A. Daigger & Co., Vernon Hills,IL) y se dejaron a 37°C
durante una noche. Subsecuentemente, las secciones se lavaron por 10 minutos con PBST
(PBS-Tween 20 0.1%), con el proposito de retirar el excedente de Tissue Teck, se secaron y
se incubaron durante una hora y media (a temperatura ambiente) con una solucién
bloqueadora (PBS-Triton 0.1%-BSA 1%-suero de cabra al 1%). Pasado este tiempo se
elimind el exceso de solucion bloqueadora de las laminillas y se les incubo con el
anticuerpo primario anti-GFP (Abcam) durante toda la noche en una cdmara humeda a 4°C.
Las laminillas se lavaron con PBS (tres lavados de 10 minutos y cuatro de 5 minutos), se
incubaron con el anticuerpo secundario Alexa 546 (Invitrogen) durante 2 horas a
temperatura ambiente y se sometieron al mismo procedimiento de lavado. Las muestras se
montaron en Vectashield (Vector Laboratories) y se observaron en el microscopio de
fluorescencia. Las imagenes se digitalizaron y evaluaron mediante un sistema analizador de

imagenes (Image-Pro Plus 5.1, Media Cybernetics; Inc.) acoplado al microscopio.

V11.2.4 Montaje plano de retina

Los ojos se fijaron en una soluciéon de paraformaldehido al 4%, preparada en fresco, se
dejaron a temperatura ambiente por 15 minutos y se lavaron con PBS. Posteriormente, se
retird el PBS y, mediante un microscopio esteroscopico, se realizé una incision a nivel del
limbo para disociar el segmento anterior del ojo (cornea, procesos ciliares) del segmento
posterior (retina neural, epitelio pigmentario, coroides, esclera). El cristalino también se
removio procurando no perturbar la retina. El epitelio pigmentario, la coroides, la esclera y
la retina neural se aplanan haciendo 4 incisiones ortogonales a intervalos de alrededor de

90°, desde la ora serrata y extendiéndose centralmente hacia la papila dptica. Finalmente,
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la retina neural se separa cuidadosamente del complejo epitelio pigmentario-coroides-

esclera.

VI11.2.5 Extraccion del mRNA

Para extraer el RNA y cuantificar la expresion de GFP en las retinas de las ratas inyectadas
intravitrealmente con AAV2-GFP (controles y diabéticas), se utilizd Trlzol® (invitrogen) y
se siguio el protocolo proporcionado por el proveedor. Brevemente, el homogenado de cada
retina se procesd por separado utilizando 100ul de Trizol. Los extractos se agitaron
vigorosamente por 15 segundos, se les agregd 50 ul de cloroformo por retina y se les dejo
incubando por 2 a 3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C y se recupero la fase acuosa. A esta
fase acuosa se le adicionaron 50 pl por muestra de isopropanol al 100% , se le dejo reposar
durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se centrifugd por 10 minutos a 12000 rpm y
4°C. El precipitado se lavo con 50 pl de etanol y se centrifugd nuevamente ahora a 7500
rpm por 5 minutos y a 4°C, y finalmente de manera muy cuidadosa se retir6 el
sobrenadante. El precipitado se suspendié en 30 ul de agua libre de RNAsas y se midi6 la

concentracion de RNA espectrofotométricamente.

VI11.2.6 Sintesis del DNA complementario (cDNA)

La sintesis de cDNA se realiz6 a partir de 500 nanogramos de RNA purificado, utilizando
un kit comercial para la retrotranscripcion (Superscript III RT®, Invitrogen, Carlsbad,
California). Para este proposito, la mezcla de reaccion contiene 1 ul de desoxinucleo6tidos
100mM (dNTPs), 2 pl de “random primers”, 1 pl de enzima transcriptasa reversa
Superscript III RT (200 U/ul) y 4 pl de solucion amortiguadora (5X). La mezcla se ajusto
con agua a un volumen final de 12 pl, se incub6 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°C y 5

minutos a 85°C y se almacen6 a 4°C.
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VI11.2.7 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es una variante de la PCR convencional que permite la
cuantificacion del producto de amplificacion mediante la deteccion de la fluorescencia a
una longitud de onda especifica, producida por un fluoréforo excitado. En este caso, se
utilizo SYBR Green que es capaz de intercalarse en la doble cadena del DNA, y ser
excitado a 530 nm. El DNA amplificado se cuantifica en un aparato de PCR cuantitativo
(Biorad, Hércules, California) para conocer los niveles de expresion del mRNA de cada
muestra. Para llevar a cabo la reaccion se utilizd una mezcla maestra para amplificacion
con SYBR Green. La mezcla contiene 65 pl de solucion amortiguadora, 0.65 pl de
“primers” sentido y antisentido para los oligonucleotidos utilizados (Tabla 3), y 65 ul de
cDNA. El aparato se program6 de acuerdo a la temperatura especifica para los “primers” y
la fluorescencia se detectd a 530 nm. El nivel de expresion se normalizé a la expresion del

gen constitutivo hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa (HPRT)

TABLA 3.- SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS

Gen Secuencia
GFP sentido 5 -CAA GCT GAC CCT GAAGTT CA -3’
antisentido  5°- AAG TCG TGC TGC TTC ATG TG -3°
Actina sentido 5’- CCATCATGAAGTGTGACGTTG-3’
antisentido  5°- ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA -3’
HPRT sentido 5°-GAC CGG TTC TGT CAT GTC G-3°
antisentido  5"-ACC TGG TTC ATC ATC ACT AAT CAC-3°
Glipicano sentido 5’-CAG GGG CTT GGG GAT GCT AA-3°
antisentido 5°-AGT GCC CCT GCC TGA GTG TC-3’
Sindecano sentido 5°-GGG CAG CAA CAT CTT TGA GAG-3’
antisentido 5°-TCCTTC TTC ATA CGC TAC-3’
Perlecano sentido 5°-CTG CCA CGT GAC AGT CGC-3’
antisentido 5°-GCT CTG GCA CCT GCA G-3’

26



V11.2.8 Analisis Estadistico.

Los datos corresponden a la media + error estandar de al menos 3 determinaciones
independientes. Las diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el
grupo diabético se calcularon con la prueba t de Student. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas para valores de p<0.05.
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VIIl.- RESULTADOS

VII1.1 LOCALIZACION DE LA TRANSDUCCION DEL AAV2-GFP EN LA CAPA

DE CELULAS GANGLIONARES DE LA RETINA.
El estudio se inicid intentando detectar a la GFP por su propia fluorescencia en
secciones de retinas fijadas de ratas inyectadas con AAV2-GFP y procesadas por el
método convencional, es decir criosecciones de retina que después de ser obtenidas
se observaron por fluorescencia directa. Después de varias repeticiones en las que la
fluorescencia nunca fue observada, se optd por revelar la presencia de la GFP
utilizando inmunohistoquimica. Este método permitio detectar la presencia de
células inmunorreactivas para GFP exclusivamente en la capa de células
ganglionares de la retina (Fig. 7B). No se observé sefal positiva en los ojos de ratas
control inyectados con el vehiculo del vector (Fig. 7A). Estos resultados fueron

parte de un articulo publicado (Ramirez et al. 2011).

Fig. 7. Localizacién inmunohistoquimica de la GFP en la capa de las células ganglionares de la
retina. Seccion representativa de la retina de rata obtenida un mes después de la inyeccion
intravitreal del AAV2-GFP (A) observada en el microscopio confocal. (B) Corte
representativo similar a (A) donde se omiti6 la adicion del anticuerpo primario anti-GFP.
CCQG, capa de células ganglionares; CPI, capa plexiforme interna; CNI, capa nuclear interna; CNE,
capa nuclear externa. La barra de calibracion corresponde a 50 pm.

28



VII1.2 LA TRANSDUCCION DEL AAV2-GFP EN LA RETINA AUMENTA EN LA
DIABETES

VIIl.2.1 EVALUACION DE LA FLUORESCENCIA DE GFP EN
MONTAJES PLANOS DE RETINA

Si bien la inmunohistoquimica permitié la deteccion de la transduccion de la GFP
codificada en los AAV2, decidimos implementar la técnica de montajes planos de
retina para evaluar la fluorescencia directa de dicha proteina. Este método permite
visualizar toda la retina al mismo tiempo, facilitando la deteccion de la expresion
del transgén y la valoracion de posibles diferencias entre una retina de un animal
sano y la de un animal diabético. La figura 8(A-C) muestra imagenes por
microscopio confocal de la zona del nervio Optico de la retina de tres ratas sanas
(controles) inyectadas intravitrealmente con AAV2-GFP y evaluadas 4 semanas
después. Se observan células y proyecciones fluorescentes (que contienen GFP),
que por su ubicacion (superficie de la retina que colinda con el vitreo y a una
profundidad de 30 micras, que representa el grosor de la capa ganglionar)
corresponden a células en la capa de células ganglionares de la retina. Se
encontraron c¢€lulas fluorescentes a todo lo largo de dicha capa, si bien
frecuentemente su mayor acumulacion se observo cercana a la zona del nervio
optico. Por esta razon todas las imagenes analizadas se tomaron de esa zona y a la
misma magnificacion. Cuando se evaluaron retinas de ratas diabéticas (Figura 8 E-
F) fue muy evidente la mayor expresion de la GFP. La marca fluorescente se
observo en multiples somas y proyecciones celulares. Una gran cantidad de estas
células corresponden a las neuronas ganglionares debido a la abundancia de axones

fluorescentes en camino a constituir el nervio optico (Figura 8F).
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Figura 8.- La transduccion del AAV2-GFP en la retina es mayor en la diabetes. Micrografias
representativas que muestran células y proyecciones fluorescentes que expresan GFP en la zona del
nervio éptico (NO) en montajes planos de retina obtenidos de ratas controles (A, B,C) y diabéticas
(D,E,F). Las ratas fueron o no tratadas con estreptozotocina para inducir diabetes y al cabo de dos
semanas todas las ratas (diabéticas y controles) fueron inyectadas intravitrealmente con AAV2-GFP. Un
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mes después las retinas fueron procesadas y analizadas a través de fluorescencia directa y microscopia
confocal. Barra de calibracion = 100pum.

El nivel de expresion de la GFP se evaludé al cuantificar la intensidad de
fluorescencia por unidad de area en imagenes reconstruidas a partir de 13-15 cortes
opticos del mismo grosor tomados en una misma area de la retina. Las zonas
capturadas tomaron siempre como referencia el nervio dptico. La mayor expresion
de la GFP fue estadisticamente significativa cuando se compararon los valores de
intensidad de fluorescencia de 12 retinas de ratas diabéticas vs 9 retinas de ratas

controles (Figura 9).

Figura 9.- La transduccion del AAV2-GFP en la retina es mayor en la diabetes.
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia por unidad de &rea deretinas provenientes de
ratas controles (Cont., n=9) y de ratas diabéticas (DB, n=12) inyectadas intravitrealmente con
AAV2-GFP. Los resultados son promedios + E.E. *p<0.05 vs Cont.

31



VII1.2.2 CUANTIFICACION DEL mRNA DE LA GFP POR RT-PCR EN
TIEMPO REAL

Con el fin de corroborar los resultados obtenidos por histoquimica, se analizo el
nivel de expresion de la GFP por RT-PCR en tiempo real en extractos de retinas de
ratas controles y diabéticas todas ellas inyectadas con el AAV2-GFP. Comenzamos
por investigar y evaluar un gen que no se modificara en condiciones de diabetes en
la retina con el proposito de utilizarlo como control de expresion constitutiva.
Inicialmente analizamos a la actina, sin embargo, observamos un aumento en su
expresion en las retinas de ratas diabéticas con respecto a las ratas controles por este
motivo no era posible usarlo como control de expresion constitutiva. Asi, a
continuacion examinamos la expresion de HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosil
transferasa), enzima involucrada en el metabolismo de las purinas y que también se
ha utilizado como control de expresion constitutiva en la retina en condiciones de
diabetes (Ly et al. 2011) . En la figura 10 podemos observar que no existe un
cambio en la expresion de expresion del RNA mensajero para la hprt entre las
retinas de ratas controles y diabéticas inyectadas con AAV2-GFP. Por este motivo,
en las siguientes amplificaciones se utilizo el HPRT como gen constitutivo a partir

del cual se normalizaron las muestras problema.

Figura 10.- Andlisis de la expresion génica del RNA mensajero para la HPRT por RT-PCR en
tiempo real. En barras se muestra la media + E.E. de la expresion de HPRT de ratas control (Cont.,
n=11) y de ratas diabéticas (DB, n=12) inyectadas con los AAV-2 GFP.
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Procedimos entonces a analizar la expresion relativa de la GFP en las retinas de
ratas diabéticas y de ratas controles inyectadas intravitrealmente con los AAV2-
GFP. Tuvimos una gran variabilidad en la expresion de GFP en las muestras del
grupo de ratas diabéticas de modo que al compararlo con el grupo control no
obtuvimos diferencias significativas (Figura 11).Es posible que esto se deba a que
nuestros oligonucleotidos para GFP no estuvieran funcionando adecuadamente, no
obstante, probamos dos distintos pares de oligonucle6tidos y obtuvimos resultados
similares. También pudiera ser posible, que el RNA mensajero de la GFP posea una

estabilidad menor a la de la proteina (Sacchetti et al. 2001).

Figura 11.- Andlisis de la expresidn relativa de GFP en retina de ratas controles (Cont, n=11) y
diabéticas (DB, n=12) por RT-PCR en tiempo real utilizando como gen constitutivo HPRT.

VII1.2.3 LA EXPRESION DE GLIPICANO Y SINDECANO, RECEPTORES DE
AAV2, AUMENTA EN CONDICIONES DE DIABETES.

De manera paralela al analisis de la expresion de la GFP, se evalu6 por RT-PCR en tiempo
real la expresion de los transcritos que codifican para el componente proteico de los
proteoglicanos de heparan sulfato; glipicano, sindecano y perlecano, conocidos receptores

para los AAV2. Este andlisis se realizé con el proposito de investigar si la mayor capacidad
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de los virus de transducir la retina de ratas diabéticas pudiera deberse a una mayor
expresion de sus receptores por la diabetes. Asi, se evaluo la expresion de proteoglicanos de
heparan sulfato de membrana celular (sindecano y glipicano), y en la matriz extracelular
(perlecano) que se expresan en la retina (Inatani and Tanihara 2002; Tanihara et al. 2002).
La figura 12 muestra la expresion relativa de sindecano, glipicano y perlecano en retinas de
ratas controles y diabéticas inyectadas intravitrealmente con los AAV2-GFP. El RNA
mensajero de los componentes proteicos del glipicano y del sindecano aumentd
significativamente en las retinas diabéticas con respecto a las de las ratas no-diabéticas. El
componente proteico del perlecano también aumento en la retina de ratas diabéticas, pero

este aumento no fue significativo.

Figura 12.- Analisis de la expresion relativa de los transcritos de los componentes protéicos
del glipicano (A) , sindecano (B) y perlecano (C) evaluada por RT-PCR en tiempo real,en retinas
de ratas controles (Cont, n=9) y de ratasdiabéticas (DB, n=11). Se utiliz6 como gen constitutivo el
de la hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa. *p<0.05 vs. Control
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IX.-DISCUSION

La RD es la principal causa de ceguera en los adultos. Este padecimiento se caracteriza por
alteraciones microvasculares en la retina que incluyen una vasopermeabilidad excesiva y la
proliferacion de los vasos sanguineos (Frank 2004). El tratamiento por eleccion es la
fotocoagulacion con laser en zonas localizadas de la retina, pero este tratamiento es
destructivo y compromete la funcionalidad de la retina, ademés de que solo es efectivo en
el 50% los pacientes (The Diabetic Retinopathy Study Research Group (1976)). La
farmacoterapia basada en el uso de factores antiangiogénicos ha generado resultados
positivos en pruebas clinicas. Sin embargo, la efectividad de su uso tampoco cubre a todos
los pacientes y requiere de inyecciones oculares repetidas lo que trae consigo riesgos
colaterales serios (Lai et al. 2005; Mordenti et al. 1999; van Wijngaarden et al. 2005). Es
claro entonces que en la actualidad no existe aun un tratamiento totalmente efectivo. En la
ultima década, la terapia génica ha mostrado resultados prometedores en modelos animales
de neovascularizacion retiniana (Auricchio et al. 2002; Mori et al. 2002) y, mas
recientemente, se ha utilizado en humanos contra enfermedades genéticas oculares
(Simonelli et al. 2010). En este trabajo reportamos que la transferencia de genes por
vectores recombinantes derivados de los AAV2 se favorece en la retina diabética y, por

ende, que su uso es una opciodn terapéutica atractiva en la RD.

La retina es particularmente idonea para la terapia génica por varias razones, una de ellas es
que es un organo relativamente accesible para inyecciones directas; de tal manera que es
posible hacer llegar de manera selectiva moléculas a las capas internas o externas de la
retina a través de una ruta de administracion intravitreal o subretinal, respectivamente.
(Bainbridge et al. 2002). Ademas, la retina es un 6rgano inmunoprivilegiado, por tener una
barrera hematorretiniana efectiva es un atributo deseable dado que reduce los riegos de una
respuesta inmune contra el vector o los transgenes, al tiempo que disminuye la posibilidad
de que el vector difunda fuera del ojo y permite alcanzar efectos terapéuticos maximos con
menores dosis de vector. Dentro de los vectores virales que mdas se han venido

desarrollando se encuentran los AAV2, que tienen como ventajas la transduccion
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permanente de multiples tipos celulares de la retina y una baja toxicidad (Stieger et al.

2011; Stieger et al. 2009; Surace and Auricchio 2008).

Dado el potencial terapéutico de los AAV2, en nuestro laboratorio se esta explorando su
uso para la transferencia ocular de las vasoinhibinas, una familia de proteinas con acciones
reguladoras de la vascularizacion ocular (Clapp et al. 2008). Se ha mostrado que las
vasoinhibinas estdn presentes en la retina de la rata y que su inmunoneutralizacion estimula
la angiogénesis y la dilatacion de vasos retinianos (Aranda et al. 2005). Ademas, se conoce
que las vasoinhibinas disminuyen en la circulacion de pacientes con RD (Triebel et al.
2009) y que la administracion intravitreal de las vasoinhibinas puras (Garcia et al. 2008) o
de AAV?2 que las codifican (AAV2-Vi) previene la excesiva vascularizacion de la retina en
ratas diabéticas (Ramirez et al. 2011). Con el fin Gltimo de desarrollar una terapia génica
con AAV2-Vi, es necesario caracterizar el uso de los AAV2 en la RD. Este estudio se
disefid con un propdsito doble: (a) verificar en nuestras manos la localizacion en la retina
de la expresion de AAV?2 inyectados intravitrealmente y (b) investigar si la transduccion de
los AAV2 pudiera verse alterada en la RD. Empleamos AAV2-GFP debido a que la
naturaleza fluorescente de la GFP y su ausencia en mamiferos, la hace facilmente valorable

como producto exclusivo de la transferencia génica.

Los resultados nos permitieron corroborar que la inyeccion intravitreal de los AAV2
transduce elementos celulares localizados en la capa de células ganglionares de la retina. La
expresion de la GFP se observo en somas y proyecciones celulares que incluyen a las
proyecciones que confluyen para formar al nervio optico y que, por ende, identifico a las
propias células ganglionares entre las células transducidas. Esta localizacion, si bien ya
conocida (Auricchio et al. 2001; Bainbridge et al. 2002; Mori et al. 2002) corrobord en
nuestras manos la regionalizacién de la expresion de los vectores AAV2 y quedd
consignada en un manuscrito publicado recientemente (Ramirez et al. 2011), donde se
muestra el valor protector de los AAV2-Vi en contra de alteraciones vasculares en ratas

diabéticas.
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Adicionalmente, el presente trabajo mostré un mayor nivel de transduccion de los AAV2-
GFP en las retinas de las ratas diabéticas con respecto a las de las ratas no-diabéticas
evaluada por cuantificacion de la fluorescencia en montajes planos de retinas. Si bien esta
diferencia fue aparente cuando se evalué un niumero importante de retinas (n=11 y 9, para
ratas diabéticas y no diabéticas, respectivamente), no pudo ser corroborada cuando se
cuantifico la expresion del RNA mensajero de la GFP por RT-PCR en tiempo real, donde el
incremento en la expresion en ratas diabéticas no fue significativo. Queda por determinar si
la ausencia de diferencias puede asociarse a un problema metodologico (por ejemplo la
eficiencia de los oligonucledtidos utilizados), o a algin otro factor. Al respecto, es posible
que el RNA de la GFP en las ratas diabéticas fuera mas inestable que la proteina misma o
que este RNA estuviera siendo traducido a proteina a una tasa muy elevada. En relacion a
estas posibilidades, se ha reportado que algunas variantes de la GFP que han sido
modificadas para tener una expresion altamente eficiente muestran altas tasas de traduccion
y bajos niveles de transcripcion (Sacchetti et al. 2001). Experimentos en curso estan
investigando los niveles de la GFP en retinas transducidas de ratas diabéticas y sanas por

Western blot.

Por otra parte, la mayor expresion de los AAV2 en la diabetes no es del todo inesperada.
Existen evidencias de que los proteoglicanos de heparan sulfato se incrementan en la
retinas de monos tratadas con VEGF (Witmer et al. 2001), en pericitos retinianos en
cultivados bajo condiciones de alta glucosa (Fisher et al. 1994), y en la retina de pacientes

con diabetes (Matsunaga et al. 2005).

Cabe mencionar que estos estudios tuvieron la finalidad de dilucidar el papel que los
proteoglicanos de hepardn sulfato podrian tener como reguladores celulares en la
fisiopatologia de la retinopatia diabética, ya que estas macromoléculas se expresan en
multiples superficies celulares asi como en la matriz celular de una gran cantidad de tejidos
y participan en la promocion de la angiogénesis y de la inflamacion (Li and Spillmann
2012). A pesar de que se conoce que algunos proteoglicanos de heparan sulfato funcionan

como receptores de los AAV?2, hasta el momento no se ha evaluado la posibilidad de que su
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aumento en la retina de animales diabéticos beneficie la incorporacion celular de esos

vectores y, por ende, su uso terapéutico.

En este estudio, encontramos por primera vez que la retina de ratas diabéticas presentan un
incremento significativo en la expresion de los mensajeros de los componentes protéicos de
dos proteoglicanos de heparan sulfato reconocidos como receptores convencionales de los
AAV2, el, sindecano y glipicano. En contraste otro de estos receptores, el perlecano, no
mostro diferencias significativas. Estamos investigando si para este ultimo, la ausencia de
diferencias con la diabetes, pudiera ser artefactual debido a deficiencias en el ensayo (tipo
de oligonucleotidos y condiciones utilizadas). Alternativamente, se podria especular que
dado que por un lado el sindecano es una proteoglicano transmembranal y el sindecano se
mantiene de manera anclada a la membrana celular por enlaces de glicosifosfatidilinositol
(GPI) (Tumova et al. 2000), su participacion en la incorporacion de los AAV2 a la retina
durante la diabetes pudiera ser de mayor impacto que la del perlecano que es un
proteoglicano secretable pero que en ocasiones puede adherirse a la matriz extracelular

(Fuki et al. 2000).

Otro factor que podria explicar el aumento en la expresion de la GFP en la retina de ratas
diabéticas pudiera ser la integridad de la membrana limitante interna (MLI) de la retina.
Algunos autores hacen referencia a que ésta es una de las barreras que tiene que superar un
AAYV para transducir regiones extensas de la retina (Dalkara et al. 2009). Se ha mostrado
que en la retina en degeneracion existe un adelgazamiento de la MLI y las particulas de
AAV son capaces de difundir a sitios mas profundos de la retina y transducir una mayor
cantidad de células (Kolstad et al. 2010). Alteraciones histologicas similares parecen
ocurrir en la retina de ratas diabéticas (Fischer and Gartner 1982; Nagata and Robison
1987) y pudieran contribuir a explicar la expresion diferencial de la GFP reportada en este

estudio.

En resumen, los resultados de este estudio sugieren que las condiciones de la retina en la
diabetes favorecen la transferencia génica de los vectores AAV2 a través, al menos en

parte, de incrementar su incorporacion celular via la expresion de los receptores virales
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glipicano y sindecano. Estas observaciones indican la importancia de reforzar estos estudios
para seleccionar los vectores més adecuados para la terapia antiangiogénica ocular y podria
tener repercusiones importantes por ejemplo a la hora de evaluar la dosis a utilizar en
funcion del tiempo de diabetes, reduciendo los riesgos, efectos y complicaciones
colaterales. Estudios en curso estan validando los presentes resultados a través de evaluar la
expresion de otros transgenes codificados por AAV2 para poder comprender mejor el uso y

acciones de estos vectores una vez instaurada la diabetes.
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