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La vision es el sentido mas importante para muchas especies, incluido los humanos. Ninguna otra
de las sefiales sensoriales llega al cerebro en semejante variedad y ninguna es procesada por

tantas areas corticales como las senales visuales.

1. ELOJO

El ojo es el drgano encargado de detectar la luz y transformar la energia luminica en sefiales
eléctricas que son enviadas al cerebro a través del nervio éptico. La estructura del globo ocular es
muy similar en la mayoria de vertebrados, y consta de tres capas (figura 1-01): la capa externa, que
incluye la esclerdtica y en la parte anterior la cérnea transparente; la capa media, que incluye la
coroides, con abundantes vasos sanguineos, y el tejido conjuntivo del cuerpo ciliar y el iris; y la capa
interna, llamada retina. En esta ultima se encuentran las células neuronales sensibles a la luz
(fotorreceptores) y otras neuronas encargadas de la transmisién de la sefial eléctrica, junto con
células gliales y una fina capa de células epiteliales cubicas que contienen melanina (el epitelio
pigmentado de la retina, o EPR). Externamente, la retina descansa en la coroides e internamente esta
en contacto con el humor vitreo, un gel transparente que rellena el espacio entre la retina y el
cristalino. El cristalino, la lente ajustable que permite enfocar las imagenes captadas, actua, junto con
el iris, de separacidn entre la cdmara anterior y la cdmara posterior, que contienen el humor acuoso

(Kaufman y Alm, 2004).

musculo recto lateral

esclera —7 A& . coroides
: retina

Pupila macula

cornea
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(humor acuoso)

camara posterior
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nervio optico y
vasos de la retina

7/

ligamentos o

musculo y cuerpo ciliar

musculo recto medial

Figura [1-01: Anatomia del ojo. Principales componentes del ojo humano (imagen adaptada de
https://scienceeasylearning.wordpress.com).



1.1. Laretinay la funcion visual

La retina neural forma parte del sistema nervioso central ya que embrioldgicamente deriva del tubo
neural. Tiene un grosor aproximado de unos 100-200 um, dependiendo de la especie , y consta de
varias capas de células ordenadas segun su funcidn en el ciclo visual, formando una red compleja de
conexiones sinapticas (figura 1-02). Existen tres capas de nucleos que se pueden distinguir faciimente
en la retina. La capa nuclear externa (ONL, del inglés) contiene los cuerpos celulares de los
fotorreceptores (los conos y los bastones), que captan la energia luminosa y la transforman en sefial
eléctrica. La capa nuclear interna (INL, del inglés) contiene los cuerpos celulares de la células
horizontales, bipolares y amacrinas, junto con los cuerpos celulares de la células gliales radiales
(células de Miller). Por ultimo, la capa de células ganglionares (GCL, del inglés) que también contiene
células amacrinas desplazadas, conforman la via de salida de la retina hacia el cerebro a través del
nervio optico. Estas tres capas de células estan separadas por dos capas sinapticas o plexiformes que
contienen la gran mayoria de dendritas y sinapsis: la capa plexiforme externa (OPL, del inglés), que se
encuentra entre la capa nuclear externa y la capa nuclear interna, y la capa plexiforme interna (IPL,

del inglés), separando la capa nuclear interna y la capa de células ganglionares (Ryan et al., 2013).

A B

5 ™~ membrana limitante interna

axones de células
ganglionares hacia
nervio optico

célula ganglionar
célula de Miiller (glia)

célula bipolar
célula amacrina

S 3/ capa nuclear interna
433

capa plexiforme externa

L j/ capa nuclear externa

segmentos internos y externos
de fotoreceptores

célula horizontal
baston

cono

célula del EPR

epitelio pigmentado

Figura I-02: Capas de la retina. Situacién de las distintas capas de la retina en (A) una tincion hematoxilina-eosina de una
crioseccion de retina humana, y (B) un esquema de la retina, con los distintos tipos celulares presentes (Imagenes
adaptadas de Junqueira's Basic Histology: Text and Atlas y www.netterimages.com).

La comunicacién entre las neuronas de la retina se establece principalmente por neurotransmision
guimica. Esta se basa en la liberacion de neurotransmisores (normalmente los aminoacidos
glutamato, GABA y glicina, mas acetilcolina, dopamina y serotonina) por parte de la neurona pre-
sinaptica, la difusion de éstos a través de la hendidura sinaptica, y finalmente la unidén a una variedad

de receptores en la membrana de la célula post-sinaptica. Ademds de la neurotransmisién quimica,



muchas neuronas estan directamente conectadas via sinapsis eléctricas conocidas como uniones
Gap, formadas por poros compuestos de conexinas que conectan directamente dos células vy

permiten el paso de iones y pequeiias moléculas a través de ellos.

Simple retina Lateral pathways and feedback

Photons

AN
Cone ONL

Bipolar cell INL

®
| . ]

| Ganglion cell :
C——> to the brain GCL —

Figura I-03: Circuitos neuronales simples. A la izquierda, diagrama del circuito mas simple que contiene la esencia de la
transmision a través de la retina. Los conos (C) contactan con las células bipolares (B) que, a su vez, contactan con las
ganglionares (G). Ademas de la via vertical, existen elementos laterales, mostrados en el diagrama de la derecha. Las
células horizontales (H) generan un feedback negativo a los conos. Las células amacrinas (A) son muy diversas y tienen
varias funciones, como por ejemplo proveer de un segundo feedback a las células bipolares. Figura tomada del libro Retina
(imagen extraida de Ryan et al. Elsevier, 2013)

Las conexiones entre las neuronas de la retina forman los circuitos retinales. EIl mas simple de todos
es una cadena de 3 neuronas: fotoreceptor — célula bipolar — célula ganglionar. Esta es la llamada via
vertical, la via mas corta y rapida de transmisién hacia fuera de la retina. Ademas de esta via vertical,
existen dos clases de interneuronas laterales: la células horizontales, que proveen un feedback

negativo a los conos, y las células amacrinas, que tienen diversos roles. (figura 1-03).

El otro componente principal de la retina es el epitelio pigmentado de la retina o EPR, que es una
monocapa de células pigmentadas situada entre la neuroretina y la coroides, considerada parte de la
retina debido a su origen neuroectodérmico. Las células del EPR se encuentran polarizadas,
formando, por un lado, una membrana apical que se enfrenta a los segmentos externos de los
fotorreceptores, y por el otro lado, una membrana basal que linda con la membrana de Bruch, la cual

separa el EPR del endotelio fenestrado de los coriocapilares.

El EPR es esencial para un correcto funcionamiento de la retina debido a sus multiples funciones, tal

y como se detallan en la figura I-04 y se describen a continuacién (Simo, 2009).



Por un lado, el EPR es el encargado del transporte de nutrientes, iones y agua entre el espacio sub-
retiniano y la coroides. El EPR toma nutrientes como glucosa, retinol, acido ascérbico y acidos grasos
del torrente sanguineo y los libera a los fotorreceptores. En el otro sentido, transporta electrolitos y
agua desde el espacio sub-retiniano hacia la coroides estabilizando la composicion idnica, lo cual es

crucial para el mantenimiento de la excitabilidad de los fotorreceptores (Steinberg, 1985).

Otra funcion del EPR es la absorcion de luz y proteccion de la retina frente a la fotooxidacion. La
retina es el Unico tejido neural que recibe una exposicién directa y frecuente a la luz, hecho que
favorece la fotooxidacién de los lipidos, que se convierten en productos extremadamente téxicos. El
EPR controla esta fotooxidacion absorbiendo y filtrando la luz mediante varios pigmentos (melanina,

lipofucsina) contenidos en granulos en el interior de sus células (Beatty et al., 1999).

En tercer lugar, el EPR es un elemento clave en el ciclo visual debido a su funcién de intercambio de
retinoides. Se encarga de la reisomerizacion de todo el trans-retinol, producido por los
fotorreceptores en la absorcidn de luz, a 11-cis-retinal, y retorno de este a los fotorreceptores. Esta
funcion es realizada por la proteina RPE-65 y es esencial para un correcto ciclo visual. (Wu et al.,

2007).

Por otro lado, el EPR es el encargado de la fagocitosis de los segmentos externos de los
fotorreceptores. Los fotorreceptores, debido a la constante exposicion a la luz y a su elevada
actividad metabdlica, acumulan una gran cantidad de proteinas y lipidos de desecho que se van
acumulando en sus segmentos externos, los cuales estan sometidos a un proceso constante de
renovacion. El EPR fagocita todos estos productos de desecho y favorece, por tanto, un
funcionamiento adecuado de estas células asi como el mantenimiento de su excitabilidad (Nguyen-

Legros and Hicks, 2000).

Finalmente, el EPR produce y secreta factores de crecimiento asi como varios factores esenciales
para la integridad estructural de la retina y la coroides, como son el factor derivado de epitelio
pigmentado (PEDF), el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF), factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF-1, FGF-2 Y FGF-5) y muchos otros, asi como miembros de la familia de las
interleuquinas, quimiocinas y otros factores relacionados con el sistema inmunitario. Esta funcion
secretora promueve la supervivencia de los fotorreceptores y asegura la base estructural para una

Optima circulacidn y suplemento nutricional (Tanihara et al., 1997).
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Figura I-04: Resumen de las funciones del EPR. MV: microvilli; OS: segmento externo, del inglés. (Imagen adaptada de
Strauss et al., 2005).

Ademas de estas funciones, la presencia de uniones estrechas (tight junctions) entre las células del
EPR lo convierten en la barrera hemato-retiniana externa de la retina, ejerciendo un control estricto
de los fluidos y solutos que cruzan a través de él y previniendo la entrada de moléculas tdxicas y
componentes del plasma en la retina. Esta funcién de barrera del EPR, junto con la secrecion de

factores inmunosupresivos, contribuye al estado de inmunoprivilegio del ojo (Strauss, 2005).

1.2. El sistema vascular ocular

La retina es el tejido del organismo que tiene una demanda metabdlica mas elevada (Saari 1987;
Buttery et al., 1991) y, debido a esto, la capacidad de regular el flujo sanguineo es esencial. Esta
demanda metabdlica entra en conflicto con la necesidad de una interferencia minima en el paso de
la luz hasta los fotorreceptores, hecho que ha forzado a la evolucién a desarrollar dos redes
vasculares para el sustento de la retina: la vasculatura retiniana, que nutre las dos terceras partes
internas de la retina, penetrando desde la membrana limitante interna hasta la capa nuclear interna,
y la vasculatura coroidea, que nutre los fotorreceptores en la tercera parte externa de la retina, a

través del epitelio pigmentado (figura I-05).

Los patrones circulatorios de la red vascular retiniana varian mucho entre especies (De Schaepdrijver
et al., 1989). En los humanos, la vasculatura de la retina consta de una arteria retiniana central que
entra por el disco dptico a través de la [dmina cribosa y se ramifica en cuatro arterias intra-retinales
principales. Estas a su vez se bifurcan para formar ramas arteriales pequefias y arteriolas terminales,

gue alimentan un lecho capilar a medida que se extienden hacia la retina periférica.
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El sistema venoso de la retina tiene una disposiciéon similar, con una vénula retiniana central que
abandona el ojo a través del disco éptico. Los capilares de la retina se organizan una red bicapa
interconectada: una capa superficial localizada en la capa de células ganglionares y una segunda capa
mas profunda localizada en las capas nuclear interna y plexiforme externa (Kur et al., 2012). Los
microvasos de la retina no son fenestrados y poseen complejos de uniones estrechas entre las células
endoteliales en su cara luminal. Esta caracteristica representa el componente estructural de la
barrera hemato-retiniana interna. La circulacién coroidea deriva principalmente de las arterias
ciliares, y se divide en cinco capas. Desde la retina, primero encontramos la membrana de Bruch,
seguido de tres capas vasculares y terminando por la capa supracoroidea. En contraste con la retina,

los microvasos de la coroides son fenestrados (Bill et al., 1980) (figura 1-05).

12 PATOLOGIA DE LA RETINA

12.1.  Principales enfermedades oculares causantes de pérdida de vision

Existen un sinfin de afecciones oculares que afectan en mayor o menor medida a la pérdida de vision.
Generalmente se clasifican segun la parte del ojo afectada (conjuntiva, parpados, cérnea, retina,...) y

pueden tener origenes diversos. Segun el origen pueden ser infecciosas, debidas a errores



refractivos, causadas por un trauma o tener causas ambientales o genéticas. Ademas, las afecciones

oculares pueden ser o no degenerativas.

En particular, a nivel de la retina, las patologias degenerativas pueden ser debidas enteramente a
una causa genética o pueden ser una combinacidon de causas ambientales y genéticas. Las
enfermedades degenerativas de la retina mdas prevalentes en los paises industrializados son la

degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) y la retinopatia diabética (RD).

I2.2. La Retinopatia Diabética

En las ultimas décadas, la diabetes mellitus (DM) se ha convertido en una epidemia en todo el
mundo. Segun las estimaciones, 422 millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes en 2014,
frente a los 108 millones de 1980, pasandose de una prevalencia del 4,7% al 8,5% en la poblacién
adulta (Organizacion mundial de la Salud, 2016). Estudios epidemioldgicos sugieren que en el 2050 el
numero de personas de afectadas de diabetes se habra triplicado, indicando una carga importante en
los sistemas de salud publica por los costos médicos directos y la pérdida de trabajo y sueldos. Se
trata por tanto de un problema relevante en paises en desarrollo, con importantes implicaciones en

la salud global.

De entre todas las afectaciones derivadas de la diabetes, la retinopatia diabética (RD) es una de las
mas importantes, siendo la principal causa de pérdida de visiéon en adultos entre 20 y 70 afios. Se
estima que mas del 60% de los pacientes con diabetes Mellitus tipo 2 y practicamente todos los
pacientes con diabetes Mellitus tipo 1 sufriran algun tipo de retinopatia (Shaya y Aljawadi, 2007), y
esto se debe a que la estructura Unica de la retina comporta limitaciones fisioldgicas especiales en

comparacién con otros tejidos del sistema nervioso, que la hace mas susceptible a la hiperglicemia.

La RD se ha definido como una microangiopatia de la retina que involucra cambios en la pared
vascular y en las propiedades reoldgicas de la sangre. La combinacion de estos factores deriva en la
oclusidon de los capilares y subsiguiente isquemia y extravasacién en la retina, siendo los tipicos
cambios morfoldgicos la pérdida de pericitos y células endoteliales y el engrosamiento de la
membrana basal (Kollias y Ulbig, 2010). Sin embargo, la RD es una enfermedad multifactorial y su
patogenia es extremadamente compleja, involucrando multiples células de la retina, como las células
de Miiller, las ganglionares, las endoteliales y las células del epitelio pigmentado. Los principales
mecanismos que contribuyen a la fisiopatologia de la RD son la hiperglicemia, la inflamacién vy la
disfuncion neuronal (Bhagat et al., 2009), sumado a otros factores sistémicos como la hipertension y

la hiperlipidemia, e incluso factores genéticos.



12.2.1. Progresion y principales acontecimientos patoldgicos de la RD

La patogénesis del desarrollo de la RD es muy compleja, involucrando muchos mecanismos
interconectados, que acaban derivando en dafio celular y cambios adaptativos en la retina (Robinson
et al., 2012). Los mecanismos exactos por los cuales la hiperglicemia inicia las alteraciones vasculares
o neuronales no se ha definido completamente, aunque se conoce que las principales vias
metabdlicas alteradas, cruciales en el desarrollo de la RD, son las vias del poliol y la hexosamina, la
sintesis de novo de proteina kinasa C (PKC) y la produccidn de radicales libres y productos finales de
gliacion avanzada (AGEs), junto con la activacidon de procesos inflamatorios. La activacién de todas
estas vias desemboca en la aparicion de anomalias en la retina neural (neurodegeneracién retiniana)
y en el lecho capilar localizado en la retina interna (dafio microangiopatico). No se sabe con certeza
gué ocurre primero, si los defectos vasculares o los dafios neuronales. En este sentido, la hipdtesis
mas probable es que estos dos acontecimientos sean interdependientes, existiendo una retro-
alimentacién de la disfuncién neuronal-vascular, que empieza poco después de la aparicion de la

diabetes y aumenta con el tiempo (Antonetti et al., 2006).
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Figura |-06: Diagrama de los factores clave involucrados en la patogénesis de la RD y los sintomas clinicos
evidentes en los distintos estadios de la patologia. RDNP: retinopatia diabética no proliferativa, RDP: retinopatia
diabética proliferativa. (Imagen adaptada de Robinson et al., 2012).

Durante el desarrollo de la retinopatia diabética, las alteraciones metabdlicas iniciales desencadenan
varias alteraciones: la retina sufre una clara disfuncion microvascular, con cambios en el flujo
sanguineo, disfuncién de la barrera hemato-retiniana, engrosamiento de la membrana basal, pérdida
de pericitos y pérdida de células endoteliales. También aparecen cambios en el EPR y la coroides (el
EPR se vuelve disfuncional y provoca una extravasacion desde la coriocapilaris). Hay una clara

neurodegeneracion, caracterizada por una apoptosis de células de la reina, principalmente de células



23

ganglionares, y aparicion de gliosis reactiva con seobreexpresién de proteina acidica glial fibrilar
(GFAP) en las células de Miiller. También se da inflamacidn y activacién de células inmunitarias ya
desde etapas muy tempranas de la RD, caracterizada por una leucostasis en los vasos sanguineos que
acaba provocando oclusion y no-perfusion en los capilares, y una desregulacién en la expresién de
factores inflamatorios como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1 y TNF-a, principalmente por parte de las
células de Miiller y la microglia de la retina. Por ultimo, la diabetes también produce una isquemia en
la retina, debida a la disfuncidén progresiva del tejido neurovascular y el consecuente déficit de
perfusion. A medida que aumenta la isquemia, aparecen los microaneurismas y finalmente acaban
provocando la aparicion de neovascularizacién retiniana, tipica caracteristica de la retinopatia
diabética proliferativa (Stitt et al., 2016). En la figura 1-06 se esquematizan los diferentes
acontecimientos que desencadenan la retinopatia diabética y su progresion hacia la pérdida de

vision, asi como los sintomas clinicos.

En la clinica, debido a la facilidad de visualizacion de la vasculatura retiniana, la clasificacion de los
distintos grados de RD se ha basado en la severidad de las lesiones vasculares, habiendo dos
principales grados: la retinopatia diabética no proliferativa (RDNP) y la retinopatia diabética
proliferativa (RDP) (figura 1-07). La RDNP se sub-clasifica en leve, moderada y severa segun la clase de
anomalias y la cantidad de éstas presentes. Cuando la RD afecta la macula, se llama “maculopatia
diabética” y estda caracterizada principalmente por la presencia de edema macular (EMD), que es la
principal causa de pérdida de visidon en los pacientes diabéticos. Aunque esta maculopatia puede

aparecer en cualquier etapa de la RD, es mas prevalente en las fases mas avanzadas.

RD no proliferativa RD proliferativa

Crecimiento de
neovasos anormales

RDNP leve RDNP moderada RDNP severa

Figura 1-07: Clasificacion clinica de las distintas etapas de la RD. (Imagen adaptada de la A.D.A.M Health lllustrated
Encyclopedia).



12.2.2. Principales terapias para la RD

Actualmente, los Unicos tratamientos disponibles para la RD, a parte de las actuaciones preventivas
como la regulacién de la hiperglicemia, la prevencién de la dislipidemia, el control de la hipertension
o la cesion del tabaquismo, se centran en las etapas mas avanzadas de la patologia (RDP y EMD).
Estas etapas avanzandas son donde la vasculopatia ya ha progresado a hemorragias intraretinianas,
neovascularizacién y desprendimiento de retina y, por tanto, donde se da una mayor pérdida de
vision en los pacientes. Los tratamientos en estas fases incluyen la fotocoagulacion con laser, la
cirugia vitreo-retiniana y la inyeccion intra-vitrea de corticosteroides y farmacos anti-VEGF (Stitt et

al., 2016).

La fotocagulacion con laser es el principal tratamiento establecido para la RDP y el EMD. El objetivo
de esta técnica es la regresion de los neovasos como consecuencia de la normalizacion de la presiéon
parcial de oxigeno en las areas avasculares de la retina periférica, que también acaba induciendo un
menor riesgo de hemorragias y formacion de membranas (Kollias y Ulbig, 2010). Esta intervencion
previene el deterioro de la visidn si se aplica lo suficientemente temprano, pero normalmente no
provoca una recuperacidn de la vision, y esta asociado con efectos adversos severos, como son una
reduccion en la adaptacion a los cambios de la luz, una cierta pérdida de agudeza visual, pérdida de
vision periférica, cambios en la percepcidn de los colores y exacerbacidon del edema macular (Simoé y
Hernandez, 2015). La técnica de cirugia vitreoretiniana o vitrectomia de la pars plana se suele aplicar
cuando existe hemorragia en el vitreo, glaucoma, desprendimiento de retina traccional o edema
macular traccional. Permite la eliminacion del cuerpo vitreo y de las membranas y cuerdas
cicatriciales, asi como el posicionamiento correcto de la retina para un éptimo tratamiento con laser
(Gandorfer y Kampik, 2000). Aunque ésta es una técnica de demostrada eficacia en el

restablecimiento de la vision, también tiene sus efectos adversos tipicos derivados de una cirugia.

En cuanto a la farmacoterapia, los glucocorticoides intravitreos, usados preferentemente para el
tratamiento del edema macular diabético, han demostrado una gran eficacia anti-angiogénica y anti-
inflamatoria, estabilizando la barrera hemato-retiniana interna (Grover et al., 2008). Sus limitaciones
incluyen principalmente el limitado tiempo de vida que tienen, de sélo 3 meses, cosa que requiere de
una administracion repetida. También se ha visto que aproximadamente un tercio de los pacientes
desarrolla glaucoma secundario al tratamiento con estos farmacos. Por esta razon, la dexametasona
se usa solo como un tratamiento alternativo. El tratamiento con agentes anti-VEGF administrados
por via intravitrea, usado ampliamente en el tratamiento de la degeneracion macular proliferativa
(comentados posteriormente), ha emergido en los Ultimos afios como un nuevo tratamiento para
fases mas avanzadas de RDP, y actualmente se estan desarrollando los ensayos clinicos para validar

su eficacia (revisado por Cheung et al., 2014). Estos estudios aportan evidencias de que esta terapia



es mejor que la terapia con laser tanto en prevenir como en mejorar la vision de pacientes con EMD
(Virgili et al., 2014). Sin embargo, estos tratamientos también tienen la limitacion del corto tiempo
de vida, requiriendo de mudltiples inyecciones intravitreas, cosa que comporta ciertos efectos
adversos como el incremento de riesgo de endoftalmitis y desprendimiento de retina. Ademas, se
piensa que un tratamiento prolongado con inyecciones intravitreas de anti-VEGF podria derivar en
neurodegeneracion del resto de retina sana y un incremento en el riesgo de trastornos circulatorios

en la coriocapilaris (Simo et al., 2015).

Otra de las principales estrategias en estudio actualmente es la administracion sistémica de
inhibidores de PKC. Esta proteina juega un papel importante en la progresion de la angiogénesis y es
inducida por la hiperglicemia. Ya se han realizado ensayos clinicos en fases I/l con el inhibidor de
kinasas Midostaurina (PKC412. Novartis Pharma. Campochiaro et al., 2004), donde se reportaron
reducciones significativas en el grosor de las retinas tratadas, asi como incremento de la agudeza
visual, aunque se encontraron varios efectos adversos como el incremento de transaminasas en
higado y el empeoramiento del control de la glicemia. También se realizaron estudios con el inhibidor
selectivo de PKC, Ruboxistaurin mesilate mediante administracion oral (RBX; LY333531. Eli Lilly and
Company. Aiello et al., 2006) que reportaron una disminucion en las anomalias hemodinamicas
derivadas de la diabetes sin apariciéon de efectos adversos, asi como la disminucién del flujo
sanguineo anormal en la retina y la disfuncion de células endoteliales, aunque los estudios sugieren

que el tratamiento con este farmaco no es capaz de prevenir la neovascularizacion.

Otro de los factores propuestos son los analogos de somatostatina (SST). Se han realizado varios
ensayos clinicos administrando octredtido intramuscular en pacientes con RDP moderada o severa,
revelando una disminucién en la incidencia de la progresiéon a RDP (Grant, et al., 2000; Boehm, et al.,
2001). Se postula que estos analogos de SST pueden inhibir la angiogénesis directamente a través de
los receptores de SST en las células endoteliales e indirectamente a través de la inhibicién de las

sefales post-receptor de varios factores de crecimiento como IGF-1 o VEGF.

Aunque todos estos tratamientos puedan reducir la progresidon de la RD en sus fases mds avanzadas,
cada vez hay mds necesidad de investigar nuevas opciones terapéuticas capaces de prevenir o

retardar la aparicién y progresion de la RD.



12.3. La Degeneracion Macular Asociada a la Edad

La degeneraciéon macular asociada a la edad (DMAE) es una enfermedad crdénica progresiva que
afecta el drea central de la retina llamada macula. Es una de las principales causas de pérdida de
vision en adultos de paises desarrollados, siendo la principal causa de ceguera en personas de mas de

65 afos (Lim et al., 2012).

La manifestacién clinica mas temprana y una de las principales caracteristicas de la DMAE es el
desarrollo de drusas, unos depdsitos extracelulares de glicoproteinas, lipidos y debris celulares
localizados entre el EPR y la membrana de Bruch. La categorizacion de estos cuerpos drusenoides es
la base de la clasificacion de las distintas fases de la DMAE. La DMAE temprana esta caracterizada por
la presencia de pocas drusas de tamafio medio y anomalias pigmentarias. La DMAE intermedia esta
caracterizada por la presencia de al menos una drusa grande y varias de tamafio medio, junto con
atrofia geografica que no se extiende hacia el centro de la macula. Finalmente, la DMAE avanzada se
puede manifestar en dos fenotipos diferenciados: la DMAE “seca” o atrofica, caracterizada por una
atrofia progresiva del EPR, la coriocapilaris y los fotorreceptores en el centro de la macula,
acompafado de drusas grandes en esta regién; y la DMAE “humeda” o exhudativa, caracterizada
por la invasién del espacio sub-retiniano por neovasos emergentes desde la coroides, llamada
neovascularizacion coroidea (NVC). Esta ultima provoca exhudacion de fluido, lipidos y sangre, que
conduce a una cicatrizacién fibrética y muerte de fotorreceptores (Jager et al., 2008). La figura 1-07

muestra ejemplos de fondo de ojo y representaciones de las distintas fases de la DMAE.

El principal factor de riesgo de la DMAE es la edad. Se calcula que mas del 10% de las personas de
mas de 80 afios padecen DMAE. A este factor se suman factores ambientales como son el
tabaquismo, la obesidad, las dietas pobres en vitamina A y E, zinc, luteina y acidos grasos omega-3, y
los estilos de vida no saludables asociados a riesgo cardiocirculatorio. También aumentan el riesgo de
padecer DMAE factores oculares como la pigmentacion oscura del iris, la cirugia de catarata y la

hipermetropia.

En los ultimos afios se han presentado fuertes evidencias de factores genéticos asociados a DMAE.
Hasta la fecha, se han asociado 34 loci genéticos, que abarcan 52 variantes genéticas. Uno de los
genes mas bien estudiados es el factor H del complemento (CFH). También se han relacionado otros
genes de la via del complemento como C2, CFB, C3 y CFl, genes de la via del colesterol (LIPC, CETP,
ABCA1), genes de la via del colageno (COL10A1 y COL8A1) y el gen de la via de la matriz extracelular
TIMP3. Finalmente, también se han descrito loci en genes relacionados con angiogénesis, como el

VEGFA (Sergejeva et al., 2016).
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Figura I-08: Fases de la DMAE. Ejemplos de fotos de fondo de ojo de pacientes en las tres fases y representacion gréafica
de los principales acontecimientos (Imagen adaptada de van Lookeren Campagne et al., 2014).

12.3.1. Progresion y patogenia de la DMAE

Los mecanismos de progresién de la DMAE es un tema que aun queda por dilucidar. Hay varios
estudios y revisiones bibliogréficas que apuntan a distintas causas implicadas en la patologia, y en
todas ellas se apunta al EPR como el punto de partida, estableciendo que la disfuncion y la atrofia de
estas células es el principal acontecimiento que precede a las etapas mas avanzadas de la DMAE

(atrofia geografica o NVC) (Ambati y Fowler, 2012).

Las causas moleculares de la disfuncion del EPR son muy heterogéneas.

En el caso de la NVC, se apunta a una diafonia del EPR con los sistemas inmunitario y vascular,
llamado “eje inmunovascular”. La activacion del complemento y el incremento de estrés oxidativo
provocan la secrecion de factores pro-angiogénicos por parte del EPR y otras células inmunitarias,
como el VEGF-A, induciendo y exacerbando la aparicion de NVC (Nozaki et al., 2006). Paralelamente,
se ha reportado una respuesta inmunitaria promovida por el EPR, que también induce la NVC. En
este punto, la regulacion del complemento por parte del EPR juega un papel muy importante, ya que
los factores activos del complemento C3a y C5a son agentes quimiotacticos muy potentes que

inducen el reclutamiento de leucocitos en la coroides (Nozaki et al., 2006). El incremento en el



numero de macréfagos en retina es una de las principales caracteristicas de la NVC, asi como la
microglia y otra células inmunitarias que pueden modular la patogénesis de la NVC (Grossniklaus et

al., 2002).

En cuanto a la DMAE seca o atrdfica, la principal caracteristica molecular es la presencia de
acumulaciones toxicas, tanto dentro de las células del EPR como en la interfase entre la membrana
de Bruch y el EPR (drusas). La acumulacién de toxinas dentro del EPR se puede explicar por una
disfuncién de las mitocondrias. Estas sufren mutaciones en su ADN vy alteracidon de la integridad
estructural que deriva en una funcién mitocondrial defectuosa. Como consecuencia, se produce una
reduccion en la produccion de energia y una desregulacién entre los factores pro- y anti-apoptadticos,
llevando a la muerte celular (Lin y Beal, 2006). Ademas de las mitocondrias defectuosas, también se
acumulan otras toxinas como lipofucsina, que en presencia de luz forma especies reactivas del
oxigeno (ROS, en inglés) toxicas para el EPR (Winkler et al., 1999). Por ultimo, se ha relacionado la
actividad de la enzima ribonucleasa DICER1 con la funcionalidad y el estado de salud de las células
del EPR, debido a su influencia en la inflamacion y la expresion global de ARN (codificante y no
codificante). Se ha reportado que esta enzima se encuentra disminuida en pacientes con atrofia
geografica (Kaneko et al., 2011), acompafiado de un aumento aberrante el ARN no codificante Alu,
gue es toxico para las células del EPR. Trabajos publicados recientemente han identificado un
complejo de inmunidad innata llamado inflamasoma NLRP3 que se activa en respuesta al aumento

del ARN Alu, llevando a la secrecion de IL-18 y la muerte del EPR (Tarallo et al., 2012).

12.3.2. Principales terapias para la DMAE

Todos los tratamientos que se han desarrollado en las Ultimas décadas para el tratamiento de la
DMAE han estado enfocados Unicamente a frenar los procesos de neovascularizacién y exhudacion
gue se dan en las fases mas avanzadas de la DMAE humeda. A fecha de hoy, no existe aun ningun
tratamiento eficaz en la prevencion de la DMAE en sus fases mas tempranas, asi como tampoco en el

tratamiento de la atrofia en las fases mas avanzadas de DMAE seca.

Uno de los primero tratamientos establecidos fue la fotocoagulacidon con laser en el area de NVC
para inducir el cierre de la estructura neovascular. Aunque este tratamiento dio buenos resultados
reduciendo la pérdida de visidn severa a largo término, se vio limitado por la falta de recuperacion de
vision, los elevados indices de recurrencia y el riesgo de pérdida visual moderada inmediata. Este
tratamiento actualmente a penas se usa, sélo en casos concretos de lesiones clasicas bien

delimitadas de localizacién extrafoveal.

Otro tratamiento que se desarrolld en los afios XX fue la terapia fotodinamica, consistente en la

inyeccidn, en primer lugar, de un colorante fotosensible por via intravenosa que, en una segunda



fase, es activado en el tejido neovascular por la accién de un laser de longitud de onda determinada
gue activa el farmaco e induce un dafio selectivo en dicho tejido, ocasionando la oclusion de la
estructura neovascular. Este tratamiento demostro una eficacia en la reduccion del riesgo de pérdida
visual moderada y severa en casos de CNV clasica, aunque también produjo una ligera pérdida de
visidn en varios pacientes y el porcentaje de pacientes que experimentd una mejora de agudeza
visual fue escaso (Verteporfin In Photodynamic Therapy Study Group, 2001), hechos que han

desplazado esta terapia de la primera linea de actuacion.

El tratamiento mas representativo y prometedor que se ha desarrollado hasta la fecha para el
tratamiento de la DMAE humeda es el tratamiento farmacolégico con agentes antiangiogénicos.
Cuando, a mediados de los afios 90, el VEGF se reveld6 como uno de los principales factores
implicados en los procesos de neovascularizacion, Ferrera et al., al desarrollaron del primer
tratamiento anti-VEGF para el tratamiento de cancer, basado en un anticuerpo monoclonal llamado
Bevacizumab (Avastin; Genentech). Subsiguientemente, la importancia del VEGF fue validada en la
neovascularizacion ocular y esto llevd al desarrollo de farmacos anti-VEGF especificos para el
tratamiento de la DMAE. Entre ellos encontramos el Pegaptanib sédico (Eyetech, Pfizer), un
oligonucledtido que se une especificamente a la isoforma 165 del VEGF, bloqueandolo e impidiendo
su uniéon al receptor VEGFR; el Ranibizumab (Lucentis, Genentech), un fragmento del anticuerpo
monoclonal recombinante humanizado anti-VEGF, que bloquea todas las isoformas del VEGF vy
permite una mayor penetracion retiniana; y el Aflibercept (VEGF-TRAP-Eye, Eylea), una proteina de
fusion de las porciones de los dominios extracelulares de los receptores 1 y 2 del VEGF humano
fusionados con la porcidn Fc de la IgG humana, que funciona blogueando los receptores 1y 2 de
VEGF. Todos estos farmacos se administran de forma intravitrea y suelen tener un tiempo de vida
medio de entre 15 dias y 2 meses, dependiendo de la molécula. Se ha demostrado en todos los casos
gue el tratamiento con estos farmacos no sélo frena el proceso de neovascularizacion y reduce la
presencia de liquido sub-retiniano, también provoca una mejora en la agudeza visual de los pacientes
y una estabilizacién de la pérdida de visidon, hechos que los han convertido en los tratamientos de
referencia para la DMAE exhudativa (Lim et al, 2012). En contraste con los buenos resultados
obtenidos con estas terapias, existen dos importantes controversias: en primer lugar, la necesidad
estricta de una administracién mensual de los farmacos, hecho que puede conllevar ciertos efectos
secundarios como son la endoftalmitis o el desprendimiento de retina, a parte del elevado coste que
supone para los servicios de sanidad publica; y en segundo lugar, una cuestién referente a la
seguridad -en particular a la seguridad sistémica- ya que los anticuerpos inyectados intraocularmente
también pasan a la circulacién y por tanto pueden inhibir el VEGF sistémico, pudiendo incrementar

los riesgos de enfermedad cardiovascular y apoplejia hemorragica.



A parte de los tratamientos para la DMAE humeda, en los ultimos afios se han puesto muchos
esfuerzos en investigar terapias para la prevencion de la progresion de la DMAE en etapas mas
tempranas. Por ejemplo, se han realizado estudios con suplementacién oral con antioxidantes, que
han demostrado una cierta eficacia en el frenar la progresién de DMAE intermedia a DMAE avanzada
(Age-Related Eye Disease Study Research Group. 2001), aunque este tratamiento puede no ser

adecuado para todos los pacientes.

Otras aproximaciones que se estdn investigando para el tratamiento de la DMAE son la inhibicion del
complemento, que en fases pre-clinicas ha demostrado que puede mejorar la DMAE seca y también
reducir la NVC (Bora et al., 2007); el uso de esteroides para inhibir el sistema inmunitario en el
tratamiento de la NVC, usados en tdndem con otros tratamientos como los anti-VEGF (Becerra et al.,
2011); o el uso de la terapia génica para la sobre-expresion de agentes anti-proliferativos, como el
PEDF (Deering et al., 2003). En todos estos casos ya se estan realizando ensayos clinicos, aunque es

necesario la realizacidon de mas investigaciéon en modelos animales (Ambati y Fowler, 2012).

13. MODELOS ANIMALES DE RD Y DMAE

Durante las ultimas décadas se han invertido muchos esfuerzos en la investigacién de modelos
animales que mimeticen las principales patologias oculares, como son la RD y la DMAE. Estos
modelos son de vital importancia para el estudio de la biologia y el desarrollo de estas

enfermedades, asi como para el desarrollo y testado de nuevas terapias.

Las especies mds utilizadas en investigacion pre-clinica son la rata y el ratén, debido a su facil
manipulacion, corto ciclo reproductivo, bajo costo de mantenimiento y su fondo genético parecido al

de los humanos, cosa que permite extrapolar los resultados experimentales.

13.1.  Principales modelos de RD

Normalmente los modelos de diabetes se obtienen por induccién quimica, pancreatectomia
quirurgica o mediante manipulacion genética. Las especies mds utilizadas para el estudio de los
mecanismos moleculares de la patogénesis de la RD son la rata y el raton. En la tabla 1-01 se
describen los principales modelos murinos, tanto inducidos como espontdneos, y sus principales
caracteristicas. La principal limitacion de estos modelos es que, aunque reproducen la mayoria de las
caracteristicas de las etapas tempranas de la RD, no se ha encontrado que desarrollen de una forma

reproducible las etapas neovasculares mas tardias de la patologia. Esto probablemente es debido al



corto tiempo de vida de estas especies y, por tanto, a la corta duracién de la diabetes (Robinson et

al., 2012).

Tabla 1-01: Principales caracteristicas de los modelos murinos de RD. (Adaptado de Robinson, et al. 2012).

Modelo animal ;;pb:fei B g s d?:;:tr;:"o e Lesiones retinianas Referencias
Rata
STZ Tipo 1 3 dias después de la Pérdida de pericitos, extravasacion Robison et al., 1991;
inyeccion de STZ vascular, disrupcién de la barrera Anderson et al., 1995;
hemato-retiniana, pérdida de células Miyamoto et al., 1999; Xu
ganglionares, dafio en las células et al., 2004; Gastinger et
endoteliales, oclusion vascular de al., 2006; Zheng and Kern,
capilares de la retina, engrosamiento 2010
de la membrana basal
Galactosemia Pérdida de pericitos, capilares Kern and Engerman, 1995
acelulares, anomalias
microvasculares intra-retinianas,
engrosamiento de la membrana basal
BB Tipo 1 2-5 meses Pérdida de pericitos, capilares Blair et al., 1984
acelulares, disrupcion de la barrera Sima et al., 1985
hemato-retiniana, engrosamiento de
la membrana basal
WBN/Kob Tipo 1 9-21 meses Capilares acelulares, engrosamiento Miyamura et al., 1998
de la membrana basal Bhutto ef al., 1999
Tsuji et al., 2009
SDT Tipo 1 5-6 meses Pérdida de pericitos, capilares Yamada et al., 2005;
acelulares, extravasacion vascular, Kakehashi et al., 2006;
desprendimiento de retina con Sasase et al., 2010
proliferacion fibrosa
ZDF Tipo 2 1-2 meses Pérdida de pericitos, capilares Danis et al., 1993
acelulares, engrosamiento de la Yang et al., 2000
membrana basal Behl et al., 2008
GK Tipo 2 1-2 meses Incremento de los ratios células Agardh et al., 1997
endoteliales:pericitos
Raton
STZ Tipo 1 3 dias después de la Pérdida de pericitos, capilares Martin et al., 2004;
inyeccion con STZ acelulares, apoptosis de células Leichman et al., 2005
vasculares, pérdida de células
ganglionares, adelgazamiento de la
retina
Galactosemia Pérdida de pericitos, capilares Kern and Engerman, 1996a
acelulares, microaneurismas,
engrosamiento de la membrana basal
NOD Tipo 1 8 meses Pérdida de microvasos de la retina, Makino et al., 1980
proliferacion focal de nuevos vasos Shaw et al., 2006
desordenados Lee et al., 2008
db/db Tipo 2 1-2 meses Pérdida de pericitos, capilares Midena et al., 1989;
acelulares, disrupcion de la barrera Clements et al., 1998;
hemato-retiniana, engrosamiento de Cheung et al., 2005
la membrana basal
Ins2-Akita Tipo 1 1 mes Incremento de la permeabilidad Barber et al., 2005;
vascular, capilares acelulares, Gastinger et al., 2008
adelgazamiento de la retina, pérdida
de células ganglionares
Akimba Tipo 1 1 mes Microaneurismas, extravasacion Rakoczy et al., 2010

vascular, exudados venosos,
tortuosidad, pérdida capilar,
hemorragias, posible
neovascularizacién, edema retiniano




A parte de los modelos murinos, también se han desarrollado modelos de RD en otras especies
superiores como gatos, perros, cerdos y primates no humanos. La mayor parte de estos modelos son
de diabetes tipo |, inducida quimicamente o quirdrgicamente (Gardiner et al., 1994; Hatchell et al,,
1995; Tso et al., 1988; Kim et al., 2004). Sin embargo, existen diversas limitaciones en el uso de estos
modelos animales: un elevado coste y dificultad de mantenimiento, junto con el lento desarrollo de
la patologia, la falta de disponibilidad de anticuerpos y reactivos moleculares especificos para estas
especies y los problemas éticos que comportan su uso en experimentacién. Estas limitaciones hacen
gue los modelos en animales pequefios (rata y raton) sean mucho mas adecuados para el estudio de

la RD en la mayoria de casos.

13.1.1. Modelo de RD en rata inducido con estreptozotocina (STZ).

La estreptozotocina (STZ) es un compuesto que, administrado sistémicamente, es citotéxico para las
células beta-pancredticas, induciendo su apoptosis (Schnedl et al.,, 1994). Por tanto, el tratamiento
con STZ es comUnmente utilizado para crear modelos de diabetes tipo | en animales, donde hay una

desaparicién total de las células beta-pancreaticas.

El modelo de diabetes tipo | inducido por STZ, tanto en rata como en ratdn, ha sido ampliamente
usado en multitud de trabajos para estudiar la RD, debido a su rdpida progresién y facilidad de
creacion, no dependiendo de manipulaciones genéticas ni de mantenimiento de colonias. La rata el
modelo mas usado debido a su mayor tamafio y, por tanto, mayor indice de supervivencia bajo este

tratamiento.

Los animales tratados con STZ se vuelven rapidamente incapaces de controlar la glicemia,
detectandose niveles de glucosa en sangre por encima de los 250 mg/dl a 2-3 dias post-tratamiento,
aunque los cambios fisiolégicos y bioquimicos en la retina no se han reportado hasta 1-2 meses

después de la induccién (Robinson et al., 2012).

Los diversos estudios publicados usando el modelo de rata inducido con STZ han demostrado la
aparicion de alteraciones vasculares propias de la RD no proliferativa, similares a las observadas en
humanos, como son la dilatacion de los vasos sanguineos, pérdida de células endoteliales y de
pericitos, aparicion de microaneurismas (Alder et al., 1998), degeneracion de los capilares (Kern et
al., 2007), incremento de la leucostasis (Joussen et al., 2001), y incremento de la permeabilidad

vascular resultando en la disrupcién de la barrera hemato-retiniana (Zhang et al., 2005).

En fases mas tempranas, antes de la aparicidon de los cambios vasculares, también se han reportado
cambios en la retina como pérdida de células ganglionares y amacrinas, que se ha visto reflejado en
alteraciones electroretinograficas, a nivel de los potenciales oscilatorios (Aung et al., 2013), asi como

cambios en el grosor de las capas nuclear interna y plexiforme interna (Kusari, et al., 2007; Barber et
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al., 1998). Otros estudios han demostrado activacién de la glia de la retina (células de Miiller) y

aparicion de una cierta respuesta inflamatoria.

Este modelo, por tanto, representa un muy buen candidato para ser usado en estudios tanto de las
vias moleculares de progresion de la DR como de la aplicacién de posibles terapias neuroprotectoras.
Sin embargo, se ha visto que existe mucha variabilidad en la aparicién de las alteraciones en la retina

dependiendo de la cepa de rata (Kirwin et al., 2009), por lo que creimos necesario estudiarlo en

curso de esta tesis.

13.2.  Principales modelos de DMAE
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Complement Factor Pathway %, s, %, ?06‘. S 1’@ ”09 6('0/, %, e% s/’O/,%&% %% Reference
Cfh -/- mice X X X Coffey et al., 2007
Transgenic Cfh Y402H mice X | X X | X Ufret-Vincenty et al., 2010
Transgenic C3 Overexpression mice X | X X X Cashman et al., 2011
C3a and C5a receptor -/- mice Nozaki et al., 2006
Chemokines
Ccl2 -/- and Ccr2 -/- mice XXX X | X X X Ambati etal. 2003
Ccl2 -/- mice™ - X | - X Xl -1-1-+ Luhmann et al. 2009
Cx3er1 -/- mice X X XX X* Combadiere etal. 2007
Ccl2/Cx3er1 +/- mice X X[ X X | X X X X | Tuoetal 2007
Oxidative Damage models
Immunization with-CEP adducted MSA X| X[ X XXX Hollyfield et al., 2008
Ceruloplasmin/hephaestin -/- mice X | X | X X | X X Hahn et al. 2004
SOD1 knockout mice X | X XXX Imamura et al. 2006
SOD2 knockdown mice X X X | X X | X Justilien et al. 2007
NRF2 -/- mice XX | XXX X X | X Zhao et al. 2007
Cigarette smoke +/- high fat+/- blue light X | X Espinosa-Heidmann et al. 2006
Hydroquinone in Ccl2 -/- mice Pons et al. 2011
OXYS Rat X X[ X X | X X Markovets et al. 2011
Glucose/Lipid Metabolism
Aging mice + high fat diet X | X Cousins et al. 2002
High glycemic index diet X | X X Uchiki et al. 2011, Weikel et al. 2011
APQE -/- mice X | X Dithmar et al. 2000
APQEe2/e4 transgenic mice +/- high fat X X[ XXt X X Malek et al. 2005
ApoE 3-Leiden transgenic mice +/- high fat X1 X Kiiffen et al. 2000
Apo B100 transgenic mice + high fat X | X Fujihara et al 2009
LDL receptor -/~ mice + high fat X | X* Rudolf et al. 2005
Vidir -/- mice X1 X Heckenlively 2003, Chen 2007
CD36 -/- mice X Picard et al. 2010
med/med mice (transgenic mutant cathepsin D) X| X XX X | X Rakoczy et al. 2002
Other
Senesance accelerated mouse IXTXT T T T 1T T T T T IXx1] | Takadaetal 1994
Induced CNV
Matrigel induced CNV X)| X X | X X X* | Shen etal. 2006; 2. Cao etal. 2010
PEG-8 injection X X X Lyzogubov et al. 2011
PEC-injected MCP mice X X X* | Joetal. 2011
Rat Subretinal lipid hydroperoxide injection (X) X | X X Baba etal. 2010
VEGF Transgenic mice Xt X Multiple - see text
Naturally-occuring nonhuman primate models
Rhesus monkey age-related drusen X | X | X X X Multiple - see text
Cynomolgus monkey age-related drusen X | X[ X X Umeda et al., 2005 a
Cynomolgus monkey early-onset drusen X X Multiple - see text
Japanese macaque early-onset drusen X Neuringer et al., 2010

Figura I-09: Principales modelos animales de DMAE. (Pennesi et al., 2012).



Aunque en la actualidad existen numerosos modelos que mimetizan varios de los acontecimientos
patolégicos de la DMAE, aun no se dispone de ningiin modelo que posea todas las caracteristicas de

la patologia, con las propiedades descritas.

Los modelos animales de DMAE se han creado en distintas especies: ratén, rata , conejo, cerdo y
primates. Los modelos en roedor ofrecen la ventaja del bajo coste, la progresién de la patologia en
un tiempo relativamente corto y la capacidad de realizar manipulacién genética, aunque una de las
principales desventajas es que tanto ratas como ratones no poseen macula. Por el otro lado, los
primates son el modelo que ofrece una similitud anatdémica mas cercana a los humanos, con
presencia de macula, pero son animales muy dificiles de manipular, con un elevado coste de

mantenimiento y fuertes implicaciones éticas, y tienen una progresion de la patologia muy lenta.

La figura I-09 resume los principales modelos disponibles de DMAE vy sus caracteristicas fenotipicas,
tanto de DMAE seca, clasificados segun la via alterada (alteracion del complemento, modelos
genéticos deficientes de quimiocinas, modelos de estrés oxidativo, modelos de metabolismo de

lipidos/glucosa), como de DMAE himeda, de inducién de NVC (Pennesi et al., 2012).

13.2.1. Modelo de DMAE himeda: neovascularizacién coroidea inducida con laser en ratén

Aunque la DMAE es una enfermedad extremadamente compleja que se compone de varias fases, con
muchos factores influenciando su progresion y diversos tipos celulares afectados, la aparicién de
neovascularizacién coroidea (NVC) en las fases mas avanzadas de DMAE humeda es uno de los

eventos mas relevantes, ya que es la principal causa de pérdida severa de visidn en los pacientes.

Por tanto, no es de extrafiar que en las ultimas décadas se hayan invertido grandes esfuerzos en
elucidar los mecanismos moleculares involucrados en la patogénesis de la NVC asi como en
desarrollar nuevas terapias para su tratamiento, desarrollando entre tanto modelos animales

reproducibles y de rapida progresién para estos fines.

El modelo de NVC inducida por lesion con laser es uno de los mas populares y mas extendidos en el
estudio de la NVC y de posibles tratamientos. El desarrollo de este modelo se basa simplemente en el
uso de un laser para realizar lesiones o quemaduras en la retina, focalizando la energia en las capas
mas externas para inducir una ruptura en la membrana de Bruch. La ruptura de esta membrana

permite, entonces, la invasion del espacio sub-retiniano por neovasos emergentes desde la coroides.

Este modelo traumatico fue inicialmente desarrollado en primates y en ratas, donde se determind
gue es necesaria la rotura de la membrana de Bruch con una determinada potencia de laser para la
induccién de la NVC (Dobi et al., 1989). En los afios posteriores, el ratdn se ha convertido en la

especie de eleccion en la mayoria de estudios debido a su bajo coste, la posibilidad de generar



eficientemente un alto nimero de lesiones y el corto tiempo de desarrollo de la NVC (Tobe et al.,

1998).

De manera similar a la NVC que se da en la DMAE en humanos, la NVC inducida por laser sigue unas
fases de desarrollo predecibles: una formacion temprana de membrana, el establecimiento de una
red fibrovascular madura, y la involucién (Miller et al., 1990). El curso temporal de desarrollo de la
NVC después de la aplicacién del laser es similar en rata y ratén, con la fase temprana
desarrollandose en la primera semana, y el desarrollo de membranas maduras dandose entre los dias
10 y 14 en la mayoria de estudios (Edelman y Castro, 2000; Tobe et al., 1998). No esta claro en qué
momento empieza la involucion, algunos investigadores han reportado un ligero aumento en las
areas neovasculares durante los primeros 30 dias, mientras que otros han reportado cambios

involutivos a partir del quinto dia (Edelman y Castro, 2000; Giani et al., 2011).

El principal inconveniente de este modelo es su incapacidad de recapitular la compleja secuencia de
eventos que preceden a la aparicién de NVC en la DMAE. Este es un modelo de lesidn aguda e
inflamacion, no es resultado de una degeneracién senescente prolongada. También encontramos
discrepancias anatdmicas, ya que la coagulacion con laser provoca un dafio significativo en la retina
neural adyacente, en un grado mucho mayor que en la DMAE, y no se sabe a qué nivel puede este

dafio alterar al ambiente alrededor de la NVC.

A pesar de esto, el modelo de NVC inducida con laser ha contribuido en gran medida a nuestra actual
comprension de la patogénesis de la NVC, permitiendo el estudio de numerosos componentes de la
cascada de la angiogénesis y de la via de sefalizacion intracelular de los factores de crecimiento, asi
como es estudio de varios tipos celulares involucrados como los macroéfagos, las células endoteliales
o el EPR, o la evaluacién del rol del complemento en la NVC experimental. Ademas, este modelo ha
respaldado multitud de estudios en fases tempranas de tratamientos para la NVC y ha ayudado a

establecer la prueba de concepto para farmacoterapias de NVC (Pennesi et al., 2012).

14,  FACTORES IMPLICADOS EN EL CONTROL DE LA NEOVASCULARIZACION
OCULAR

La RD y la DMAE tienen en comun la aparicién de neovasos patoldgicos en sus fases mas avanzadas,
causando neovascularizacion retiniana o coroidea respectivamente y provocando una severa pérdida
de vision. En estos acontecimientos los procesos subyacentes al crecimiento del vaso sano se
desregulan y las redes vasculares se forman de una manera descontrolada y andrquica. En el caso de

la DMAE, los vasos de la coroides rompen las capas celulares comprometidas de la retina externa y se



infiltran en la macula; en cambio, en la RD se da una proliferacién descontrolada de vasos en los
bordes avasculares hipdxicos de la retina interna y el crecimiento mal dirigido de éstos en la camara

vitrea (Sapieha et al., 2010).

La angiogénesis es el resultado de una compleja interaccién entre factores de crecimiento, células
endoteliales vasculares, moléculas de matriz extracelular, quimiocinas y moléculas de sefializacién
celular. Durante los procesos patoldgicos se produce una pérdida del equilibrio entre los factores
pro-angiogénicos y anti-angiogénicos en el ojo. Por un lado, se da una sobreexpresién de factores de
crecimiento y citoquinas. Estos factores incluyen el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF), el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), la angiopoetina 1 y la angiopoetina 2
(Ang-1/ -2), el factor 1 derivado del estroma, el factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2 ) Y el
factor de necrosis tumoral (TNF). Por otro lado, se da una reduccién de los niveles de los principales
factores anti-angiogénicos como son el factor derivado del epitelio pigmentado (PEDF), Ila

trombospondina (TSP), el TGF-B y la somatostatina (SST) (Qazi et al., 2009).

14.1.  El Factor Derivado de Epitelio Pigmentado

El factor derivado de epitelio pigmentado (PEDF), también conocido como SERPINF1, es una
glicoproteina de 50 kDa de la familia de las serpinas que fue inicialmente identificada en el medio

condicionado de células de EPR humano fetal en cultivo (Tombran-Tink y Johnson, 1989).

Hasta la actualidad sélo se ha identificado un Unico gen para el PEDF en todas las especies de las que
se disponen datos. En humanos, el gen del PEDF tiene aproximadamente 16 kb y contiene ocho
exones relativamente pequefios y siete intrones, siendo el mas grande el intron 1, con 4 kb. La
organizacion intrén-exdn se encuentra altamente conservada entre especies, aunque existe cierta
variabilidad en el tamano de los intrones, incluso entre mamiferos (Barnstable y Tombran-Tink, 2004)
(figura 1-10A). EI gen humano SERPINF1 codifica por un polipéptido de 418 aminoacidos con un
péptido sefial de secrecién en el extremo amino-terminal, un sitio de N-glicosilacién en el residuo
Asn285 y una secuencia firma de serpinas YHLNQPFIFVL389 (Becerra, 1997). El producto génico
maduro es secretado como una glicoproteina monomérica, con un peso molecular de 50.000 Da, de
conformacion globular con un péptido loop expuesto hacia el extremo carboxilico de la estructura
primaria. Este loop se llama “loop del centro reactivo de serpina homologo” (RCL, del inglés) debido a

la actividad inhibitoria serin-rpteasa que confiere a las serpinas (Becerra, 2005) (Figura I-10B).
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Figura I-10: Estructura genética y proteica del PEDF. (A) Organizacion exon-intrén del gen del PEDF en humanos, raton,
pollo y fugu. Cada especie tiene 8 exones de tamafio muy similar y 7 intrones de tamafio distinto (imagen tomada de
Barnstable y Tombran-Tink, 2004). (B) Diagrama de cintas el PEDF glicosilado en su forma nativa, en la tipica orientacion
serpina. El loop central reactivo esta marcado como RCL y la N-acetilglucosamina esta marcada como NAG (imagen
tomada de Simonovic et al., 2001).

En la retina, el PEDF es principalmente secretado por las células del EPR, liberandola al espacio de la
matriz interfotorreceptores desde donde fluye por las distintas capas de la retina hasta alcanzar el
humor vitreo. También se ha identificado otras dos fuentes de PEDF en el ojo: la cérnea y el epitelio
ciliar, que lo secretan, en menor cantidad, al compartimento acuoso. Fuera del ojo, la expresion de
PEDF es menor pero el mRNA de este factor puede encontrarse en adipocitos, higado y testiculos

(Barnstable y Tombran-Tink, 2004).

Se ha demostrado que las actividades bioldgicas del PEDF dependen de su unién a receptores en la
superficie de las células diana. Varios estudios han demostrado la existencia receptores de alta
afinidad a PEDF en la retina, neuronas, endotelio y células tumorales, aunque la definicién de estos

receptores es alin un tema de debate (Subramanian et al., 2013).

Las principales actividades del PEDF pueden dividirse en dos grandes categorias: actividad
neurotréfica/neuroprotectora y actividad anti-angiogénica. El hecho de poseer ambas caracteristicas

es lo que hace al PEDF un factor Unico en el ojo.

14.1.1. Propiedades tréficas del PEDF

Varios estudios han demostrado que el PEDF es capaz de convertir células de retinoblastoma en
division a neuronas diferenciadas (Tombran-Tink y Johnson, 1989; Crawford et al., 2001). Esta
actividad también se ha reportado en cultivos primarios de neuronas (Houenou et al., 1999). Estos

hallazgos han llevado a la teoria de que una de las principales funciones del PEDF es la inhibicién de



la proliferacién celular. Esto, a su vez, crearia un ambiente permisivo en las células que las conduciria
a su diferenciacién. PEDF interrumpe la proliferacién celular y promueve el inicio de la diferenciacién
reduciendo el numero de células que entran en la fase S del ciclo celular y aumentando las que
entran en fase GO, por tanto inhibiendo la mitosis. Esta accion del PEDF se ha demostrado
reportando una expresion de la proteina unida positivamente a la entrada de la fase GO (Hjelmeland
et al., 1999). Todas estas evidencias, unidas a las multiples publicaciones que estudian el efecto del
PEDF en la diferenciacion de células inmaduras de la retina y el EPR, respaldan la teoria de que el

PEDF juega un rol importante en el desarrollo de la retina.

14.1.2. Propiedades neuroprotectoras del PEDF

Las caracteristicas neuroprotectoras del PEDF se han demostrado en varios procesos que, en su
punto final, causan neurodegeneracion y muerte celular: la isquemia, la excitotoxicidad del

glutamato, el estrés oxidativo y la degeneracién de fotorreceptores.

La isquemia es el principal factor causante de muerte en un amplio rango de neuronas. En el ojo, los
eventos isquémicos estan ligados a la progresion de varias enfermedades que causan ceguera como
la RD y la DMAE. Se ha demostrado que el tratamiento de la retina isquémica con PEDF promueve la
supervivencia de neuronas (Ogata et al., 2001). En cuanto a la excitotoxicidad del glutamato, se sabe
gue un exceso de glutamato induce dafio excitotdxico, provocando dafio en la retina. El tratamiento
con PEDF de neuronas en cultivo ha demostrado ser capaz de protegerlas de la muerte inducida por
glutamato (De Coster et al., 1999). En tercer lugar, el estrés oxidativo es un evento ampliamente
estudiado como causa de muerte neuronal en retinas, también presente en varias patologias como la
RD y la DMAE. Varios estudios han demostrado el efecto neuroprotector del PEDF en estas
condiciones (Cao et al.,, 1999). Finalmente, se obtuvieron resultados similares de supervivencia
celular en estudios del tratamiento con PEDF en modelos in vivo de degeneracion de fotorreceptores,
demostrando un enlentecimiento de la degeneracion después de una administracion de PEDF
intravitreo (Cayouette et al., 1999). En este caso, no esta claro del todo si el PEDF ejerce su funcion
protectora directamente en los fotorreceptores o si este factor actia primero en el EPR o las células
de Miller, y son éstas las que proveen de factores tréficos para la promocidn de la supervivencia de

los fotorreceptores.

14.1.3. Propiedades anti-angiogénicas del PEDF

El PEDF se ha postulado como uno de los principales factores anti-angiogénicos en el ojo. Varios
estudios han reportado una reduccién en la expresién de PEDF en condiciones hipdxicas en células

en cultivo (Dawson et al., 1999), asi como niveles mas bajos de PEDF en humor vitreo de pacientes



con retinopatia diabética y degeneracidon macular (Ogata et al., 2002; Holekamp et al., 2002), y esta

desregulacion del PEDF suele ir acompafiada de un incremento en el VEGF.

En este sentido, varios estudios han demostrado un efecto retro-inhibitorio entre el PEDF y el VEGF.
Se ha visto que el PEDF es capaz de inhibir directamente la expresién del VEGF, asi como inhibir la
unién de éste a sus receptores (Zhang et al., 2006), por tanto inhibiendo la accién del VEGF en la

promocidén de la angiogénesis retiniana o coroidea (Mori et al., 2001).

14.1.4. El PEDF como factor terapéutico en RD y DMAE

Teniendo en cuenta las multiples propiedades del PEDF tanto neurotréficas/neuroprotectoras como
anti-angiogénicas, junto con el hecho de que se ha encontrado polimorfismos tanto en el gen como
en su promotor asociados a DMAE y RD (lizuka et al., 2007; Tang et al., 2015), no es de extrafar que
el PEDF se haya postulado como un fuerte candidato a agente terapéutico para estas patologias, en
las cuales se juntan la neurodegeneracion debida a procesos de estrés oxidativo, inflamacion vy

apoptosis, con la aparicion de neovascularizacion patoldgica.

Se han realizado multitud de estudios investigando el uso del PEDF como agente terapéutico en
varios modelos animales de angiogénesis ocular y de neurodegeneracion, ya sea mediante directa
administracién intravitrea del péptido (Duh et al., 2002; Zhang et al., 2006), administracién tépica de
una fraccion activa de la proteina (Liu et al., 2012; Longeras et al., 2012), o mediante terapia génica
para la sobre-expresion de este factor en el ojo (Haurigot et al., 2012; Mori et al., 2001; Mori et al.,
2002). Actualmente ya existen resultados de un ensayo clinico fase | de administracién intravitrea de
un vector virico de expresién de PEDF (AdPEDF.11) en pacientes con DMAE neovascular avanzada
(Campochiaro, et al., 2006), que han reportado ausencia de efectos adversos de la terapia, asi como
ausencia de toxicidades debidas a la dosis, y ya se estan llevando a cabo ensayos en fase Il para

determinar eficacia de la terapia.

14.2. La Somatostatina

La somatostatina (SST) es un péptido que fue originalmente identificado como el factor hipotaldmico
responsable de la inhibicidon de la liberacion de hormona de crecimiento por la pituitaria anterior
Brazeau et al., 1973). Estudios posteriores han demostrado que la SST tiene un espectro mucho mas
amplio de acciones inhibitorias y que se encuentra mucho mas distribuida en el cuerpo, ddndose no
sélo en muchas regiones del sistema nervioso central, sino también en el tracto digestivo y en la

retina (Cervia et al., 2008).



La SST es sintetizada como un proteina precursora larga llamada preprosomatostatina (preproSST)
gue es procesada enzimaticamente durante su transporte hacia el exterior celular, dando lugar
finalmente a dos péptidos maduros bioactivos, derivados del extremo C-terminal de la preproSST: la
somatostaitna-14 (SST-14), de 14 aminoacidos, y la somatostatina-28 (SST-28), de 28 aminodacidos
(figura 1-11). Estos péptidos secretados realizan sus multiples funciones biolégicas a través de la
interaccion con receptores especificos de membrana que pertenecen la familia de receptores unidos
a proteina-G, con siete dominios transmembranales. Hasta la fecha se han identificado cinco
receptores de SST (SSTRs 1-5), cada uno de los cuales gobierna distintas funciones del péptido (Patel,

1999).

En la retina, las células amacrinas han sido primeramente identificadas como la fuente principal de
SST, aunque estudios recientes en ojos de donante humano han descubierto que la expresion de SST
es mayor en el EPR que en la neuroretina (Carrasco et al., 2007). En la retina también se encuentran
expresados mayoritariamente los SSTRs 1 y 2. Esta produccion simultanea de SST y sus receptores

sugiere una funcién autocrina en este tejido (Cervia et al., 2008).

La SST tiene varias funciones que contribuyen a la homeostasis de la retina, siendo las mas relevantes

la neuromodulacidn y la inhibicién de la angiogénesis.
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14.2.1. Propiedades neuromoduladoras de la SST

La SST actua como neuromodulador a través de multiples vias. Por un lado, la SST es capaz de regular
su propia liberacién a través de la activacion del SSTR1 (Thermos et al., 2006). También controla la
liberacién de dopamina a través de la union a SSTR1 o 2 en las células amacrinas. Se ha visto que la
activacion de estos receptores induce la liberacion de dopamina (Kouvidi et al., 2006), por tanto la
SST podria estar relacionada con la regulacion de la adaptacién a la luz. Por otra parte, la SST también

esta involucrada en el control de la liberacion de glutamato en las células bipolares, donde se expresa



el SSTR2 (Dal Monte et al., 2003). La activacién de este receptor provoca la inhibicion en la liberacidon
de glutamato al espacio extracelular, representando una contribucién importante a la regulacién de
la transmisidon glutaminérgica a través de la via visual retiniana vertical y también ejerciendo una
importante funciéon neuroprotectora contra la neurotoxicidad del glutamato, tipico evento de varias

enfermedades neurodegenerativas.

14.2.2. Propiedades anti-angiogénicas de la SST

La SST es un potente factor angiostatico. Se ha demostrado que la SST reduce la proliferacién
endotelial y la neovascularizacion a través del SSTR2 mediante varios mecanismos incluyendo la
inhibicion de la sefalizacion post-receptor de factores de crecimiento como el IGF-1, el VEGF, y el
PDGF (Davis, et al. 2001), asi como la propia regulacidn de la expresion de estos factores (Cervia et
al., 2012). Esta actividad anti-angiogénica, que ha sido ampliamente descrita en tejidos tumorales,
también ha sido estudiada en retina, donde se ha visto que la SST es capaz de inhibir la secrecion de

VEGF y la accidn angiogénica de éste en condiciones de hipoxia (Dal Monte et al., 2009).

14.2.3. La SST como agente terapéutico en RD y el DMAE

Varios estudios han reportado una disminucién de los niveles de SST en humor vitreo de pacientes
con RDP y edema macular diabético (Hernandez et al., 2005; Simé et al., 2007). En RD, la disminucién

en la expresion de SST se ha asociado con la neurodegeneracion de la retina (Carrasco et al., 2007).

Tomando en conjunto estos datos, con las multiples evidencias de las funciones neuroprotectoras y
anti-angiogénicas de la SST, hacen de este factor un fuerte candidato para el tratamiento de laRD y

la DMAE.

El uso de andlogos de la somatostatina ha sido testado ampliamente en varios ensayos clinicos para
el tratamiento de la RD (Boehm et al., 2007; Palii et al., 2007). Un claro ejemplo es el Octredtido, uno
de los andlogos de la somatostatina mas usados que ha demostrado que tiene un tiempo de vida mas
largo que la SST. Se han realizado diversos ensayos clinicos con este analogo, usando distintas vias de
administracién, que han reportado resultados diversos, como reduccién de las complicaciones
vasculares, reduccion en las hemorrageas intravitreas o enlentecimiento o no de la progresién de la

RD (revisado por Palii et al., 2007).

En los ultimos afos también se ha estudiado el uso de la SST en el tratamiento de las etapas mas
tempranas de la RD. El ensayo clinico EUROCONDOR, iniciado en 2012, es el primer ensayo
controlado randomizado para evaluar la seguridad y la eficacia de un tratamiento topico con SST en
colirio en pacientes con RD temprada, en un esfuerzo para determinar la eficacia de este péptido en

el tratamiento de la neurodegeneracién retiniana (Stitt et al., 2016; Frydkjaer-Olsen et al., 2016).



En contraste, la SST aun no se ha estudiado para el tratamiento de la DMAE, aunque esta patologia

también esta caracterizada por un proceso de neurodegeneracion y angiogénesis.

15.  NANOMEDICINA Y TERAPIA GENICA OCULAR

La nanomedicina (aplicacion de la nanotecnologia en el campo de la medicina para el diagnéstico, la
prevencion o el tratamiento de enfermedades) es una ciencia en auge que en los ultimos afios ha
permitido el desarrollo de multitud de sistemas nanoparticulados de diversa composicién (lipidicos,
piloméricos, metalicos, nanomateriales basados en el carbono, surfactantes no iénicos, emulsiones,
etc.) especificamente disefiados para el tratamiento de una gran variedad de patologias, con una
finalidad concreta, ya sea la liberaciéon de farmacos, el transporte de acidos nucleicos al interior de

las células u otras aplicaciones como el diagndstico de enfermedades.

En el caso del transporte de dacidos nucleicos, la nanotecnologia ofrece en el desarrollo de
nanoparticulas una alternativa importante a tener en cuenta frente a los sistemas virales

clasicamente desarrollados para terapia génica.

15.1. Terapia génica ocular

La terapia génica es una alternativa terapéutica que lleva desarrollandose ampliamente desde hace
anos, consistente en la introduccion de un gen exdgeno en las células del tejido diana para expresar
o silenciar un determinado gen que, a su vez, provoca un efecto terapéutico. Esta estrategia ofrece
unas ventajas importantes frente a las terapias farmacoldgicas, sobre todo en el tratamiento de
enfermedades degenerativas crdnicas, ya que estan especificamente dirigidas a la fuente del
problema en vez de centrarse solamente en la paliacién de los sintomas, y provocan un efecto
terapéutico mucho mds prolongado (incluso permanente en el caso de genes integrativos),

reduciendo asi la necesidad de una administracion continuada del farmaco.

El ojo es un excelente drgano diana para la aplicacion y el estudio de terapias génicas. El ojo ofrece la
posibilidad de una administracion local, hecho que puede mejorar la efectividad de la terapia y
reducir la toxicidad debido a la baja biodisponibilidad sistémica. Ademas, las mismas barreras que
hacen del ojo un érgano de dificil acceso por la via sistémica, debido principalmente a la presencia de
la barrera hemato-retiniana, también hacen que éste goce de un cierto inmunoprivilegio. Por tanto,
una administracion intraocular es dificil que provoque una respuesta inmunoldgica severa. Sumado a
estas caracteristicas, otras ventajas del trabajo en terapia ocular es la gran disponibilidad de modelos

animales para el estudio de las principales patologias degenerativas de la retina, la presencia de un



control interno (ojo contralateral) y la posibilidad de realizar estudios no invasivos de la retina y la
funcion visual mediante técnicas como la electroretinografia, fotografia de fondo de ojo, tomografia
de coherencia dptica o los tests de comportamiento optomotor, que permiten un seguimiento de los
sintomas de la patologia sin la necesidad de eutanasiar a los animales de estudio (Conely y Naash,

2010).

Como contrapunto, también existen algunas limitaciones para la aplicacién de terapia génica. La
retina es un tejido altamente especializado, compuesto por células neuronales completamente
diferenciadas en un estado post-mitdtico desde el nacimiento. Esto puede hacer que algunas
estrategias de terapia génica no sean capaces de aplicarse en estas células, debido a su incapacidad
de transfectar células post-mitoticas. Ademds, muchas degeneraciones retinianas heredadas, aunque
estan bien caracterizadas a nivel genético, no presentan un fenotipo detectable hasta edades tardias,
cuando ya se ha dado una significativa muerte celular, por tanto en estos casos no seria suficiente

con reemplazar el gen mutado.

Las patologias degenerativas de la retina se pueden clasificar en tres grupos: (1) las que son
claramente genéticas, con el gen causante aislado, (2) las que tienen un componente genético y una
contribucion significativa de factores ambientales y (3) las que no tienen componente genético o
muy poco significativo. La terapia génica puede ofrecer soluciones para los tres casos, ya sea, en el
caso de un claro componente genético, aportando una copia sana del gen mutado (sustitucion
génica), o en un caso donde no haya componente genético o éste no sea claramente identificable, la
aportacion de un gen curativo, que suele codificar por un factor neuroprotector o anti-angiogénico,
especificamente disefiado para mejorar la salud de la retina y/o frenar la progresién dela patologia.
Este tipo de genes curativos tienen la ventaja que pueden aplicarse a multitud de patologias diversas,

al contrario que los genes sustitutivos especificos de mutaciones concretas.

Cuando se plantea el disefio de una terapia génica ocular, hay que tener en cuenta varias

consideraciones.

En primer lugar, la via de administracion. Las formas mas faciles y no invasivas de administrar un
farmaco son la instilacion tépica en la superficie del ojo, o la administracidn sistémica. Estas vias, sin
embargo, tienen sus limitaciones. La administracién topica de terapia génica sdlo es efectiva si se
pretende transfectar el tejido corneal o conjuntival, pero es inefectivo si se pretende llegar al polo
posterior. La administracion sistémica, por su parte, también resulta bastante inefectiva debido a la
presencia de la barrera hemato-retiniana, junto con el hecho de que se pueden transfectar otros
organos no deseados. En este sentido, para la aplicacion de terapia génica en retina, las vias de
administracion mds adecuadas son la inyeccidon intra-vitrea y la sub-retiniana. La primera va a ser

mds conveniente si se pretende transfectar las células de la retina interna, como son las



ganglionares. Si, en cambio, las células diana son los fotorreceptores o el EPR, es preferible la

administracion sub-retiniana.

Otra consideracion a tener en cuenta es la dosificacion y la persistencia de la expresion del transgén.
Esto es de especial importancia ya que las inyecciones intra-vitreas y sub-retinianas son
procedimientos ciertamente agresivos que pueden provocar endoftalmitis y desprendimiento de
retina, por tanto la minimizacién del nimero de administraciones es de vital importancia. En este
sentido, cuanto mds dure la expresion del transgén una vez administrado, mas se reducird la
necesidad de una administracion continuada. Los factores que influencian en la estabilidad de la
expresion son, por una parte, la integracién o no del material genético en el genoma de la célula

huésped, y por otro lado, la presencia de secuencias susceptibles a silenciamiento.

Por dltimo, otro punto a considerar son las barreras para una transfeccién efectiva (figura I-12). En
este sentido, hay varios factores que pueden influenciar en la eficacia de transfeccion. El primero de
todos es la via de administracion, si escogemos la via sub-retiniana ésta suele ser bastante efectiva
para llegar a los fotorreceptores y EPR, pero sélo va a permitir el acceso en la zona de
desprendimiento de la retina y la difusion al resto de la retina va ser muy limitada, consiguiendo por
tanto solamente una transfeccidn localizada. En segundo lugar, dependiendo del vector escogido
para la transfeccion, se va a conseguir una mejor o peor penetrabilidad al interior de las células.
Muchos de los sistemas no virales permiten una entrada eficiente a las células a través de la
membrana celular, ya sea por vias de endocitosis/fagocitosis, o guiado por receptores de membrana.
Los problemas suelen aparecer en el interior celular, cuando el vector tiene que escapar del
endosoma para evitar entrar en la via endolisosomal, donde seria degradado. Este escape endosomal
es un punto clave que se ha de tener en consideracion para el disefio del vector. Si consigue superar
este paso, el material genético finalmente ha de ser transportado hasta el nucleo para permitir su
expresion, y este paso se puede solventar incluyendo péptidos de direccionamiento nuclear.
Finalmente, una vez dentro del nucleo, la capacidad de expresion del material genético viene
determinada por el disefio del plasmido, dependiendo del promotor usado, las secuencias

reguladoras, u otras caracteristicas de su secuencia (Conely y Naash, 2010).

Tomando todas estas consideraciones, un sistema ideal de terapia génica vendria definido por: (1)
una capacidad de captacion extensiva y eficiente en el tejido diana con minima liberacién ectdpica,
(2) unos niveles de expresion suficientemente altos para provocar una mejora en el fenotipo, pero
no tanto como para inducir toxicidad, (3) un inicio de la expresion rapido a partir del momento de la
administracién y una persistencia de la expresion a lo largo de toda la vida del organismo, (4) una
administracién segura y no invasiva y (5) una buena tolerabilidad sin provocar respuesta inmunitaria,

inflamacidn, toxicidad debido a integracion u otros efectos adversos.
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Figura I-12: Diagrama de algunas de las vias de entrada y expresion de los sistemas de terapia génica no viral, con
las distintas etapas que ha de superar: A) Entrada a la célula, B) Escape endosomal y viaje hasta el nucleo y C) expresion
del material genético. Se indican las modificaciones a la particula o el vector que se pueden usar para mejorar la eficiencia
de expresion. (Imagen adaptada de Zulliger et al., 2016).

Hasta la fecha, los sistemas de terapia génica mas estudiados han sido clasicamente los vectores
virales. Estos relinen varias de las caracteristicas de un sistema ideal, como son los elevados ratios de
transfeccion en los tejidos diana, el tropismo por un tipo celular y el mantenimiento estable de la
expresion a lo largo del tiempo, pero tienen varios puntos en su contra, como son la limitada
capacidad de empaquetamiento, la activacidn del sistema inmunitario, la toxicidad derivada de la
integracion en el genoma de la célula huésped y los elevados costes de produccién (Kumar-Singh,
2008). Aunque en los ultimos tiempos se ha trabajado extensivamente en la mejora vy
perfeccionamiento de estos vectores virales, el desarrollo de sistemas no virales de terapia génica se

presenta como una alternativa muy prometedora.



15.2. Terapia génica no viral

Los sistemas de transferencia génica no virales han sido un tema de extensivo estudio en los ultimos
anos, debido a las ventajas que pueden ofrecer frente a los sistemas virales. Estos sistemas tienen
como caracteristica comun el ilimitado cargo de material genético que pueden transportar, la
incapacidad de generar una respuesta inmunitaria, la seguridad debido a la no integracion en el
genoma de la célula huésped y los bajos costes de producciéon. Sin embargo, una de las principales
limitaciones de estos sistemas son los bajos ratios de transfeccion debido a su limitada capacidad de
escape endosomal y transporte del material genético hasta el nucleo de las células, asi como una
persistencia menor de la expresion del transgén en el tiempo debido a su mantenimiento episomal

(Adijanto y Naash. 2015).

Existen tres estrategias generales de transferencia génica no viral: (1) administracion de ADN
desnudo, (2) métodos fisicos de transfeccién y (3) métodos quimicos mediante sistemas

nanoparticulados.
5.2.1. ADN desnudo

La directa aplicaciéon de ADN sobre el tejido diana es una estrategia que se ha probado en terapia
génica ocular por distintos autores a través de distintas vias: tdpica, subconjuntival, intracameral,
intra-vitrea, sub-retiniana y axonal (revisado en Bloquel et al., 2006). Aunque en algunos casos ha
dado ciertos resultados transfectando el tejido directamente expuesto al ADN, es de conocimiento
comun que el ADN sin ningun sistema de transporte posee una capacidad muy limitada de

transfectar las células de mamifero.
15.2.2. Métodos fisicos

Se han desarrollado diferentes metodologias de transferencia génica mediante sistemas fisicos. Entre
ellos encontramos la biolistica o “gene gun”, consistente en el “bombardeo” de las células diana con
el material genético. Esta técnica ha sido probada en superficie ocular, en particular para
enfermedades de la cérnea, donde se ha reportado una transfeccion el 100% de las células epiteliales
sin ningun dafio detectable (Tanelian et al., 1997), pero no es factible para la transfeccién del polo

posterior del ojo.

Otra técnica es la electrotransferencia o electroporacién, consistente en la aplicacion de pulsos
eléctricos en el tejido diana para incrementar la capacidad de transfeccion de ADN desnudo. Esta
técnica ofrece las ventajas de un bajo coste, la facilidad de manipulacion y los elevados ratios de
transfeccion, ya ha sido probada con éxito en ojo, aunque requiere de una administracion previa del

material genético en el sitio de transfeccion (Matsuda et al., 2004).



La iontoforesis es otra forma de inducir la penetracién de ADN en las células a través de vias
preexistentes mediante la aplicacion de una corriente eléctrica de baja densidad. Esta técnica
incrementa los ratios de transfeccion y ha sido probada por via trans-corneal, trans-corneoescleral y
trans-palpebral para la transfeccién del polo anterior del ojo, aunque no ha sido probada nunca en el

polo posterior (Bloquel et al., 2006).

Finalmente, los ultrasonidos también se han utilizado como método fisico de transferencia génica,
alterando la permeabilidad de la membrana de las células para facilitar el paso de las moléculas de
ADN, aunque se ha visto que esta técnica puede inducir dafio celular y sélo se ha probado en cdrnea

(Sonoda et al., 2006).

15.2.3. Métodos quimicos

Un método quimico de liberacién de material genético comporta la conjugacion del ADN con una
nanoparticula (NP) o un polimero catidnico para provocar su compactacion y facilitar su transporte a
través de la membrana celular. Hasta la fecha un gran abanico de NPs de diferente composicion,
carga y efectividad se han disefado y testado su habilidad en el transporte de farmacos y material

genético a varios tipos celulares.

En cuanto a terapia génica celular, las mas relevantes testadas hasta el momento son las NPs
metadlicas (NPs de oro), las NPs basadas en lipidos (liposomas y NPs lipidicas sélidas) y las NPs
basadas en polimeros (compuestas de distintos mondmeros que pueden ser desde proteinas, como
la albumina o la gelatina, carbohidratos (polisacaridos), pequefios compuestos quimicos como el
acido poli-lactico (PLA) o el acido poli-lactico-co-glicdlico (PLGA), o polipéptidos). En la tabla 1-02 se

presenta un resumen de las principales nanoparticulas testadas en retina.

Las NP metdlicas han sido desarrolladas en las ultimas décadas como farmacos no téxicos o
nanocarriers para ADN con varias aplicaciones terapéuticas. Las mas populares en su uso en clinica
son la NP de oro, debido a su biocompatibilidad y a la facilidad de sintesis. Se ha demostrado en
varios estudios en animales que la administracion intra-vitrea o sub-retiniana de este tipo de NPs no
provoca ninguna toxicidad en retina o EPR (Bakri et al.,, 2008; Hayashi et al., 2009). Cuando son
usadas como sistema de terapia génica, las NPs de oro se suelen funcionalizar con polimeros
catidonicos como la polietilenimina (PEI) para mejorar la unidon y condensacién de ADN, y asi
protegerlo de las DNasas. También se pueden conjugar con varios ligandos, anticuerpos y péptidos
de penetracion celular para facilitar la entrada a las células y el escape endosomal. Aunque estas NPs
son una herramienta prometedora como sistema de terapia génica, a fecha de hoy aldn no han sido

probadas en la transfeccion de la retina.



Tabla I-03: Resumen de NPs utilizadas para terapia génica (Adaptada de Adijanto y Naash, 2015).

Nanoparticula Caracteristicas Células de la retina transfectadas con
éxito
NP de oro Facil sintesis N/P
Propiedades opticas para imagen
Baja citotoxicidad
Liposomas Facil preparacion EPR (Neuroporter®) (Kachi et al., 2005)

Disponibles comercialmente
Elevada citotoxicidad

NP lipidicas soélidas

Estables bajo esterilizacion por calor
Muchas opciones de customizacion

Capacidad de liberar simultineamente farmacos y

ADN

EPR in vitro (del Pozo-Rodriguez et al.,
2008)

Albumina

Elevada biocompatibilidad
Aprobado por la FDA

Facil de modificar quimicamente
Opciones de hacer NP hibridas

Retina (Mo et al., 2007)

Gelatina

Elevada biocompatibilidad
Aprobado por la FDA

Bajo coste del material

Facil de modificar quimicamente
Opciones de hacer NP hibridas

N/P

Polisacaridos

Elevada biocompatibilidad

Tendencia a formar hidrogeles viscosos
Faciles de modificar quimicamente
Opciones de hacer NP hibridas

EPR (NP de glicol-quitosanos) (Mitra et
al., 2014)

Retina interna (NP de PLGA-quitosanos)
(Park et al., 2009)

PLA/PLGA

Elevada biocompatibilidad
Formulaciones bien establecidas
Aprobado por la FDA y la EMA
Baja citotoxicidad

Opciones de hacer NP hibridas

Capacidad de liberar simultineamente farmacos y

ADN

EPR y fotorreceptores (NP de PLGA)
(Zhang et al., 2010)

Dendrimeros

Dificiles de sintetizar

Disponibles comercialmente (elevado coste)

Elevada citotoxicidad

EPR (dendrimeros de PLL-LAA) (Marano
et al., 2005)

Células ganglionares (dendrimeros de
PEI) (Liao et al., 2007)

NP polipeptidicas

Facil de sintetizar

Baja citotoxicidad

Opciones de hacer NP hibridas
Gran capacidad de customizacion

Posibilidad de direccionamiento directo al nucleo

celular

EPR, fotorreceptores y ganglionares
(CK30-PEG) (Farjo et al., 2006)

N/P: no publicado

Las NP basadas en lipidos se pueden clasificar en liposomas o NP lipidicas sdlidas. Los liposomas son

de los sistemas mas populares estudiados para transfeccion génica debido a su facilidad de uso, la

disponibilidad comercial y la eficiencia de los mecanismos de liberacion. Suelen componerse de dos

lipidos bdsicos, uno catiénico y uno neutral, que en contacto con el ADN forman nanoestructuras

multilamelares que pueden ir de los 100 a los 200 nm de didametro. Estos liposomas se adhieren a las

membranas de las células a través de interacciones electroestaticas y son endocitados. En los

endosomas, gracias a su carga positiva, se fusionan con la membrana cargada negativamente vy



liberan el ADN al citosol. Se han publicado varios estudios reportando elevadas eficiencias de
transfeccion con liposomas en EPR y células ganglionares, aunque no en fotorreceptores (Masuda et
al., 1996) y otros estudios han reportado una elevada toxicidad de este tipo de NPs en retina (Kachi
et al., 2005). Por otro lado, las NPs lipidicas sdlidas, basadas en un nucleo compuesto por lipidos
catiénicos en combinacion con lipidos neutrales, encapsulado por un surfactante biocompatible, son
nanoestructuras muy estables que han sido estudiadas en los ultimos afios como sistemas de terapia
génica. Pueden ser funcionalizadas con varias moléculas como péptidos de penetracion celular, o
ligandos de receptores de superficie celular para facilitar la captacidn celular. Existen publicaciones
gue reportan buenas eficiencias de transfeccion en cultivos in vitro de células de EPR (del Pozo-
Rodriquez et al., 2008), pero se necesitan mas estudios in vivo para confirmar su eficiencia de

transfeccion asi como la posible toxicidad en retina.

Finalmente, el tercer grupo de NPs, las NPs poliméricas, incluyen una gran variedad de tipos de
nanoestructuras formadas por mondmeros de distinto origen (proteinas, polisacaridos, dendrimeros,
etc.). Para terapia génica, el ADN puede unirse a la superficie o ser encapsulado, dependiendo del
tipo de NP. Todas las NPs basadas en polimeros, en su aplicacion como agentes terapéuticos, son
disenadas para ser biodegradables y biocompatibles, habiendo varias que ya han sido aprobadas por
la FDA (Food Drug Administration) para su uso en humanos como sistemas de liberacion de farmacos
(Duncan y Gaspar, 2011). Las NPs poliméricas también pueden ser modificadas de diferentes
maneras para incrementar su eficiencia de transfeccién. Por ejemplo, el ratio de liberacion del ADN
de la particula puede ser controlado modificando el peso molecular del polimero (a mas peso
molecular, liberacidon mas lenta). También se pueden formar NPs co-poliméricas con distintos tipos
de polimero (PLGA + PEl; quitosano + PEl,...), mejorando asi la capacidad de encapsulacion de ADN y
el escape endosomal. Ademas, se puede modificar la superficie de las NPs poliméricas para alterar su
carga y su tamafio (por ejemplo, uniendo polietilenglicol), o funcionalizarlas con anticuerpos o

ligandos para unirse a receptores de superficie.

15.3. NPs poliméricas polipeptidicas: R9-GFP-H6

Las proteinas y los péptidos pueden ser usados para la compactacion de ADN. Proteinas ya conocidas
como la albumina o la gelatina han sido testadas para terapia génica, mostrando su capacidad para
interaccionar con el material genético debido a la presencia de aminoacidos catidnicos, y se ha
demostrado que son capaces de transfectar células de distintos tejidos oculares (Mo et al., 2007;

Konat Zorzi et al., 2011).



A parte de proteinas, la compactacion de ADN en NPs también se puede conseguir con péptidos mas
pequeiios. El péptido poli-lisina es uno de los primeros que demostraron una elevada eficiencia de
transfeccion (Vitiello et al., 1996). Desde entonces, el procedimiento de compactacion y direccién del
ADN al interior de las células se ha ido refinando, mediante la adicidon de polimeros como la PEl o la
fusion de distintos péptidos funcionales, para mejorar asi la captacion de las NPs por la célula diana,

el escape endosomal y el direccionamiento del ADN al nucleo celular.

Las NPs basadas sélo en proteina son totalmente biocompatibles y permiten un disefio racional a
través de el ajuste fino de sus propiedades biofisicas y bioldgicas, como la regulacién de sus
caracteristicas arquitecténicas (por ejemplo, capacidad de auto-ensamblaje y permeabilidad de
farmacos) o su interaccion biolégica con el ambiente (reconocimiento de receptores, traspaso de la

membrana celular o direccionamiento al nucleo, entre otros).

Un claro ejemplo de este refinamiento son las NPs proteicas R9-GFP-H6 desarrolladas por Vazquez et
al. (2010). Estas estan compuestas por la fusion de dos péptidos a la proteina verde fluorescente
GFP. Por un lado, el péptido R9, compuesto por nueve argininas, esta fusionado al extremo N-
terminal de la GFP. Los péptidos de poli-arginina se ha reportado que son altamente bioactivos por
su elevado grado catidnico, pudiendo unir ADN y compactarlo, y son capaces de translocar
eficientemente la membrana celular, promoviendo la captacion celular de las moléculas asociadas
(Futaki et al., 2001). Por el otro lado, se ha incorporado el péptido de marcaje H6, consistente en 6

histidinas.
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Figura I-13: La nanoparticula R9-GFP-H6. (A) secuencias aminoacidicas de las secuancias poli-asrginina (en azul) y poli-
lisina (en rojo) fusionadas a ambos extremos de la proteina GFP. (B) Modelado molecular 3D de la proteina de fusion R9-
GFP-HB6, en forma de barril, con las dos colas poli-peptidicas en el extremo superior. (C) Modelado molecular del
ensamblaje de cinco proteinas R9-GFP-HB, formando un nanodisco. (Figura extraida de Vazquez et al., 2010).

Los autores observaron como, disueltas en tampdn, las proteinas R9-GFP-H6 sufrian un proceso de
auto-ensamblaje formando nanoparticulas con un elevado grado de organizacién interna, en forma
de nanodiscos aplanados con dimensiones alrededor de los 20 x 3 nm (figura I-13). Ademas también

obsevaron como las NPs eran capaces de penetrar las membranas celulares de células en cultivo, con



una acumulacion progresiva en el nucleo de éstas. También corroboraron la capacidad de las NPs de
unir ADN plasmidico sin provocar cambios significativos en la capa proteica y éstas fueron capaces de
provocar una expresion significativa del transgén en las células transfectadas (Vazquez, et al. 2010a y

2010b).

Estos hallazgos confirman las NPs R9-GFP-H6 proteicas como potentes candidatos para futuros

experimentos de terapia génica in vivo.

15.4. NPs polisacaridas: Quitosanos

Los quitosanos son polisacaridos solubles en agua derivados de la deacetilacidn parcial (para generar
grupos amino) de la quitina, el principal componente estructural del exoesqueleto de los crustaceosy
la pared celular de los hongos. Son polimeros lineales formados por monémeros de D-glucosamina y

N-acetil-D-glucosamina distribuidos aleatoriamente.

Los quitosanos, de disponibilidad comercial, tienen un gran numero de aplicaciones en varios
campos. Pueden ser usados en agricultura como tratamiento de sembrado y biopesticida, en campo
de la enologia pueden ser utilizados como agente de afinado, en la industria pueden ser usados como
revestimiento de sellado de pinturas de poliuretano, y mas importante, debido a su elevada
biocompatibilidad y ausencia de toxicidad en humanos, los quitosanos también son usados en

medicina como agentes coagulantes en vendajes o como agentes anti-bacterianos.

En cuanto a su posible uso en terapia génica, en los ultimos afios los quitosanos han sido fuente de
numerosos estudios. Se sabe que estos polimeros tienen la capacidad de condensar ADN cargado
negativamente formando estructuras compactas via interacciones electroestaticas (Morille et al.,
2008; Kim et al., 2007). Se ha visto que los quitosanos pueden proteger el ADN de la degradacion por
nucleasas y transfectar distintos tipos celulares (Huang et al., 2005), aunque las eficiencias de

transfeccion de las NPs quitosano-ADN son relativamente bajas (Koping-Hoggard et al., 2004).

La efectividad en la capacidad de transfeccion in vivo de las NPs de quitosano se puede mejorar de
distintas maneras. Varios autores han probado de formular NPs multipoliméricas, por ejemplo
mezclando quitosanos con acido poli-B-glutamico (Peng et al., 2009). Los complejos resultantes
mostraron un incremento en la captacion celular y una mejora en la liberacién intracelular del ADN,

resultando en unos indices de transfeccion significativamente mejores.
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Figura I-14: Quitosanos.Representacion esquematica del proceso de fabricacion de los quitosanos de bajo peso
molecular. (Imagen extraida de Agirre et al. 2014).

Otra forma de mejorar la eficacia de transfeccidén es usando quitosanos oligoméricos, es decir, de
bajo peso molecular. Estudios en cultivos celulares han reportado niveles de transfeccion
sustancialmente mejores de oligoquitosanos comparado con quitosanos poliméricos, y estos ya han
sido probados in vivo en transfeccién ocular con prometedores resultados preliminares, tanto en

cornea como en retina (Klausner et al., 2010; Klausner et al., 2012; Puras et al., 2013).
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La retinopatia diabética (RD) y la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) son dos
patologias de la retina que se caracterizan por la aparicion de neovasos invasivos en sus fases mas
avanzadas. Estos procesos de neovascularizacion se caracterizan principalmente por una pérdida del
equilibrio entre los factores pro-angiogénicos, como el VEGF, y los factores anti-angiogénicos, como
el PEDF y la SST. Los tratamientos disponibles actualmente para estas retinopatias vasoproliferativas,
basados en la administracion de anticuerpos contra el VEGF, son muy invasivos y solo son eficaces
parcialmente, por tanto el desarrollo de nuevas terapias mas efectivas es primordial. En este sentido,
la terapia génica no viral se presenta como una alternativa muy interesante debido a su capacidad de
inducir de forma segura la expresion del agente terapéutico en el tejido diana durante periodos de
tiempo muy prolongados, reduciendo la necesidad de administraciones periddicas de farmacos. El
estudio de estas terapias novedosas requiere de la obtencién de modelos celulares y animales
adecuados y bien caracterizados para poder determinar el efecto terapéutico y obtener resultados

concluyentes.

Bajo estas premisas, el objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de modelos celulares y
animales y el estudio de nuevos sistemas de terapia génica no viral para la sobre-expresion en

retina de dos agentes anti-angiogénicos, el PEDF y la SST, como tratamientos para la RD y la DMAE.

Este objetivo general se desgloso en los siguientes objetivos especificos:

1) Desarrollar modelos in vitro de angiogénesis con cultivos de células endoteliales y

determinar el efecto anti-angiogénico de los péptidos PEDF y SST.

2) Desarrollar y caracterizar dos modelos animales de RD y DMAE: el modelo de diabetes
inducida con estreptozotocina en rata y el modelo de neovascularizacidon coroidea inducida

con laser en raton.

3) Generar los vectores plasmidicos para su uso en terapia génica retiniana: vectores para la

expresion de SST y PEDF, asi como de genes reporteros.

4) Estudiar dos sistemas no virales de transferencia genética: las nanoparticulas proteicas R9-

GFP-H6 y los quitosanos 015. Evaluar su eficiencia en modelos in vitro e in vivo.
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MM1. CULTIVOS CELULARES

MM1.1. Lineas celulares, medios de cultivo y reactivos

Para la realizacién de los distintos ensayos in vitro se usaron las siguientes lineas celulares:

- ARPE-19: linea celular inmortalizada de epitelio pigmentado de retina de origen humano. Esta
linea se obtuvo por cesién del grupo del Dr. Pedraz de la Universidad del Pais Vasco. El medio de
cultivo de crecimiento es DMEM-F12 (Thermo Fisher Scientific. Waltham, MA. USA. Ref.
11320033) suplementado con 10% de suero bovino fetal, FBS (Thermo Fisher. Ref. 10270106) y
antibiéticos penicilina-streptomicina (100 U/ml — 100 ug/ml) (Thermo Fisher. Ref. 15140122). El
sub-cultivo de esta linea celular se realizaba 2 veces por semana en frascos de cultivo celular de
75 cm? de superficie (Corning. Nueva York, USA. Ref. 430641).

- HUVEC: linea primaria humana de endotelio vascular de cordén umbilical. Presenta crecimiento
por adherencia en monocapa. La linea se obtuvo a pasaje 1 de la American Type Culture
Collection (LGC Standards. Teddington, UK. Ref. PCS-100-010). El medio de cultivo usado para su
crecimiento es el medio completo de crecimiento endotelial EGM-2 (Lonza. Basel, Suiza. Ref. CC-
3162). Las células fueron mantenidas en crecimiento mediante el protocolo de sub-cultivo, y se
cred un stock a distintos pasajes para su posterior uso en los ensayos de proliferacién, migracién
y formacion tubular, donde se usaban células entre los pases 3y 6.

- BJ: linea celular de fibroblastos provenientes de piel de origen humano, obtenida de la American
Type Culture Collection (LGC Standards. Ref. CRL-2522). El medio de cultivo usado para su
crecimiento es EMEM (LGC Standards. Ref. 30-2003) suplementado con 10% de FBS y 1% de

antibidticos.

MM1.1.1. Protocolo de sub-cultivo

Se retiraba el medio de cultivo y las células eran lavadas una vez con tampdn fosfato salino (PBS) 1X
(Thermo Fisher. Ref. 70011-036). Seguidamente se afadia 3 ml de solucién tripsina-EDTA 1X (Thermo
Fisher. Ref. 15400-054) y se incubaba 5 min a 372C o hasta que todas las células estaban despegadas
de la placa. Una vez despegadas, se afiadia 6 ml de medio de cultivo completo para inactivar la
tripsina y la suspensidn celular era pasada a un tubo falcon de 15 ml. Seguidamente, la suspension se
centrifugaba 5 min a 1200 r.p.m. para precipitar todas las células, se eliminaba el sobrenadante y
éstas eran resuspendidas en medio de cultivo completo. Se realizaba recuento celular mediante
camara de Neubauer y se sembraba 0,5 — 1 milldn de células (diluciéon 1:5 — 1:10) en un frasco de

. 2
cultivo nuevo de 75 cm”.



MM1.2. Ensayo de proliferacion endotelial

Células HUVEC sub-confluentes (80%) fueron tripsinizadas y sembradas en placas de 96 pocillos a una
densidad de 5.000 células por pocillo en medio de crecimiento EGM-2. Las células se dejaron
incubando a 37°C durante 24 h. Seguidamente, el medio de cultivo fue retirado de los pocillos y
cambiado por 50 pl de EBM-2 (medio sin factores de crecimiento) suplementado con 2% FBS y se
dejaron incubando a 379C durante 24 h mas. Al dia siguiente, se afiadieron 50 ul de medio con los
correspondientes tratamientos a concentracidn 2X, de tal forma que su concentracidén final en el
pocillo fue de 25 ng/ml VEGF (Vitro SA. Madrid, Espafia. Ref. 293-ve-010) con o sin las
concentraciones de PEDF (GenScript. Piscataway, NJ, USA. Ref. Z02722-20) o SST (Bachem.
Bubendorf, Suiza. Ref. H-4955.0500) especificadas en las graficas correspondientes. Las células
fueron incubadas con los tratamientos durante 72 h y finalmente la proliferacion fue medida

mediante ensayo MTT.

MM1.2.1. Ensayo MTT

Ensayo basado en la reduccién metabdlica del sustrato bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa dando lugar a un
compuesto coloreado de color azul (formazan). La cantidad de células vivas es proporcional a la

cantidad de formazan producido.

Sobre las células HUVEC previamente incubadas con los compuestos en estudio se afiadieron 10 pl de
solucion MTT (Sigma-Aldrich Quimica. Madrid, Espafia. Ref. M5655) a 5 mg/ml a cada pocillo y se
incubo durante 4 h a 372C, permitiendo la formacién de los cristales de formazan. Seguidamente, el
medio fue aspirado y se afiadid 200 ul de DMSO (Sigma-Aldrich. Ref. 41640) a cada pocillo para la
disolucion de los cristales, dando un color lildceo. Se midié la absorbancia de las placas a 570 nm
usando un lector de microplacas. Se usaron células HUVEC sin ningln tratamiento como control
relativo de crecimiento y células HUVEC tratadas con 20% DMSO como control negativo, de muerte
celular. El efecto de los tratamientos con VEGF = PEDF o SST en la proliferacion de las HUVEC fue
calculado dividiendo la absorbancia corregida de las muestras (OD570(muestra) — OD570(control

negativo)) por la absorbancia del control relativo de crecimiento (OD570 (control crec.)):

ODg,y(muestra) — OD control negativo
Incremento de la prolif. celular (%) = s70( ) s70( g ) x100
0Ds¢(control crec.)




MM1.3. Ensayo de migracion endotelial

La migracion de células endoteliales bajo el efecto de distintos tratamientos fue determinada
mediante el ensayo in vitro de cierre de herida, descrito anteriormente por Su et al., 2003. Células
HUVEC de pase 3-6 fueron sembradas en placas de cultivo celular de 12 pocillos con medio de
crecimiento EGM-2 y se incubaron durante 24-48 h a 3729C, hasta que los cultivos llegaron al 90-100%
de confluencia. Seguidamente, el medio fue reemplazado por EBM-2 (medio sin factores de
crecimiento) suplementado con 0,5% FBS y se incubd durante 6 h. Posteriormente, las células se
trataron con 1 mM de 5-fluorouracil (Sigma-Aldrich. Ref. F6627) durante 15 min para detener la
proliferacién celular y se procedid a realizar una “herida” en el centro de los pocillos mediante el
paso de una punta de pipeta de 200 ul estéril por la superficie de los cultivos, levantando las células
en un area rectilinea, creando un carril acelular. Los pocillos fueron lavados con PBS para eliminar las
células flotantes y a continuacion se afiadi6 medio de cultivo EBM-2 con 0,5% FBS sdélo o
suplementado con 25 mg/ml VEGF a + 10 nM PEDF o 100 puM SST. Los cultivos bajo los distintos
tratamientos fueron incubados durante 16 h, tomando imagenes a tiempo inicial (0 h) y final (16 h)

bajo microscopio de contraste de fases (Leica Biosystems. Newcastle, UK) para su posterior analisis.

Se tomaron 4 fotografias de cada pocillo en las zonas de herida. El cierre de la herida debido a la
migracion celular fue cuantificado midiendo el area acelular a tiempo 0 h y 16 h y calculando el
porcentaje de drea cubierta durante el tiempo de tratamientos. Las cuantificaciones de las areas se

realizaron usando el software ImageJ (https://imagej.nih.gov).

MM1.4. Ensayo de formacion tubular

MM1.4.1. Establecimiento del co-cultivo de fibroblastos y células endoteliales

Se siguio la metodologia de Sarkanen et al. (2011). Para ello, se descongelaron fibroblastos BJ y se
cultivaron en medio EMEM suplementado con 10% FBS y 1% penicilina-streptomicina durante 3 dias.
En el tercer dia, se levantaron las células de la placa de crecimiento y se sembraron en placa de 48
pocillos a una densidad de 20.000 células por pocillo, dejandolas crecer durante 3 dias mas. Al tercer
dia, se descongelaron las células HUVEC a pase entre 3 y 6 y se cultivaron segun su protocolo, en
medio EGM-2, separadas de los fibroblastos BJ, durante 3 dias. Al sexto dia, las células HUVEC se
levantaron cuidadosamente con tripsina y se sembraron encima de los a una densidad de 4.000
células por pocillo sobre los fibroblastos que crecian en la placa de 48 pocillos. El co-cultivo se

mantuvo en medio EGM-2 para su subsiguiente uso en el ensayo de angiogénesis.



MM1.4.2. Ensayo de angiogénesis con PEDF y SST

Una vez establecido el co-cultivo de HUVEC y fibroblastos, se realizé el ensayo de formacion tubular.
Un dia después del establecimiento del co-cultivo, los medios de los pocillos fueron substituidos por
EBM-2 suplementado con distintos tratamientos: control negativo (medio sin ningun factor de
crecimiento), control positivo (medio con cdctel de factores de crecimiento VEGF:FGF-2, consistente
en 10 mg/mL VEGF y 1 mg/mL FGF-2), tratamiento con PEDF (medio con cdoctel VEGF:FGF-2 + 10 nM
PEDF) y tratamiento con SST (medio con cdctel VEGF:FGF-2 + 100 uM SST), realizando cuatro réplicas
de cada uno de ellos. Las células se mantuvieron a 372C durante 6 dias antes de realizar la
inmunotincién anti-vWf. Los medios conteniendo los distintos tratamientos fueron renovados una

vez en el tercer dia del ensayo.

MM1.4.3. Immunocitoquimica anti-vWf

Al sexto dia desde la iniciacidn de los tratamientos, las células endoteliales fueron inmunotefidas con
anti-factor de Von Willebrand (vVWF), con tal de identificar las células endoteliales y las estructuras
generadas mas facilmente. Para ello, se eliminaron los medios de cultivo y las células fueron lavadas
tres veces con PBS, fijadas con etanol 70% frio durante 20 min, permeabilizadas con 0,5% Triton-X100
(Sigma-Aldrich. Ref. X100) durante 15 min y bloqueadas para evitar tincidn inespecifica con 10% BSA
(Sigma-Aldrich. Ref. A7906) en PBS durante 30 min. Después del bloqueo, las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario anti-vWF (tabla MM-01) a 49C durante toda la noche.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS para eliminar el exceso de anticuerpo primario, y
se procedio a realizar la incubacién con el anticuerpo secundario anti-conejo biotinilado (tabla MM-
03) durante 30 min. Finalizada la incubacién, el revelado de la inmunocitoquimica se realizé
mediante el kit Novolink Polymer Detection System (Leica Biosystems. Ref. RE7140CE) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizdé seguimiento de la aparicion de color bajo el microscopio,
durante 5-10 min y cuando se considerd que la tincion era la adecuada se paré la reaccién con buffer

Tris 0,5 M.

Los resultados de la inmunotincion fueron visualizados bajo microscopio de campo claro y se
tomaron 4 fotografias representativas por pocillo (en los 4 cuadrantes) a 4 aumentos. Las imagenes
se analizaron usando el software ImageJ, mediante el cual se cuantificaron el nimero y la longitud de

los tubulos, la cantidad de conexiones entre tubulos y la cantidad de agregados (Fig MM-01).



Figura MM-01: ICQ anti-vWF en co-cultivo de
HUVEC y fibroblastos. Inmunotinciénen marrén de las
células endoteliales (HUVEC). Se aprecia |la
disposicion ordenada de estas en forma de estructuras
tubulares. Con flechas se marcan la identificaciénde los
tubulos, las conexiones entre tibulos y los agregados.

MM1.5. Ensayos de transfeccion

MM1.5.1. Transfeccion con X-Treme

Para los ensayos de transfeccién se usaron células de la linea de epitelio pigmentado de retina ARPE-
19. Segun fuera para inmunofluorescencia o para otras aplicaciones (citometria, extraccién de RNA),
las células fueron sembradas en placas de 12 pocillos con o sin cubreobjetos respectivamente. Se
sembraron 100.000 células por pocillo en medio DMEM-F12 suplementados con 10% FBS y 1%
penicilina-estreptomicina, y se dejaron creciendo durante 24 h. Al dia siguiente se prepararon las
mezclas de transfeccién usando el reactivo X-treme (X-tremeGENE HP ADN Transfection Reagent.
Roche Life Science. Sant Cugat del Vallés, Espafia. Ref. 06366244001), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se mezclaron 2 pl de X-treme con 1 pg de plasmido en un volumen de 100 pl de medio
OptiMEM (Thermo Fisher. Ref. 11058021) y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente
para permitir la formacién de los complejos. Pasado el tiempo de incubacidn, las distintas mezclas de
transfeccion se afadieron a las células en el medio de cultivo de crecimiento, y se dejaron incubando

a 37°C durante 24-48 h hasta el momento del analisis.

Las células transfectadas con el plasmido expresando el gen tdTomato fueron observadas bajo

microscopio de fluorescencia para detectar la presencia de células fluorescentes rojas.

MM1.5.2. Inmunocitoquimica

Todos los anticuerpos usados se especifican en la tabla MM-01. Después de 48 h tras la transfeccidn,
las células sembradas sobre cubreobjetos fueron lavadas 2 veces con PBS vy fijadas con 3% PFAy 2%
sucrosa en PBS durante 15 min a temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados con PBS y un lavado

con 20 mM glicina en PBS (PBS-glicina) seguido de la permeabilizacién con 0,1% Tritdn-X100 y 20 mM



glicina en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Seguidemante se realizaron 2 lavados con
PBS-Glicina y se realizé blogueo con 0,5% BSA en PBS-Glicina durante 60 min a temperatura
ambiente. A continuacidn se realizé la incubacién con los anticuerpos primarios diluidos en 0,5% BSA
en PBS-Glicina: se usé el anticuerpo H-125 para detectar PEDF en las células transfectadas con
mc.PEDF, mc.VMD2-PEDF-SMAR o células control y el anticuerpo H11 para detectar SST en las células
transfectadas con mc.SST, mc.VMD2-SST-SMAR o células control (Tabla MM-01). Se incubaron
durante 60 min a temperatura ambiente, seguido de tres lavados de 5 min con PBS-glicina y
incubacion con los anticuerpos secundarios A21069 y A11004 respectaivamente durante 30 min a
temperatura ambiente, en oscuridad. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS-glicina y
los cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos con medio de montaje + DAPI (Fluoroshield™.
Sigma-Aldrich. Ref. F6182-20ML) para teiiir los nucleos celulares. Las preparaciones fueron
observadas y fotografiadas bajo microscopio de fluorescencia (OlympusBX61. Olympus Life and

Material Science Europa. Hamburg, Germany).

Tabla MM-01: Listado de anticuerpos usados en todos los protocolos.

Anticuerpo Huésped Naturaleza  Apliacion Dilucion Referencia
Primarios
vWi células endoteliales conejo policlonal ICQ 1/1000 Sigma-Aldrich.
F3520
PEDF (H-125) PEDF conejo policlonal IF 1/500 Santa Cruz. sc-
25594
SST (H11) SST ratén monoclonal  IF 1/500 Santa Cruz. sc-
74556
GFAP células ganglionares conejo policlonal IF 1/1000 Abcam. ab7260
activadas
201 uniones estrechas en conejo policlonal IF 1/1000 Abcam. ab59720
EPR
RPE-65 (3D9) EPR raton monoclonal  IF 1/1000 Santa Cruz. sc-
73616
VEGF VEGF conejo policlonal IF 1/500 Millipore. 07-1376
Col.lV colageno IV en células  conejo policlonal IF 1/500 Abcam. ab6586
endoteliales
GFP GFP conejo policlonal IF 1/500 Abcam. ab290
Secundarios
alibig da conelo- cerdo icQ 155000  Dako. P0217
anti-lgG de raton- Life Technol.
Alexa Fluor 568 cabra IF 11000 A41004
anti-lgG de conejo- Life Technol.
Alexa Fluor 568 cabra F 171000 x21069
anti-lgG de raton- Life Technol.
Alexa Fluor 488 cabra F 171000 At102
anti-lgG de conejo- cabra I 1/1000 Life Technol.

Alexa Fluor 488 A11008




MM1.5.3. Citometria de Flujo

A las 48 h post-transfeccion, los cultivos transfectados con mc.tdTomato, mc.VMD2-tdTomato-SMAR
o controles fueron lavados una vez con PBS y las células fueron levantadas con tripsina, recogidas,
centrifugadas durante 5 min a 1.200 r.p.m. y resuspendidas en 500 ul de PBS. Seguidamente, las
suspensiones celulares fueron analizadas mediante citometria de flujo con el equipo BD
LSRFortessa™ X-20 (BD Biosciences. San Jose, CA. USA) cuantificando el nimero de células positivas

por tdTomato usando los parametros E YG-A vs. FSC-A en una poblacién de 10.000 eventos.

MM1.5.4. Extraccién de RNAy gqPCR

Células transfectadas con mc.PEDF, mc.VMD2-PEDF-SMAR, mc.SST, mc.VMD2-SST-SMAR o controles
fueron lavadas una vez con PBS, se les afadié 200 ul de reactivo Trizol (Sigma-Aldrich, Ref. T9424)
por pocillo y fueron recogidas mediante scrapper en tubos de 1,5 ml. Seguidamente se siguieron las
instrucciones del fabricante para la extraccion y purificacién del RNA: las células recogidas en Trizol
fueron incubadas durante 5 min a temperatura ambiente, se les adiciond 40 ul de cloroformo
seguido de una incubacién de 3 min a temperatura ambiente y se centrifugaron durante 15 min a
maxima velocidad a 42C para la separacién de fases. Pasada la centrifugacién se recuperé la fase
acuosa de las muestras, donde se encuentra el RNA diluido, y se afiadieron 40 pl de isopropanol para
inducir la precipitacién de éste. Se incubd durante 10 min a temperatura ambiente, seguido de
centrifugacion durante 10 min a maxima velocidad, obteniendo pellets de RNA que fueron
finalmente lavados con 200 pl de etanol 70%, vueltos a centrifugar y resuspendidos en 20 pl de agua
libre de RNasas. Las muestras de RNA purificado fueron cuantificados usando el equipo NanoDrop
2000 (Thermo-Fisher), y la calidad de las muestras fue comprobada mediante electroforesis de 500

ng de muestra en gel de agarosa al 1%.

El RNA fue pasado a cDNA usando un kit de retrotranscripcion (Applied Biosystems. Foster City, CA,
USA. Ref. 4368813) con oligonucledtidos oligo-dT y se comprobd mediante PCR a tiempo final en el
termociclador (T100 Thermal Cycler®, Bio Rad) usando oligonucledtidos especificos del gen

housekeeping GAPDH (Tabla MM-02 oligonucleétidos 1-2).

Finalmente, los niveles de expresion de PEDF o SST en las distintas muestras fueron cuantificados
mediante PCR a tiempo real usando un kit de SybrGreen (Roche Diagnostics. Ref. 4707516001) y

oligonucledtidos especificos de los dos genes (Tabla MM-02 oligos 3-6).



MM2. GENERACION DE LOS VECTORES DE EXPRESION DE PEDF, SST Y
tdTOMATO

MM2.1. Materiales y reactivos
Todos los plasmidos usados en los procesos de clonacidn se especifican en la tabla MM-03.

Las bacterias DH5a competentes eran de origen comercial (Thermo Fisher. Ref. 18265017). El medio
LB (Ref. L1900), el medio LB-Agar (Ref. L3027), la ampicilina (Ref. A9393), la kanamicina (Ref. B5264),
el medio Terrific Broth, TB (Ref. T9179) y la L-arabinosa (Ref. 1.01492.0100) se adquirieron de Sigma-
Aldrich.

MM2.2. Clonacién direccionada de los genes PEDF, SST y tdTomato en el vector pMC.BESPX

Los cDNAs del PEDF y la SST fueron extraidos de los plasmidos pDNR-Dual-PEDF y pDONR-SST
respectivamente mediante PCR direccional con oliglonucleétidos especificos de los extremos N- y C-
Terminal (Tabla MM-02 oligos 7-8 y 9-10 respectivamente), usando una polimerasa Taqg de alta
fidelidad (Roche Diagnostics. Ref. 12140314001). Los productos de PCR fueron insertados en
plasmidos pcDNA3.1/V5-His-TOPO siguiendo las instrucciones del fabricante. Se mezclaron 1 ul de
producto de PCR con 1 ul de plasmido linearizado en un volumen total de 6 pl, en presencia de 1,2 M
NaCl y 0,06 M MgCl,. La mezcla se dejé incubar durante 30 min a temperatura ambiente vy
seguidamente se procedié a la transformacién en células E. coli DH5a competentes mediante choque
térmico. Se mezclé todo el volumen de reaccién con 100 pl de bacterias y se dejaron incubando 30
min en hielo, seguido de una incubacion de 30 s a 422C para la internalizacion de los plasmidos. Acto
seguido se volvieron a colocar en hielo durante 2 min y finalmente se afiadieron 250 pl de medio LBy
se incubd en agitacidon durante una h a 372C previo a la siembra en placas de LB-Agar + Ampicilina. Al
dia siguiente, se seleccionaron varios clones de cada reaccion, se dejaron crecer durante 24 h mas en
medio LB + Ampicilina y fueron purificados mediante kit Miniprep (Qiagen. Werfen Espafia.
L'Hospitalet de Llobregat, Espafia. Ref. 27106). Los clones positivos fueron seleccionados por
digestidon con la enzima de restriccion Ncol (New England Biolabs. Ipswich, MA, USA. Ref. R0193S) y
analisis de patron de bandas. Un total de 500 ng de plasmido se mezclaron con 0,5 pul de enzima en el
tampodn correspondiente y se incubd durante 2 h a 372C. Los productos de digestion fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa con SyberSafe (Life Technologies, Ref. $33102).
Finalmente, las secuencias se comprobaron mediante secuencacién automatica (Macrogen Europe,

Amsterdam, Holanda).

Una vez obtenidos los plasmidos pcDNA3.1-PEDF y pcDNA3.1-SST, se procedid al paso del casete de
expresion al plasmido pMC.BESPX. Para esto, primero se requirid de incluir las dianas de restriccion

EcoRl y Sall, a N- y C-terminal respectivamente. Para ello se disefiaron oligonucledtidos especificos de



los extremos de las secuencias [CMV-PEDF-BGHpA], [CMV-SST-BGHpA] y [CMV-tdTomato-BGHpA]
(Tabla MM-02, oligos 11 y 12) y se amplificaron los tres fragmentos por PCR con polimerasa Taqg de
alta fidelidad a partir de los plasmidos pcDNA3.1-PEDF, pcDNA3.1-SST y pcDNA3.1-tdToamto (este
ultimo cedido del grupo de la Dra. Abasolo del VHIR), clondndolos seguidamente en plasmidos
pCR2.1-TOPO (tabla MM-03) por ligacidon directa, siguiendo el mismo protocolo que para el plasmido
pcDNA3.1. Los clones fueron igualmente purificados con kit Miniprep y analizados mediante
digestiéon con enzima de restriccion y analisis de patron de bandas, obteniendo finalmente los

vectores pCRII-[CMV-PEDF-BGHpA], pCRII-[CMV-SST-BGHpA] y pCRII-[CMV-tdTomato-BGHpA].

A continuacion, se pasaron los casetes de expresion al plasmido pMC.BESPX usando un protocolo de
clonacién por digestion-ligacion. Tanto los plasmidos pCRIl de origen, como el plasmido de destino
pMC.BESPX fueron mezclados con 1 ul de las enzimas de restriccion EcoRl y Sall y se incubaron
durante 8 h a 372C. Seguidamente, los productos de las digestiones fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa para separar los distintos fragmentos y se aislaron las bandas correspondientes a
los insertos [CMV-PEDF-BGHpA], [CMV-SST-BGHpA] y [CMV-tdTomato-BGHpA], asi como la banda
correspondiente a el vector pMC.BESPX linearizado. Los fragmentos de ADN fueron purificados
mediante kit de purificacion (Promega Biotech Ibérica. Madrid, Spain. Ref. A9282) siguiendo el
protocolo comercial. Una vez purificados, se procedio a realizar las ligaciones del inserto [CMV-PEDF-
BGHpA] con el vector pMC.BESPX, el inserto [CMV-SST-BGHpA] con el vector pMC.BESPX y el inserto
[CMV-tdTomato-BGHpA] con el vector pMC.BESPX. se mezclaron 90 femtomoles de inserto con 30
femtomoles de plasmido, junto con la ligasa (Life Technologies. Ref. 15224-041) en un volumen final
de 10 pl y en el tampdn correspondiente y se dejd incubando durante 16 h a temperatura ambiente.
Finalmente, el resultado de las ligaciones fue transformado en células de E. coli DH5a competentes
mediante el mismo protocolo de choche térmico y se sembraron en placas de LB-Agar con
Kanamicina. Los clones obtenidos fueron igualmente analizados mediante cultivo, purificacion por
Miniprep y analisis de patron de bandas, obteniendo asi finalmente los plasmidos pMC.PEDF,

pMC.SST y pMC.tdTomato.



MM2.3. Introduccion del promotor VMD-2 y la secuencia SIMAR en los plasmidos pMC.PEDF,
pMC.SST y pMC.tdTomato

MM2.3.1. Extraccién de ADN gendmico de ARPE-19

Las células en cultivo fueron lavadas y se afiadié 0,75 — 1 ml de DNAzol (Thermo Fisher. Ref. 10503-
027) por cada 10 cm’ de superficie de cultivo. El homogenizado obtenido fue pasado a tubo
eppendorf limpio y se centrifugd durante 10 min a 10.000 g y 49C. Se recuperd el sobrenadante
viscoso y fue traspasado a un tubo limpio, donde se afiadieron 0,5 pl de etanol absoluto por ml de
DNAzol, provocando la precipitacién del ADN en forma de fléculos blanquecinos. EIl ADN precipitado
fue recuperado, traspasada a un tubo limpio con la ayuda de una pipeta y se lavé dos veces con 1 mL
de etanol 75%. Finalmente, el ADN fue sedimentado mediante centrifugacién a 1.000 g durante 1-2
min a 42C, se elimind los restos de etanol y se solubilizd en 8 mM NaOH, pipeteando despacio, y
ajustando el pH con 0,1 M HEPES para facilitar la solubilizacién. El producto obtenido fue

cuantificado mediante el equipo NanoDrop 2000c (Thermo Fisher).

MM?2.3.2. Clonacidn direccionada de las secuencias VMD-2 y SMAR

La secuencia del promotor VMD-2 humano (figura MM-02) fue amplificada por PCR con polimerasa
Taqg de alta fidelidad usando oligonucledtidos especificos de la secuencia -585+38 (tabla MM-02,
oligos 13 y 14) y como molde el ADN gendémico extraido de células ARPE-19. La secuencia S/MAR fue
amplificada igualmente por PCR (tabla MM-02, oligos 15 y 16) a partir del plasmido pEPl.eGFP (tabla
MM-03). Los productos de PCR fueron clonados en plasmidos pCR2.1-TOPO (tabla MM-03) mediante
el mismo protocolo comercial explicado anteriormente, obteniendo los vectores pCR2.1-VMD?2 vy
pCR2.1-SMAR. Finalmente, estas dos secuencias fueron introducidas en los plasmidos pMC.PEDF,

pMC.SST y pMC.tdTomato mediante dos pasos de digestion/ligacion.

En un primer paso, el vector pCR2.1-VMD2 vy los plasmidos de destino fueron digeridos con las
enzimas Hindlll y EcoRV en el caso del PEDF, BamHI en el caso de la SST y Bglll con BamHI en el caso
de tdTomato, obteniendo por un lado el fragmento VMD-2 aislado con los correspondientes
extremos cohesivos en cada caso, y por otro lado los vectores de destino linearizados, sin el
promotor CMV, también con los extremos cohesivos correspondientes. Los distintos productos de
digestion fueron aislados mediante electroforesis en gel de agarosa y purificados con un kit
especifico (Promega) a partir de gel de agarosa. Finalmente, se procedid a realizar las ligaciones
pMC.PEDF + VMD2, pMC.SST + VMD2 y pMC.tdTomato + VMD?2, introduciendo los fragmentos del
promotor en N-terminal de las secuencias de los genes PEDF, SST y tdTomato. Los productos de

ligacion fueron transformados en E. coli DH5a competentes por choche térmico y los clones



obtenidos se analizaron por digestion y secuenciacion automatica, obteniendo finalmente los

vectores pMC.VMD2-PEDF, pMC-VMD2-SST y pMC.VMD2-tdTomato.
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Figura MM-2: region 5'-
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humano. En verde esta
marcada la secuencia
amplificada para su clonacién en
los vectores de expresién. El
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como +1. Imagen tomada de
Esumi, et al., 2004.

En un segundo paso de clonacion se procedié a introducir la secuencia S/MAR en los vectores

obtenidos, concretamente entre la secuencia del gen y la secuencia de poli-adenilaciéon. El proceso

de digestidn-ligacidn fue idéntico al anterior, usando en este caso la enzima de restricciéon BstBI para

la extracciéon de la secuencia S/MAR del plasmido pCR2.1-SMAR vy la linearizacion de los vectores de

destino en el sitio deseado. Finalmente se ligaron los fragmentos SMAR + pMC.VMD2-PEDF, SMAR +

pMC.VMD2-SST y SMAR + pMC.VMD2-tdTomato, se transformaron en E. coli y se analizaron los

clones resultantes, obteniendo asi los vectores definitivos pMC.VMD2-PEDF-SMAR, pMC-VMD2-SST-

SMAR y pMC-VMD2-tdTomato-SMAR. Estos plasmidos fueron comprobados por secuenciacion y se

generd un stock a alta concentracién mediante cultivos de 400 ml de bacterias transformadas y

extraccién mediante kit Maxiprep (Qiagen. Ref. 12163).



Tabla MM-02: Oligonucleétidos usados en los distintos protocolos.

#  Nombre del oligo Secuencia (5> 3’) Descripcion

1 HS-GAPDH-RTPCR-Fw TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC Andlisis expresion gen GAPDH
2 HS-GAPDH-RTPCR-Rev ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC humano mediante gPCR

3 HS-PEDF-RTPCR-Fw AACGTGCTCCTGTCTCCTCT Analisis expresion gen PEDF
4  HS-PEDF-RTPCR-Rev GGGCTGCTGATCAAGTCATA humano mediante gPCR

5  HS-SST-RTPCR-Fw AGCAGGATGAAATGAGGCTT Andlisis expresion gen SST

6  HS-SST-RTPCR-Rev ATTCTTGCAGCCAGCTTTG humano mediante gPCR

7  PEDF-Cloning-Fw CATGCAGGCCCTGGTGCTACT Amplificacion cDNA PEDF

8  PEDF-Cloning-Rev GTCGACCTAGGGGCCCCTGGGGTC humano

9  SST-Cloning-Fw ATGCTGTCCTGCCGCCT Amplificacion cDNA SST

10  SST-Cloning-Rev CTAACAGGATGTGAAAGTCTTCC humano

Amplificacién secuencias [CMV-
gen-BGHpA] introduciendo
dianas EcoRl y Sall en los
extremos

11 pcDNA-tO-pMC cloning-Fw ~ ATGTCATGAATTCCGATGTACGGGCCAGATATAC

12 pcDNA-tO-pMC cloning-Rev.  TACAAGTGTCGACATCCCCAGCATGCCTG

13 VMD2-Fw AATTCTGTCATTTTACTAGGGTGATG Amplificacion secuencia
14 VMD2-Rev GGATCCGGTCTGGCGACTAGGCTGGT promotor VMD-2 (-585+38)
15  SMAR-Fw AGTTCGAACCTAGGTCTAGATCTAAATAAACTTATAAATTGT

GAGAG Amplificacién secuencia SIMAR
16 SMAR-Rev ATCAAATTCGAATCTAGATCCGGTGGATCCCGGGCCC
17  Rat_TNFa_Fw ACACCATGAGCACGGAAAGC Andlisis expresion gen TNFa de
18 Rat_TNFa_Rev CCGCCACGAGCAGGAA rata mediante gPCR
19 Rat/Mouse_GFAP_Fw CGCTGGAGGAGGAGATCCA Analisis expresion gen GFAP de
20 Rat/Mouse_GFAP_Rev ACATCCATCTCCACGTGGACC rata y raton mediante gPCR
21  Rat_VCAM1_Fw ATCTTCGGAGCCTCAACGG Analisis expresion gen VCAM-1
22 Rat_VCAM1_Rev CCAATCTGAGCGAGCGTTT de rata mediante gPCR
23 Rat_ICAM1_Fw CGGGTTTGGGCTTCTCC Andlisis expresion gen ICAM-1
24 Rat_ICAM1_Rev GCCACTGCTCGTCCACATAG de rata mediante gPCR
25 Rat_VEGF_Fw GCGGGCTGCTGCAATG Analisis expresion gen VEGF de
26 Rat VEGF_Rev TGCAACGCGAGTCTGTGTTT rata mediante gPCR
27 Rat_PEDF_RTPCR_Fw AACATTCTGCTGTCTCCTCT Analisis expresion gen PEDF de
28 Rat_PEDF_RTPCR_Rev GATTGTTGATCAAGTCGTAG rata mediante gPCR
29 Rat_SST_RTPCR_Fw AGCAGGACGAGATGAGGCTG Analisis expresion gen SST de
30 Rat_SST_RTPCR_Rev GTTCTTGCAGCCAGCTTTG rata mediante gPCR
31  Mouse B2M_Fw GTCTTTCTGGTGCTTGTCTCAC Analisis expresion gen B2M de
32 Mouse_B2M_Rev CGTAGCAGTTCAGTATGTTCGG raton mediante gPCR
33 Mouse_MCP1_Fw AATGGGTCCAGAAGTACATTAGAAA Analisis expresion gen MCP-1
34  Mouse_MCP1_Rev GGTGCTGAAGTCCTTAGGGTTG de raton mediante gPCR
35 Mouse_TNFa_F ATTCGAGTGACAAGCCTGTAG Analisis expresion gen TNFa de
36 Mouse_TNFa_R GGTTGTCTTTGAGATCCATGC raton mediante gPCR
37 Mouse_ICAM-1_Fw CGCTACCATCACCGTGTATTC Analisis expresion gen ICAM-1
38 Mouse_ICAM-1_Rev GTGAGGTCCTTGCCTACTTG de raton mediante gPCR
39 Mouse_PIGF_Fw AGCGACAAGGAACAGAACG Analisis expresion gen PIGF de
40 Mouse_PIGF_Rev AACTAATCTCCACACCAGCAC raton mediante gPCR
41 Mouse_VEGF165_Fw ACAGAACAAAGCCAGAAAATCAC Analisis expresion gen VEGF-
42 Mouse_VEGF165_Rev TCGCCTTGCAACGCGAGTC 165 de raton mediante gPCR
43  Mouse_VEGF120_Fw ACTGGACCCTGGCTTTACTG Analisis expresion gen VEGF-
44  Mouse_VEGF120_Rev TCTGCTCTCCTTCTGTCGTG 120 de raton mediante gPCR




MM2.4. Generacion de los minicirculos

MM2.4.1. Generacién de bacterias ZYCY10P3S2T electrocompetentes

Las bacterias ZYCY10P3S2T se obtuvieron por cesion del laboratorio del Dr. Chen (Department of
Pediatrics and Department of Genetics, Stanford University School of Medicine, Stanford, CA). Se
realizé una estria en una placa de LB-Agar sin antibidtico partiendo de un glicerinado de bacterias y
se dejé crecer durante una noche para la obtencidon de colonias. Se selecciond una colonia, se
inocularon 80 ml de medio 2LB y se dejé incubando en agitacién durante 24 h a 37°C. Al dia
siguiente, se uso el cultivo para inocular 800 ml de LB y se incubd a 372C en agitacion, midiendo la
densidad dptica a 600 nm (DOgg) cada h hasta que ésta estuvo a 0,8. En este punto, el cultivo se
paso a hielo para parar el crecimiento y se procedid a precipitar las bacterias por centrifugacion a
4000 r.p.m. durante 5 min. Se elimind el medio de cultivo y se resuspendié en 40 ml de agua estéril
fria. Se repitid el proceso de centrifugacidon y resuspension dos veces mds y finalmente se
resuspendio en 4 ml de solucidn al 10% de glicerol estéril. Esta suspension altamente concentrada de
bacterias fue alicuotada en criotubos con 100 ul cada uno y se congelaron a -802C, creando un banco

de bacterias ZYCY10P3S2T electrocompetentes.

MM2.4.2. Generacién de los minicirculos

Los plasmidos precursores de minicirculos (pMC.PEDF, pMC.SST, pMC.tdTomato, pMC.VMD2-PEDF-
SMAR, pMC.VMD2-SST-SMAR y pMC-VMD2-tdTomato-SMAR) fueron transformados en bacterias E.
coli de la cepa ZYCY10P3S2T electrocompetentes mediante electroporacion. Se mezclaron 1 ul de
plasmido, obtenido por Maxiprep, con 100 pul de suspensién de bacterias, se introdujeron en una
cubeta de electroporacion (Bio-Rad. Ref. 1652083) y se sometieron a un pulso eléctrico de 25 uDF,
200Q y 1,8 kV. Inmediatamente después se afadid 1 ml de medio LB a temperatura ambiente y se
recuperaron las células electroporadas en un tubo eppendorf limpio, dejandolas 1 h en agitacion a
379C. Finalmente, se sembraron en placas de LB-Agar con kanamicina para seleccionar aquellas que

hubieran incorporado los plasmidos.

Una vez seleccionadas las colonias de E. coli ZYCY10P3S2T con los distintos plasmidos incorporados,
se inocularon con éstas tubos con 5 ml de LB con kanamicina y se dejaron crecer durante una noche
a 372C en agitacidn. Al dia siguiente, los cultivos fueron utilizados para inocular frascos con 200 ml de
medio TB con kanamicina y se dejaron incubando durante una noche mas a 372C en agitacién. Los
cultivos y se mantuvieron en crecimiento hasta que la DOggy ésta estuvo entre 4 y 5. Una vez
obtenida la densidad deseada, se comprobd que el pH estuviera alrededor de 6,5, corrigiéndolo en

los casos en que fuera necesario. Los cultivos a DO600 4-5 y pH 6,5 se mezclaron con 200 ml de



mezcla de induccidn, compuesta por 190 ml de LB, 8 ml de NaOH 1N y 1 ml de L-arabinosa 20%. Las
mezclas, de un volumen total de 400 ml, fueron incubadas durante un minimo de 5 h a 322C en
agitacion y finalmente se procedid a la purificacion de los plasmidos resultantes mediante kit
Maxiprep. Los plasmidos, productos de la inducciéon de la generacidn de minicirculos, fueron
analizados mediante digestion con EcoRV (New England Biolabs. Ref. R0195S) y electroforesis en gel

de agarosa para visualizar las bandas correspondientes a los distintos vectores linearizados.

Tabla MM-03: Lista de plasmidos usados en los experimentos de clonacion.

Nombre del plasmido Caracteristicas Origen

pDONR201-SST cDNA de la SST humana proveniente de tejido de placentay ~ Harvard Medical School
cerebro, insertado entre 2 att’s.

pDNR-Dual-PEDF cDNA del PEDF humano clonado en MCS Harvard Medical School

pCR™2.1-TOPQ® Plasmido para sub-clonacion por insercién directa de Life Technologies, ref. K4500-01

productos de PCR amplificados por polimerasa Taq

pcDNA3.1/V5-His-TOPO® Plasmido para sub-clonacion por insercién directa de Life Technologies, ref. K4800-01
productos de PCR amplificados por polimerasa Tagq, en
medio del casette de expresion en eucariotas (promotor CMV
y secuencia de ploi-adenimalcion de BGH)

pcDNA3.1-tdTomato Gen tdTomato intertado en el MCS del plasmido pcDNA3.1 Cesion del grupo de la Dra. Ibane
(+/-) (Life Technologies, ref. V790-20), de expresion en Abasolo (CIBBIM-Nnanomedicina,
eucariotas bajo promotor CMV VHIR, Barcelona)

pMC.BESPX Plasmido disefiado para la generacion de minicirculos, con Cesion del grupo del Dr. Chen
MCS flanqueado por secuencias de recombinacion att y 32 (Stanford University school of
dianas por iScel. Medicine).

pEPIl-eGFP Plasmido de expresionen eucariotas de gen eGFP bajo Cesion del grupo del Dr. Lipps (Centre
promotor CMV y seguido de secuencia S/IMAR for Biomedical Education and

Research, University of
Witten/Herdecke, Germany)

MM3. EXPERIMENTOS CON ANIMALES: TECNICAS IN VIVO

MM3.1. Animales usados en los procesos experimentales

Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacién
Animal (CEEA) del Hospital Valle de Hebrén de Barcelona. Para la generacion del modelo de
retinopatia diabética no proliferativa se usaron ratas wild-type de la cepa Long Evans, procedentes de
Janvier Labs. (Le Genest-Saint-Isle, Francia). Para la generacién del modelo de neovascularizacion
coroidea se usaron ratones wild-type de la cepa C57BL/6N, procedentes de Charles River (Charles
River Laboratories International, Inc.). Para los experimentos de inyeccidn sub-retiniana vy
transfeccion in vivo se usaron ratas wild-type Long Evans y ratones wild-type C57BL/6J. Todos los
animales en todos los procesos experimentales se mantuvieron en ciclos de 12 h de luz / 12 h de

oscuridad, con subministro de comida y agua ad libitum.



MM3.2. Generacion del modelo de diabetes inducido con esptreptozotocina (STZ) en rata

Para el modelo de diabetes inducida se usaron ratas de la cepa Long Evans machos de entre 200 y
250 g de peso corporal. La hiperglicemia fue inducida mediante una Unica inyeccién intraperitoneal
de estreptozotocina (STZ, 65 mg/kg; Sigma-Aldrich. Ref. S0130) disuelto en tampdn citrato 0,1 M (pH
4.0); las ratas control fueron inyectadas con vehiculo (PBS) solo. La diabetes fue definida como dos
lecturas sucesivas de niveles de glucosa en sangre mas altos que 250 mg/dL, que ocurrié a los 2-3
dias después de la administracion de STZ. El peso corporal y los niveles de glucosa en sangre se

monitorizaron una vez a la semana.

El disefio experimental se detalla en la figura MM-03. Se realiz6 un primer experimento con 10
animales por grupo, que fueron utilizados para las pruebas de funcién visual in vivo
(electroretinografia y angiografia fluoresceinica), realizando analisis pre-induccién y mensualmente

hasta los 3 meses post-induccion.

En un segundo experimento se usaron 18 ratas control y 18 ratas diabéticas, que fueron
eutanasiadas para las pruebas post-mortem a 1, 2 y 3 meses post-induccioén, asignando 6 animales
por grupo. En cada punto temporal, los ojos de los animales eutanasiados fueron usados para

histologia (ojo derecho) y para extraccién de RNA (ojo izquierdo).
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Figura MM-03: Disefio experimental de los procedimientos de generacion y caracterizacién del modelo de RD en rata
inducido con STZ. CTL, control, OD, ojo derecho; Ol, ojo izquierdo.



MM3.3. Generacion del modelo de neovascularizacion coroidea en raton mediante

fotocoagulacion con laser

Para la generacion del modelo de neovascularizacion coroidea (NVC) se usaron ratones de la cepa
C57BL/6N machos de entre 9 y 10 semanas de edad. Los animales fueron anestesiados con una
mezcla de 2% isofluorano (Aerrane®. Laboratorios Baxter, Victoria, Australia)/1% O,, primero en caja
de induccion y posteriormente se mantuvieron con una mascarilla (World Precision Instruments, ref.
OC-ALLFM-KIT) acoplada al equipo de subministro de anestesia inhalatoria. Las pupilas fueron
dilatadas con una gota de tropicamida (Colorcusi Tropicamida® 10 mg/ml. Laboratorios Alcon Cusi. El
Masnou, Espafa) administrada en la superficie ocular. Una vez dilatadas las pupilas, los animales
fueron colocados en la plataforma del equipo Micronlll (Laboratorios Phoenix Research. Pleasanton,
USA), encima de una almohadilla térmica para mantener su temperatura corporal durante el

procedimiento.
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Figura MM-04: Disefio experimental de los procedimientos de generacion y caracterizacion del modelo de NVC inducida

con laser en raton. OCT, tomografia de coherencia Optica; AF, angiografia fluoresceinica; ERGH, electroretinograma focal.

La fotocoagulacidon con laser fue realizada usando el sistema de laser guiado por imagen, acoplado a
la camara del equipo Micronlll. El ojo del animal fue hidratado con metilcelulosa (Methocel® 2%.
OmniVision, Neuhausen, Alemania) y puesto en contacto con la lente del equipo para la visualizacion
del fondo del ojo y la colocacién del spot del laser en el lugar deseado. Se realizaron 4 o 7 lesiones
(dependiendo del experimento) a la misma distancia del nervio éptico en retina central, con laser de

Argdn de 532 nm de longitud de onda y un didametro fijo de 50 micras, realizando pulsos de 100 ms



de duracidon a una potencia de 250 mW. Una vez realizadas las lesiones con ldser se tomaron
fotografias de fondo de ojo y los animales fueron retirados de la anestesia y colocados sobre

alfombra térmica hasta su recuperacion.

El disefio experimental se detalla en la figura MM-04. Se realizaron dos experimentos
independientes, uno para el analisis angiografico, funcional y histoldgico de las lesiones y otro para el

analisis de la expresion génica.

En el primer caso se realizaron 4 lesiones por ojo en 12 ratones y se mantuvieron durante 7 o 14 dias,
durante los cuales se analizd la funcion visual por electroretinografia focal y se determind la
progresion de las lesiones mediante angiografia fluoresceinica. A punto final (6 animales a 7 dias
post-laser y 6 animales a 14 dias), los ojos fueron usados para deteccion de NVC por

inmunofluorescencia en flat-mounts.

En un segundo experimento, se realizaron 7 lesiones por ojo en 24 ratones y se mantuvieron 6
ratones sin lesionar (controles). Los animales sometidos a laser fueron repartidos en 4 grupos para la
evaluacion post-mortem de los niveles de expresion génica en ojo de distintos factores inflamatorios

y angiogénicos, a 1, 2, 3 y 5 dias post-laser.

MM3.4. Electroretinograma

El electroretinograma (ERG) es una técnica diagndstica que consiste en la estimulacién de la retina
mediante flashes de luz a distintas intensidades y la lectura de la respuesta retiniana recogida a
través de un electrodo colocado en la cdrnea del animal, que capta los potenciales eléctricos
emitidos por los distintos tipos celulares en la retina. Las condiciones de estimulo (patron de
estimulo o intensidad de flash, presencia o no de luz ambiental y adaptacién o no a la oscuridad)
pueden provocar sefiales mas o menos fuertes provenientes de ciertos componentes de la retina,

permitiendo asi aislar la respuesta de los distintos tipos celulares.

MM3.4.1. Electroretinograma Ganzfeld en el modelo de diabetes inducida en rata

El electroretinograma Ganzfeld (ERG-G) mide la actividad eléctrica de toda la retina en respuesta a
un estimulo luminoso proveniente de una fuente de luz. Para realizar esta técnica se uso el sistema
ERG Ganzfeld del equipo MicronlV (Phoenix Research Labs), optimizado para el registro de

respuestas de retina de roedor.



Las ratas diabéticas o control fueron adaptadas a oscuridad absoluta durante 16 h antes de la
realizacién del ERG-G y todo el procedimiento experimental se realizdé en condiciones de oscuridad,
iluminando sélo con luz roja de baja intensidad que no estimula la retina de roedores. Los animales
fueron anestesiados con 2% isofluorano/1% O,, primero en caja de induccidn y seguidamente
colocandolos en la plataforma del equipo Micronlll con mascarilla, encima de una almohadilla
térmica. Las pupilas fueron dilatadas con un gota de tropicamida y una gota de fenilefrina (Colircusi
Fenilefrina® 100 mg/ml. Laboratorios Alcon Cusi) y se administré también una gota de prescaina 0,4%
(Laboratorios Llorens, S.L. Barcelona, Espafia) como anestésico tdpico ocular para minimizar la
rotacion de los ojos. El electrodo de referencia se colocd por via subcutdnea en el cuero cabelludo
anterior entre los ojos, y se insertd el electrodo de tierra en la cola. La lente, conteniendo el
electrodo corneal, se colocd alineada con el eje visual, en contacto con la cérnea, enfocando a la
retina central. Una vez colocado el animal se procedidé a la realizacion del electroretinograma,
estimulando el ojo con flashes de luz a distintas intensidades, empezando por 0 cd-s-m™ (sefial basal)
y aumentando progresivamente en un orden de 10 veces, pasando por 0.01, 0.078, 1,25 y finalmente
10 cd-s-m™.Se realizaron 10 flashes por cada intensidad, recogiendo las sefiales en graficos que
fueron posteriormente analizados mediante el software Labscribe® (Phoenix Research Labs). Re
realizaron lecturas de los dos ojos por separado de cada animal. Al finalizar el protocolo, los animales

fueron retirados de la anestesia y colocados sobre manta térmica hasta su recuperacion.

MM3.4.2. Electroretinograma focal en el modelo de NVC en ratén

El electroretinograma focal (ERGf) permite medir la respuesta de un area concreta de la retina. Esta
técnica se realizd con el equipo ERG focal guiado por imagen acoplado al retindgrafo Micronlll
(Phoenix Research Labs), que permite la colocacidon del spot de lectura con luz roja de baja

intensidad, en el area deseada de la retina por imagen a tiempo real.

Los ratones control o lesionados con laser fueron adaptados a oscuridad absoluta durante 16 h antes
de la realizacién del ERGf. Para la realizacién del procedimiento, fueron anestesiados con 2%
isofluorano/1% 0,, primero en caja de induccion y después se mantuvieron con mascarilla. Se
colocaron en la plataforma del equipo Micronlll encima de la almohadilla térmica y se les aplicé
tropicamida para dilatar las pupilas. El electrodo de referencia se colocd por via subcutanea en el
cuero cabelludo anterior entre los ojos y se inserto el electrodo de tierra en la cola. La lente del ERGf,
conteniendo el electrodo corneal, se puso en contacto con la cérnea del ojo a analizar, alineada con
el eje visual y se procedio a visualizar el fondo de ojo con luz roja de baja intensidad. Se determiné la
zona a analizar (zona control o zona lesionada) y se colocé encima el spot de luz, de 0,75 mm de
diametro. Seguidamente se procedid a la realizacién de las medidas electroretinograficas en la zona

seleccionada mediante estimulacién con flashes de luz a distinta intensidad, empezando por 0



cd-ss-m™ (sefial basal) y después a 200, 800 y 12.800 cd-s-m?, realizando 10 flashes por cada
intensidad. Los datos recogidos fueron posteriormente analizados mediante el software Labscribe®.
Al finalizar el protocolo, los animales fueron retirados de la anestesia y colocados sobre manta

térmica hasta su recuperacion.

MM3.5. Angiografia fluoresceinica

La angiografia fluoresceinica (AF) es una técnica no invasiva in vivo que, mediante la administracién
de un compuesto fluorescente, permite la visualizacion da la red vascular de la retina bajo un filtro de
fluorescencia. Para la visualizacion de la red vascular retiniana se usé el microscopio de imagen de la
retina especializado para rata y ratén, Micronlll, que dispone de un filtro azul para visualizacién de

fluorescencia verde.

MM3.5.1. AF en modelo de diabetes en rata

Las ratas STZ o control fueron sometidas a AF en 4 momentos: pre-induccién de la diabetes, y 1 mes,
2 meses y 3 meses post-induccidn. Los animales fueron anestesiados con 2% isofluorano/1% O, y
mantenidos con mascarilla durante todo el procedimiento. Las pupilas se dilataron con una gota de
tropicamida y una gota de fenilefrina, y se administré una gota de prescaina como anestésico tdpico
para evitar la rotacion de los ojos. Una vez anestesiados y las pupilas dilatadas, fueron colocados en
la plataforma del retinégrafo sobre la almohadilla térmica y se les administré 1,5 pl/g de fluoresceina
sédica al 1% (Fluoresceina Oculos 10%, 500 mg/5 ml. Laboratorios Thea, S.A. Barcelona, Espafia) por
via intraperitoneal. Acto seguido, los ojos se pusieron en contacto con la lente del retindgrafo y se
enfoco la retina centrando el nervio dptico. Se tomaron imagenes de fondo de ojo de ambos ojos
bajo filtro de fluorescencia a 1 y 5 min post-administracion de fluoresceina y finalmente los animales

fueron retirados de la anestesia y colocados en manta térmica hasta su recuperacion.

MM3.5.2. AF en modelo de NVC en ratén

Los ratones a los que se realizé laser en 4 spots de la retina fueron sometidos a AF en los dias 2, 4, 7,
9, 11 y 14 post-laser, para la visualizacién y analisis de la lesiones neovasculares. El protocolo seguido
fue el mismo que en el caso de las ratas, administrando en este caso 10 pl/g de fluoresceina al 0,1%
por via intraperitoneal. Se tomaron imdagenes de fondo de ojo a 1 y 5 min post-administracion de
fluoresceina, que fueron analizadas posteriormente para la cuantificacién de las areas neovasculares

mediante software Image-J.



MM3.6. Tomografia de coherencia Optica

La tomografia de coherencia dptica (OCT) es una técnica de imagen tomografica dptica, no invasiva e
interferométrica, que ofrece una penetracion de milimetros (aproximadamente 2-3 mm en el tejido o
material de que se trate) con resolucion axial y lateral de escala micrométrica, permitiendo la
adquisicion de imagenes transversales de la retina con resolucién a nivel micrométrico. Esta técnica
se realizé con el equipo de OCT guiado por imagen (Phoenix Research Labs) acoplado al retindgrafo

Micronlll, especificamente disefado para rata y raton.

Se realizé OCT en ratones sometidos a laser en 4 spots de la retina. Las pupilas fueron dilatadas con
una gota de tropicamida tépica después de la induccién de la anestesia con 2% isofluorano/1% O,, de
la misma manera que en los procedimientos anteriores. Los animales fueron colocados en la
plataforma del equipo y los ojos puestos en contacto con la lente del OCT para la adquisicion de
imagenes tanto de fondo de ojo como de escaneres OCT, siguiendo las instrucciones del fabricante y
mediante el uso del software InEye® (Phoenix Research Labs). Se realizaron escéneres de las zonas
lesionadas con ladser en el dia de la realizacién de las lesiones, para comprobar la rotura de la
membrana de Bruch, y a 2, 5y 7 dias post-laser, para la monitorizacion de la evolucién de las lesiones

y la aparicion de liquido sub-retiniano.

MM3.7. Inyeccion sub-retiniana

Los animales sometidos a esta técnica fueron anestesiados con 2% isofluorano/1% 0O, y mantenidos
con una mascarilla. Se usé una cinta pegada a la mascarilla para inmovilizar la cabeza en la mesa de
trabajo. Las pupilas fueron dilatadas con una mezcla de tropicamida y fenilefrina. Para exponer la
conjuntiva bulbar superior, bajo un microscopio quirdrgico, se realizaron suturas simples en el
parpado superior y en la conjuntiva limbal superior con Prolene™ 7/0 Ethicon (Jhonson & Jhonson,
New Brunswik, NJ). Una vez se consiguid la estabilizacién del globo ocular y la correcta exposicién del
area quirdrgica, la conjuntiva bulbar superior y la capsula de Tenon fueron diseccionadas para
exponer la esclera dorsal. Se realizd una esclerotomia de 2 mm utilizando un bisturi biselado de 20 G,
a 4 mm del limbo (a las 11 h), cortando esclera y coroides pero sin traspasar la retina. Se usé una
aguja roma de 36 G unida a una jeringa de 10 pl (Nanofil. World Precision Instruments, Sarasota,
USA) para cargar 2 pl de la solucidon a inyectar (PBS o mezcla de transfeccidn). La punta de la aguja
fue introducida tangencialmente en el espacio sub-retiniano a través de la esclerotomia y se procedio
a administrar el contenido de ésta. Al finalizar la administracion, se retird la aguja lentamente

intentando minimizar el reflujo y se retiraron las suturas, permitiendo a la conjuntiva volver a su



posicion en el area de inyeccion. Finalmente se administré una gota de tobramicina (TobraDex® 3
mg/ml, Laboratorios Alcon Cusi) como tratamiento antibidtico. Todo el material usado en el

procedimiento se muestra en la figura MM-05.

Figura MM-05: Material usado en el procedimiento de
inyeccion sub-retiniana. A) Dilatador tépico (fenilefrina o
tropicamida); B) metilcelulosa; C) anestésico tdpico
(prescaina); D) antibiotico topico (Tobradex); E) Esponjas para
limpiar la zona ocular; F) hilo de sutura de 7-0; G) lanceta para
realizar corte en esclera; H) jeringa y aguja de inyeccion, con
punta roma de 36G; ) pinzas; J) porta-agujas; K) microtijeras;
L) moscas para sujetar los hilos de sutura.

MM4. EXPERIMENTOS CON ANIMALES: TECNICAS POST-MORTEM

MM4.1. Eutanasia y procesamiento de los tejidos

Los animales fueron eutanasiados mediante asfixia con CO, en camara de induccién. Una vez
eutanasiados, se procedié a la enucleacidon de los ojos con la ayuda de material de diseccion,
pasandolos a solucion salina en hielo o submergiéndolos en una solucion de estabilizacién del RNA
(RNAlater®. Ambion. Ref. AM7020), ya fuera para histologia o para extraccion de RNA

respectivamente.

Los ojos destinados a histologia fueron directamente submergidos en medio de congelacion O.C.T.
(Tissue-Tek®. Sakura Finetek. Torrance, CA, USA. Ref. 4583) dentro de moldes de plastico y se
congelaron en cubetas metalicas en contacto con nitrégeno liquido, generando los bloques que
posteriormente serian procesados en el criostato. Los ojos se cortaron en criosecciones de 7 micras

de grosor, colocando 4 o 6 secciones por portaobjeto y almacenandolas a -802C.



MM4.2. Técnicas de analisis genético

MM4.2.1. Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA de retina de rata se procedié a la diseccion de los ojos bajo lupa,
separando el polo posterior del polo anterior mediante corte en la ora serrata y aislando la retina,
gue fue congelada directamente en nitrégeno liquido. Se procedio a realizar 3 ciclos de congelacion-
descongelacidon con bafio a 372C y nitrégeno liquido para ayudar a la disrupcion de los tejidos y
seguidamente se anadié6 200 pl de Trizol por ojo. Las muestras fueron seguidamente
homogeneizadas usando un homogeneizador eléctrico (VWR® pellet mixer. VWR) y se procedié a
realizar la extraccion del RNA siguiendo las instrucciones del fabricante del reactivo Trizol (explicado
en el apartado 1.5.4). Finalmente, los pellets de RNA fueron resuspendidos en 20 pl de agua libre de
RNasas y se cuantificd con el equipo Nanodrop. La calidad de las muestras fue determinada por

electroforesis en gel de agarosa.

En el caso de la extracciéon de RNA de ojo de ratodn, los ojos fueron igualmente diseccionados bajo
lupa pero se recogio todo el polo posterior, incluyendo retina, EPR, coroides y esclera. Seguidamente

se siguio el mismo procedimiento que con los ojos de rata.

MM4.2.2. Retrotranscripcidén y PCR a tiempo real

Se uso el kit de retrotranscripcién siguiendo las instrucciones del fabricante para pasar el mRNA a
cDNA y éste fue comprobado mediante PCR a punto final y oligonucledtidos especificos del gen
constitutivo GAPDH (tabla MM-02, oligos 1 y 2). La expresiéon de TNF-a, GFAP, VCAM-1, ICAM-1,
VEGF, PEDF, SST, y MCP-1 fue analizada mediante PCR a tiempo real usando el kit de SyberGreen, con

oligonucledtidos especificos disefiados para cada especie (tabla MM-02, oligos 17-44).

MM4.3. Técnicas de analisis histologico

MM4.3.1. Hematoxilina/Eosina

Las criosecciones de ojos de rata o ratdon fueron atemperadas durante 15 min y seguidamente fijadas
con solucion 95% metanol — 5% acido acético sumergiéndolas durante 1 min a -202C. Seguidamente
se realizaron 3 lavados de 10 min con PBS y se procedid a la tincidn con hematoxilina-eosina,
sumergiendo primeramente las preparaciones durante 1 min en hematoxilina (VWR Chemicals. Ref.
351945S), pasando por lavado con agua del grifo para eliminar el exceso de tincion y seguidamente
sumergiéndolas en solucién eosina (Alfa Aesar. Karisruhe, Alemania. Ref. B24535) durante 1 min

mas. Finalmente, se realizé la deshidratacion pasando por soluciones de etanol a concentraciones



crecientes (50% - 70% - 80% - 95% - 100%), 1 min en cada una, terminando con incubacidn de 2 min
en xileno. Las preparaciones fueron fijadas con medio de montaje DPX (VWR Chemicals. Ref.
1.005.790.500) y cubiertas con cubreobjetos antes de ser visualizadas en microscopio de campo

claro, donde se tomaron imagenes para ser analizadas.

MM4.3.2. Inmunofluorescencia en flat-mounts

A los 7 o 14 dias post-laser, los ojos de raton enucleados fueron mantenidos en PBS en hielo hasta el
momento de la diseccidn bajo lupa. La diseccion se realizo siguiendo el esquema de la figura MM-06,
realizando un corte en la ora serrata para separar el polo anterior del polo posterior, eliminando la
cornea y el cristalino. Se separd y descarto la retina, y el resto de polo posterior (EPR, coroides y
esclera) fue sometido a cortes radiales para conseguir una preparacién plana del tejido (figura mm-
06). Las muestras se colocaron en placas de 48 pocillos donde se realizé todo el procedimiento. El
tejido fue fijado en metanol 30 min a -209C y posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min con
0,1% Tween en PBS (PBS-T). El bloqueo se realizé con 3% BSA en PBS-T durante 1 h a temperatura
ambiente, seguido por la incubacién con Isolectina-B4 (Sigma-Aldrich. Ref. L2895) conjugada a FITC,
diluida 1:50 en 3% BSA en PBS-T. Se dejé incubado durante una noche a 49C y al dia siguiente se
realizaron 5 lavados de 10 min con PBS-T en oscuridad antes del montaje de las muestras en
portaobjetos con medio Fluoroshield con DAPI. Las preparaciones se guardaron a 42C hasta el
momento de la visualizacion en microscopio de fluorescencia para la toma de fotografias de las

lesiones neovasculares.
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Figura MM-06: representacion esquematica de la diseccion ocular para la prepracion de los ojos en flat-mount.

MM4.3.3. Inmunofluorescencia en criosecciones

Las criosecciones de ojos de rata o raton fueron atemperadas durante 15 min y seguidamente fijadas
durante 1 min a -202C con soluciéon 95% metanol — 5% acido acético. Se realizaron 3 lavados de 10
min con PBS y las preparaciones se colocaron en una cdmara humeda para la continuacién del
protocolo. Primero se realizé el bloqueo con 1% BSA, 5% suero de oveja y 0,3% tritén X-100 en PBS

durante 1 h a temperatura ambiente, cubriendo totalmente las muestras de tejido. Seguidamente se



procedid a la incubacidn con los anticuerpos primarios diluidos en 1% BSA y 1% suero de oveja PBS-T,
a una dilucién concreta para cada anticuerpo (tabla MM-01). Se aplicaron 50 microlitros de dilucion
de anticuerpos en cada preparacion y se cubrieron con parafilm, para crear una capa uniforme y
evitar la evaporacién de liquido. Se dejé incubado durante toda una noche a 42C en cdmara hiumeda
y al dia siguiente se realizaron 3 lavados con PBS antes de realizar la incubacion con los anticuerpos
secundarios correspondientes (tabla MM-01), igualmente diluidos en 1% BSA y 1% suero de oveja en
PBS-T, en oscuridad durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente se volvieron a realizar 3
lavados con PBS para eliminar los restos de anticuerpo y las muestras se montaron con medio

Fluoroshield con DAPI para la contra-tincidén de los nucleos.

Las preparaciones fueron observadas en el microscopio confocal donde se tomaron imagenes

aplicando los distintos filtros de fluorescencia segun el anticuerpo usado.

MM4.3.4. TUNEL

Se realizé la técnica de marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa
(TUNEL por sus siglas en inglés) para la deteccién de fragmentacion de ADN y por tanto la deteccion

de células apoptdticas, en criosecciones de ojo de rata.

Se uso el kit comercial Click-iT® (Thermo-Fisher, ref. C10245), que marca las células positivas con
marcaje fluorescente AlexaFluor® 488, siguiendo las instrucciones del fabricante: se realizé un primer
paso de fijacion y permeabilizacidon de las muestras congeladas, realizando una primera incubacion
con 4% PFA durante 15 min a 379C, seguido de dos lavados con PBS y permeabilizacién con una
solucion de proteinasa-K 20 pg/ml durante 15 min mas a 372C. El control positivo se dispuso en una
sola muestra realizando una incubacién con DNasa (1U/muestra. Thermo Fisher. Ref. 18068015)
durante 30 min a temperatura ambiente para provocar la fragmentacién del ADN. Seguidamente
todas las preparaciones fueron sometidas a la reaccién TdT con una mezcla de enzima TdT y
nucledtidos EQUTP para la marcacion de los extremos de ADN fragmentado, incubado 60 min a 379C,
seguido de un lavado con 3% BSA en PBS-T. En un ultimo paso, las muestras fueron sometidas al
coctel de marcaje con fluoréforo que se une a los nucledtidos dUTP durante 30 min y finalmente

lavadas con PBS.

Una vez terminado el protocolo TUNEL, se realizé inmunofluorescencia siguiendo el mismo protocolo

detallado anteriormente, para la co-inmunodeteccidn de otras proteinas en las preparaciones.

Terminada la inmunofluorescencia, las muestras fueron montadas con medio Fluoroshield con DAPl y

se visualizaron en el microscopio confocal para la adquisicidon de imagenes.



MM5. PRODUCCION Y PURIFICACION DE LAS NANOPARTICULAS PROTEICAS
R9-GFP-H6

Las proteinas de fusion R9-GFP-H6 fueron producidas en el laboratorio del Dr. Villaverde (Instituto de

Biologia Molecular y Biotecnologia, UAB).

La produccion de proteinas se realizd en la linea celular Rosetta BL21 (DE3) de E. coli mediante
induccién con isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), que provocé la expresiéon bajo el promotor
inducible T7 en el plasmido derivado de pET21B+. Las bacterias fueron crecidas en medio LB (750 ml)
a 379C en agitacidon hasta que alcanzé una densidad 6ptica de 0,5. En ese momento se indujo la
expresion génica con 1 mM de IPTG y pasadas 3 h las células fueron retiradas del cultivo y se

procedio a la purificacién de la proteina.

Se realizé una primera centrifugacion del cultivo a 10.000 r.p.m. durante 10 min a 42C y el pellet de
células resultante fue lavado con PBS, vuelto a centrifugar y resuspendido en buffer A (20 mM Tris-
HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, 5 mM B-mercaptoetanol). Seguidamente se realizo
disrupcién de las células por sonicacion en presencia de un cdctel de inhibidores de proteasas
(Roche, ref. 11873580001). La fraccién celular soluble obtenida fue separada por centrifugacion a
20.000 r.p.m. durante 15 min a 42C y seguidamente sometida a filtracion a través de filtro de 0,22

pum.

Las proteinas R9-GFP-H6 fueron purificadas mediante cromatografia en columnas de Ni** en un
purificador AKTATM (GE Healthcare) de cromatografia liquida de proteina rapida. Las fracciones
positivas por la proteina en el buffer de elucién (Tris-HCl 20 mM pH 7,5, 150 mM NaCl, 500 mM
Imidazol, 5 mM b-mercaptoetanol) fueron recogidas, sometidas a didlisis contra distintos buffers

(tabla MM-04) y finalmente cuantificadas mediante el procedimiento de Bradford.

Tabla MM-04: Composicion de los buffers usados en la dialsis delas nanoparticulas R9-GFP-H6

Buffer Composicion

Tris-NaCl 500 nM 20 mM Tris HCl pH 7,5 + 500 mM NaCl
Tris-NaCl 1M 20 mM Tris HCl pH 7,5 + 1 M NaCl
Tris-Dextrosa 20 mM Tris HCl pH 7,5 + 5% dextrosa

HBS 20 mM HEPES + 150 mM NacCl, pH 5.8




MM6. ANALISIS ESTADISTICO

Salvo que se indique lo contrario, todos los analisis estadisticos se realizaron aplicando un test
ANOVA con el post-test de Bonferroni, de comparacién multiple, con un nivel de significancia de 0.05
(95% de intervalo de confianza) usando el programa Graphpad Prism®©. Se especifica como una
diferencia significativa (*) aquélla que tiene una p < 0.05, como una diferencia muy significativa (**)
aquella que tiene una p < 0.001 y como una diferencia altamente significativa (***) aquella que

tiene una p < 0.0001.
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Resultados - Parte |

ESTUDIOS IN VITRO DE LA ACCION ANTI-ANGIOGENICA DEL FACTOR
DERIVADO DE EPITELIO PIGMENTADO Y LA SOMATOSTATINA

Uno de los objetivos principales de esta tesis es el testado de nuevos sistemas de terapia génica no
viral para la sobre-expresién de los factores SST y PEDF en modelos animales de RD y DMAE. Para
ello, antes de iniciar los estudios in vivo, se han desarrollado modelos in vitro de proliferacidn,
migracion y formacion tubular en cultivos de células endoteliales, con el objetivo de demostrar la

actividad anti-angiogénica de estos dos factores.
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R1.1- EIPEDF y la SST inhiben la proliferacion de células endoteliales inducida por VEGF

Para investigar el efecto inhibitorio del PEDF y la SST en la proliferacion endotelial, se usaron células
endoteliales vasculares procedentes de corddén umbilical humano (HUVECs). Estas células fueron
cultivadas en placas de 96 pocillos en presencia de VEGF (25 ng/ml) y con concentraciones crecientes
de PEDF (0.1, 1 y 10 nM) o de SST (1, 10 y 100 uM). La proliferacién celular bajo los distintos

tratamientos fue evaluada mediante el ensayo MTT.

Tal y como se esperaba, cuando las células fueron tratadas con VEGF (25 ng/ml), éste provocé un
aumento altamente significativo en su ratio de proliferacién, en un 43% (figuras R-01A y R-01B, barra
negra). En cambio, cuando las células fueron co-tratadas con VEGF + PEDF, a la concentracion de 10
nM PEDF (figura R-01A), la proliferacidon endotelial volvié a niveles basales, indicando una inhibicién
altamente significativa del efecto inductor del VEGF por parte del PEDF a la concentracion mas
elevada que se testd. El resto de las concentraciones de PEDF testadas no alteraron
significativamente la viabilidad celular respecto a la situacidon con VEGF. Por otro lado, cuando se
realizé co-tratamiento con VEGF + SST (figura R-01B) también se observd una regresion a niveles
basales de la proliferacién endotelial, siendo esta diferencia altamente significativa en el tratamiento
con 100 uM SST. Concentraciones inferiores a 100 uM SST no mostraron efecto alguno sobre la

proliferacién celular de las células HUVEC estimuladas con VEGF.
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Figura R-01. El PEDF y la SST inhiben la proliferacién de células HUVEC inducida por VEGF. Los cultivos de células
HUVEC fueron tratados con 25ng/ml VEGF y concentraciones crecientes de PEDF o SST durante 48 h. La proliferacion de
las HUVEC fue medida por ensayo MTT. El tratamiento con VEGF indujo la proliferacién de las células endoteliales,
mientras que este efecto se vio inhibido por el PEDF (A) y la SST (B) dependiente de dosis, siendo las concentraciones mas
elevadas las mas efectivas. Las cuantificaciones representan una media de tres experimentos independientes. ***p<0.001,
comparado con el control. ###p<0.001, comparado con el tratamiento con VEGF.

R1.2- EIPEDF y la SST inhiben la migracion de células endoteliales inducida por VEGF

Tal y como se ha comentado en la introduccidn, uno de los principales acontecimientos durante la

angiogénesis es la migraciéon de células endoteliales para la formacién de los nuevos vasos
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sanguineos. Esta migracion, al igual que la proliferacion de células endoteliales, esta estimulada por

el VEGF.

Para demostrar el efecto del PEDF y la SST sobre la migracidon endotelial previamente estimulada con
VEGF, se realizd un ensayo de cierre de herida o “wound healing”, en el cual se elimina una franja de
la monocapa de células en cultivo, se toman imagenes a tiempo 0 y se deja incubando con distintos
tratamientos (VEGF o VEGF+PEDF/SST) durante 16 h, momento en el que se vuelven a tomar
imagenes de las lesiones y se cuantifica el area cubierta por las células. Las concentraciones testadas

corresponden a las que dieron diferencias significativas en el ensayo de proliferacién.

Cuando los cultivos fueron tratados sélo con VEGF a 25 ng/ml, al cabo de 16 h las células habian
migrado cubriendo casi por completo la zona de la herida (figura R-01A, paneles superiores). En
cambio, cuando las células fueron tratadas con 10 nM PEDF o 100 uM SST sobre los 25 ng/ml de
VEGF, la herida no se cerr6, manteniendo un area acelular sin cubrir (figura R-02A, paneles

inferiores), y dando lugar a diferencias muy significativas tanto para PEDF, como parar SST (figura R-

028).
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Figura R-02. EI PEDF y la SST inhiben la migracién de células HUVEC inducida por VEGF. (A)Se realizd una herida en
una monocapa de HUVEC, y el cierre de la zona acelular fue monitorizado y fotografiado tras 16 h de incubacion con varios
tratamientos. Cuando se afiadié VEGF al cultivo, las células HUVEC migraron mas desde los margenes de la herida
comparado con el control, y la herida practicamente se cerr a las 16 h. En cambio, un area muy significativa de la herida
permaneci6 sin cubrir cuando las células se trataron con VEGF mas 10 nM PEDF o 100 uM SST. Se cuantifico el area
ocupada a tiempo final, comparandolo con tiempo inicial (0%) de tres experimentos independientes y se representé la media
de estos (B). **p<0.01 comparado con el control, ##p<0.01 comparado con el tratamiento con VEGF solo.
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R1.3- EIPEDFy la SST inhiben la formacion de estructuras tubulares in vitro

Para investigar el efecto inhibitorio del PEDF y la SST en la angiogénesis, se realizé un ensayo in vitro

de formacién de estructuras tubulares.
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Figura R-03. El PEDF y la SST inhiben la formacion de estructuras tubulares in vitro. Se realizé un co-cultivo de
células endoteliales (HUVEC) y fibroblastos (BJ) seguido de un tratamiento con un céctel de factores de crecimiento (10
ng/ml VEGF + 1 ng/ml FGF-2) en ausencia o presencia de 10 nM PEDF o 100 uM SST. El cultivo fue monitorizado durante
6 dias y finalmente fue sometido a inmunocitoquimica anti-vWf para tefiir las células endoteliales (A). La formacion de
estructuras tubulares bajo los distintos tratamientos fue cuantificada mediante contabilizacion de numero de tdbulos (B),
cuantificacion de longitud de los tubulos (C), contabilizacién de numero de conexiones entre tubulos (D) y contabilizacion de
numero de agregados (E), representandose una media de tres experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001 respecto al tratamiento con sdlo el coctel de factores de crecimiento.



La formacién de tubulos parecidos a capilares es una caracteristica de las células endoteliales
cultivadas in vitro en co-cultivo con fibroblastos en presencia de factores de crecimiento. Las células
endoteliales, en ausencia de factores de crecimiento (control) son incapaces de formar este tipo de
estructuras, creciendo en forma de agregados, como se puede observar en la inmunocitoquimica del
panel izquierdo superior (figura R-03A). En cambio, cuando se afiadid el céctel de factores de
crecimiento VEGF y FGF-2 (10 y 1 ng/ml respectivamente), éstos favorecieron la organizacién de las
células endoteliales en estructuras tubulares mimetizando los neovasos en un proceso de
angiogénesis (figura R-03A, panel superior derecho). La evaluacion de esta formacién tubular se
realizé mediante la medicién de las longitudes de los tubulos asi como la cuantifiacion de éstos, la
cuantificacion de las conexiones entre tubulos y la cuantificacion de agregados, de tal mantera que a
mas numero de tubulos, mas longitud y mas inter-conexiones, sumado a un menor nimero de

crecimiento endotelial en agregados, representé una mayor induccién de la neovascularizacién.

Cuando se afiadi6 10 nM de PEDF a los cultivos, el nimero de tubulos formados se redujo
significativamente en un 22%, pasando de una media de 72 a una media de 56 tubulos, y en el
tratamiento con SST la reduccién fue muy significativa, hasta una media de 45 tubulos (figura R-03B).
En cambio, cuando se analizé la longitud de las estructuras tubulares, mientras que el tratamiento
con PEDF la redujo de forma muy significativa en un 25% (de una media 131 a una media de 103
U.A.), el tratamiento con SST no tuvo ningun efecto en esta variable (figura R-03C). Uno de los
parametros mas afectados por el tratamiento con PEDF y SST fue el nimero de conexiones entre
tubulos. El PEDF consiguid reducirlas en un 30% y la SST en un 50% (figura R-03D). Finalmente, en
cuanto a la cuantificacion de agregados presentes en los cultivos bajo los distintos tratamientos, no
se vio un efecto significativo del tratamiento con PEDF y si en el tratamiento con SST, donde se

vieron aumentados en un 37% (figura R-03E).



Resultados - Parte |l

GENERACION DE MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE TERAPIA GENICA
OCULAR CON PEDF Y SST

En las ultimas décadas se han desarrollado varios modelos animales para el estudio de la
angiogénesis ocular, ya sea fisioldgica o patoldgica, siendo la rata y el ratdén las especies mas

utilizadas por su bajo coste de mantenimiento y su facilidad de manipulacion.

En esta parte del trabajo se pretende generar y caracterizar dos modelos animales, uno de
retinopatia diabética no proliferativa en rata y otro de neovascularizacién coroidea en ratén, para
determinar los parametros alterados en ambos modelos que puedan ser usados a posteriori en la
evaluacion de la terapia génica no viral, asi como la puesta a punto de la técnica de administracidon

sub-retiniana.
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R2.1- Modelo inducido de retinopatia diabética no proliferativa en rata

R2.1.1. Induccidén de la diabetes con STZ

La diabetes fue inducida con STZ en ratas macho de la cepa Long Evans de 200 g, mediante una sola
inyeccion intraperitoneal de 65 mg/kg. Las ratas asignadas como controles fueron inyectadas de la
misma manera con el vehiculo tampdn citrato 0,1 M. Los animales, tanto del experimento de analisis
in vivo como del experimento de analisis post-mortem, fueron monitorizados mediante control de

peso y glicemia durante 3 meses, como indica la tabla R-01.

Tabla R-01. Monitorizacion de los animales control y STZ. Promedio de peso y niveles de glucemia de los dos grupos
experimentales a lo largo de los 3 meses de seguimiento. Los valores corresponden a la media +/- SD.

Pre-tratamiento 2 meses 3 meses

Grupo de

tratamiento Peso Glucemia Peso Glucemia Peso Glucemia Peso Glucemia
(g) (mg/dl) (g) (mg/dl) (g) (mg/dl) (g) (mg/dl)

Control 10 282.2 1252 347.7 108.3 385.7 1195+ 424.8 108.8 +

1 (vehiculo) +26.5 27.2 +299 13.0 +27.5 271 +18.1 15.3
STZ (65 10 303.5 120.0 + 267.9 496.5 + 254.2 464.4 + 275.1 570.7 £
mg/kg) +25.1 294 +40.2 38.7 +48.3 101.5 +39.4 60.2
Control 18 275.5 121.8 329.1 1153 + 371.2 1215+ 411.1 1158+

) (vehiculo) +21.5 14.2 +20.0 19.5 +29.3 20.2 +20.0 20.1
STZ (65 18 281.3 118.1 + 258.7 514.0 £ 261.8 524.4 + 281.9 565.5
mg/kg) +229 19.0 +32.2 282 +38.0 516 +312 442

A partir del segundo dia post-tratamiento y a lo largo de los tres meses de estudio, los niveles de
glucosa en sangre en los animales STZ se situaron entre los 350 y los 600 mg/dL, mientras que las

ratas control se mantuvieron normoglicémicas (figura R-04B).

Las ratas control fueron ganando peso de una forma normal a lo largo del estudio, mientras que las
ratas STZ apenas engordaron durante el periodo observacional, llegando incluso a perder peso y
mostrando, en algunos casos, sintomas de deshidratacion debido a la poliuria (figura R-04A). Estos
datos muestran que el tratamiento con STZ induce la diabetes tipo | en las ratas Long Evans de una

forma similar al reportado en otros estudios publicados anteriormente (Robinson, et al., 2012).
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Figura R-04. Evolucion del peso y la glucemia en ratas control y tratadas con STZ durante los 3 meses de estudio.
Los animales de los dos grupos experimentales fueron pesados periddicamente y se analizd la glucemia mediante puncién
de la vena de la cola. (A) Las ratas control ganaron peso durante el experimento, con un promedio de crecimiento de
aproximadamente 10 g/semana. En cambio, las ratas tratadas con STZ no mostraron un aumento de peso significativo
durante los 3 meses de estudio. *** p < 0.001. (B) Todos los animales tenian niveles similares de glucosa en sangre antes
del tratamiento con STZ o vehiculo. La ratas en el grupo control mantuvieron sus niveles de glucosa en sangre estables a lo
largo del estudio, mientras que en los animales tratados con STZ estos niveles aumentaron méas de 4 veces hasta mas de
400 mg/dI a partir del dia 2 post-induccion. *** p < 0.001.

R2.1.2. Evaluacion in vivo de la funcién visual

Para determinar la actividad neurofisiolégica de la retina de ratas STZ re realizaron
electroretinogramas a 1, 2 y 3 meses post-induccion de la diabetes, comparando las lecturas de ratas

STZ con las de ratas control.

La técnica de electroretinografia (ERG) permite el registro de la actividad eléctrica de la retina en
respuesta a un estimulo luminoso mediante la colocacién de un electrodo en la cérnea del animal.
Cuando es estimulada con luz, la retina experimenta cambios en los potenciales como consecuencia
de la actividad eléctrica de las neuronas, resultando en una respuesta compleja con dos
componentes primarios: la onda a y la onda b (figura R-05A). Un analisis basico de la respuesta
electroretinografica de una retina consiste en la medida de las amplitudes de las ondas a y b, asi
como el tiempo que tarda en aparecer la onda a (tiempo implicito). La primera onda en aparecer, a
bajas intensidades de estimulo luminoso, es la onda b, y a medida que se incrementa la intensidad de

flash de luz, va apareciendo la onda a (figura R-05B).

En la transicion entre las ondas a y b aparecen oscilaciones que corresponden a los ponteciales
oscilatorios (OPs, del inglés) que pueden también registrarse (figura R-05C). Las onda a y b reflejan la
actividad de los fotorreceptores y las células bipolares, mientras que las OPs simbolizan la actividad

de las células amacrinas principalmente.
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Figura R-05. Ondas electroretinograficas representativas de una rata control adaptada a la oscuridad, en
condiciones escotdpicas. (A) Ejemplo de analisis de una respuesta electroretinografica, donde se aisla y cuantifica la
amplitud y tiempo implicito de las ondas a y b. (B) Ejemplo de lecturas electroretinogréficas obtenidas en condiciones
escotopicas a distintas intensidades de flash de luz, aumentando progresivamente desde 0 hasta 10 c¢d s ' m2. (C) Ejemplo
de andlisis de los potenciales oscilatorios extraidos a partir de la grafica de respuesta electroretinografica mediante un filtro
de paso de banda, donde también se pueden extraer datos de amplitud y tiempo implicito.

R2.1.2.1. Andlisis del ERG a 1 mes post-induccion

La respuesta electroretinografica de los animales de estudio fue registrada siguiendo el protocolo
descrito por Amung, et al. (Amung, et al., 2013), con algunas modificaciones. Se realizaron varias
lecturas de ambos ojos de cada animal a 4 intensidades de flash luz crecientes (0.01, 0.078, 1.25y 10
cd-ss-m™) para aislar las respuesta proveniente principalmente de bastones (bajas intensidades) y
respuesta mixta de conos y bastones (intensidades altas). Se midieron las amplitudes de las ondas a 'y
b, asi como los tiempos implicitos en las distintas intensidades (figura R-06). Los OPs fueron aislados
digitalmente mediante un filtro de paso de banda de 75-500 Hz y se midieron amplitudes y tiempos
implicitos de cada uno de ellos a todas las intensidades, asi como el sumatorio total de amplitudes

(figura R-07).
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Figura R-06. Comparativa de la respuesta electroretinografica entre animales control y STZ, 1 mes post-induccion
de la diabetes. (A) Gréfica representativa de electroretinograma a 10 cds'm2de un animal del grupo control y un animal
del grupo STZ. (B) Promedio + SD de tiempos implicitos a distintas intensidades de los animales de grupos control y STZ.
(C) Promedios £ SD de amplitudes de onda b a distintas intensidades de los animales de grupos control y STZ. (D)
Promedios + SD de amplitudes de onda a a distintas intensidades de controles y STZ. *p>0.05 y ***p<0.001, comparado
con el grupo control a la misma intensidad.

Un mes post-induccién de la diabetes, aunque las lecturas electroretinograficas de los animales
control y los animales STZ aparentemente parecian similares (figura R-06A) los segundos mostraron
un aumento altamente significativo en el tiempo implicito a bajas intensidades de flash de luz,
comparado con los animales control (figura R-06B). No se observod ninguna diferencia en cuanto a las
amplitudes de la onda b en ninguna intensidad (figura R-06C) , sdlo a 10 cd-s-m-2 apareci6 una leve
disminucidn significativa en el promedio de amplitudes de la onda a en el grupo STZ (figura R-06D).
Los potenciales oscilatorios a 1 mes post-induccion reflejaron un claro aumento altamente
significativo en el tiempo implicito en animales STZ comparado con controles (figuras R-07G-J) y sdlo
disminucién en su amplitud a la mdxima intensidad de luz, altamente significativa (figuras R-07B-F)

dada por una disminucion en los potenciales 2, 3 y 4.
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Figura R-07. Comparativa de los potenciales oscilatorios (OPs) de animales control y STZ, 1 mes post-induccién de
la diabetes. (A) Grafica representativa de la extraccion de los OPs a 10 cd s 'm-2 de un animal del grupo control y un animal
del grupo STZ. (B) Comparativa de promedio + SD del sumatorio de las amplitudes de todos los OPs a distintas
intensidades de flash de luz, entre animales control y STZ. (C-F) Comparativa de los promedios + SD de las amplitudes de
los POs por separado a 0.01, 0.078, 1.25 y 10 cd s m2 respectivamente, entre animales control y STZ. (G-J) Comparativa
de los promedios + SD de tiempo implicito de los distintos potenciales oscilatorios a 0.01, 0.078, 1.25 y 10 cd-s'm2
respectivamente, entre animales control y STZ. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 comparado con el control, a la misma
intensidad.

R2.1.2.2. Andlisis del ERG a 2 meses post-induccion

Los registros de ERG a dos meses continuaron mostrando un altamente aumento significativo en el
tiempo implicito de la respuesta en animales STZ comparado con controles a bajas intensidades de
flash de luz, muy parecido a los registros a 1 mes post-induccién (figura R-08-B). En este punto
también se empezd a apreciar una disminucion significativa en el promedio de amplitudes de la onda
b en animales STZ comparado con controles a altas intensidades de flash de luz (figura R-08C),

aunque no se apreciaron diferencias en la amplitud de la onda a (figura R-08D).



A 8004

— Control (10 cd)
— STZ(10¢cd) B Tiempo implicito
-=- Control (0,01 cd) 40+ . Control
stod --- STZ(0,01 ¢d) o S
:o- Tk
400 g
g Py 204
- g
3
§ =
< 200 104
g NN
1 SO
H A ¢
L e gy R B ===, > @ ° o
S| S, S & @8
""""""""""""" Estimulo luminoso (cd-s:m?)
0 100 200 300
Tiempo (ms)
C Amplitud onda b D Amplitud onda a
1000 0-
. Control
== STZ
800
* -100
2 6004 5
*
‘é =200+
gaoo- E
-300
200
. Control
= STZ
0- 400 - v v -
A ® o o
N3 Q_‘\ N » QPN Q;."Q .:.\‘? »
Estimulo luminoso (cd's'm?) Estimulo luminoso (cd-s-m?)

Figura R-08. Comparativa de la respuesta electroretinografica entre animales control y STZ, 2 meses post-induccion
de la diabetes. (A) Gréafica representativa de electroretinograma a 0.01 y 10 cd-s'm-2 de un animal control y un animal
diabético. (B) Promedio + SD de tiempos implicitos a distintas intensidades de los animales de grupos control y STZ. (C)
Promedios + SD de amplitudes de onda b a distintas intensidades de los animales de grupos control y STZ. (D) Promedios
+ SD de amplitudes de onda a, a distintas intensidades de controles y diabéticos. *P<0.05 y ***p<0.001, comparado con el
grupo control a la misma intensidad.

El analisis de los OPs siguid mostrando un aumento en el tiempo implicito, mas significativo a bajas
intensidades (figuras R-09G-H). Sin embargo, en este punto se observd una disminucion significativa
en las amplitudes de los OPs a baja intensidad de flash de luz, que desaparecid al ir aumentando

ésta, al contrario de lo que se habia observado a 1 mes post-induccidn (figuras R-09B-F).
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Figura R-09. Comparativa de los potenciales oscilatorios (OPs) de animales control y STZ, 2 meses post-induccion
de la diabetes. (A) Grafica representativa de la extraccion de los OPs a 10 c¢ds'm-2 de un animal del grupo control y un
animal del grupo STZ. (B) Comparativa de promedio + SD del sumatorio de las amplitudes de todos los OPs a distintas
intensidades de flash de luz, entre animales control y STZ. (C-F) Comparativa de los promedios + SD de las amplitudes de
los OPs por separado, a 0.01, 0.078, 1.25 y 10 cd s m2 respectivamente, entre animales control y STZ. (G-J) Comparativa
de los promedios £+ SD de tiempo implicito de los distintos potenciales oscilatorios a 0.01, 0.078, 1.25 y 10 cd-s'm2
respectivamente, entre animales control y STZ. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 comparado con el control a la misma
intensidad.

R2.1.2.3. Andlisis del ERG a 3 meses post-induccion

A 3 meses de la induccidon de la diabetes, el analisis de los ERGs mostré una afectacion mas
pronunciada en los animales STZ. El tiempo implicito seguia mostrando un aumento significativo a
bajas intensidades (figura R-10B) comparado con los controles y la reduccién en las amplitudes de las
ondas b y a (figuras R10C y D respectivamente) se vio mas pronunciada. La onda b experimenté una
reduccion muy significativa ya desde bajas intensidades, mientras que la onda a sélo experimenté

una reduccion significativa a la intensidad mas alta.
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Figura R-10. Comparativa de la respuesta electroretinografica entre animales control y STZ, 3 meses post-induccion
de la diabetes. (A) Gréafica representativa de electroretinograma a 0.01 y 10 cd-s'm-2 de un animal control y un animal
diabético. (B) Promedio + SD de tiempos implicitos a distintas intensidades de los animales de grupos control y STZ. (C)
Promedios + SD de amplitudes de onda b a distintas intensidades de los animales de grupos control y STZ. (D) Promedios
+ SD de amplitudes de onda a, a distintas intensidades de controles y STZ. *p<0.05, ** p<0.01 y ***p<0.001 comparado con
el control, a la misma intensidad.

La alteracion en los OPs también se hizo mas patente. La amplitud total de éstos se vio reducida en
animales STZ en casi todas las intensidades (figura R-11B), viéndose reflejado en el analisis individual
de cada OP, donde se aprecia como los OPs mas afectados son el 1-2 a bajas intensidades, o 2-3 a
altas intensidades (figuras R-11C-F). El tiempo implicito de éstos también se vio mas alterado en
animales STZ, siendo significativamente mas elevado en todos ellos en casi todas las intensidades

(figuras R-11G-J), comparado con los mismos OPs de los animales control.
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Figura R-11. Comparativa de los potenciales oscilatorios (OPs) de animales control y STZ, 3 meses post-induccion
de la diabetes. (A) Grafica representativa de la extraccion de los OPs a 10 c¢ds'm-2 de un animal del grupo control y un
animal del grupo STZ. (B) Comparativa de promedio + SD del sumatorio de las amplitudes de todos los OPs a distintas
intensidades de flash de luz, entre animales control y STZ. (C-F) Comparativa de los promedios + SD de las amplitudes de
los POs por separado a 0.01, 0.078, 1.25 y 10 cd s ‘m2 respectivamente, entre animales control y STZ. (G-J) Comparativa
de los promedios + SD de tiempo implicito de los distintos potenciales oscilatorios a 0.01, 0.078, 1.25 y 10 cd-sm=2
respectivamente, entre animales control y STZ. *p<0.05, **p<0.01 y ***p>0,001 comparado con el control, a la misma
intensidad.

R2.1.2.4. Progresion cronoldgica de la respuesta ERG de ratas STZ

El andlisis cronoldgico del tiempo implicito de las respuestas de los animales muestra un aumento en
el grupo STZ a bajas intensidades de flash de luz y se mantiene asi durante todo el estudio, revelando
una respuesta significativamente mas lenta de la retina STZ es respuesta al estimulo luminoso (figura
R-12A). En cambio, este parametro no se ve alterado cuando los animales son estimulados con flash

de luz brillante (10 cd-s‘m™) (figura R-12B).
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Figura R-12. Analisis cronolégico comparativo de la respuesta ERG de ratas STZ y controles. Graficas comparativas
de los distintos pardmetros analizados en electroretinogramas de ratas control y STZ pre-tratamiento y a 1, 2 y 3 meses
post-induccion de la diabetes. (A,B) Comparacion de tiempos implicitos, (C,D) comparacién de amplitudes de onda b, (E,F)
comparacion de amplitudes de onda a, (G,H) comparacién de tiempos implicitos de OPs y (1,J) comparacion de amplitudes
de OPs, a baja o alta intensidad de estimulo luminoso respectivamente. Los puntos representan el promedio + SD. *p<0.05,
**p<0.01y **p>0,001 comparado con el control, en el mismo momento de analisis.



El promedio de amplitudes de la onda b sélo se ve significativamente reducido en animales STZ a
partir del segundo mes de diabetes, sdlo cuando la retina es estimulada con un flash de luz a alta

intensidad y esta reduccion se hace mas evidente a los tres meses (figura R-12D,C).

En cuanto a la onda g, este parametro evoluciona de una manera menos constante a lo largo de los
tres meses de estudio, viéndose sélo una clara reducciéon en su amplitud a los 3 meses, a altas

intensidades (figuras R12-E,F)

El andlisis cronolégico de la evolucidn de los OPs muestra que ya desde el primer mes de diabetes los
animales STZ sufren un aumento en el tiempo implicito de todos ellos a baja intensidad pero no a
alta intensidad, que se mantiene a lo largo del estudio (figuras R-12G,H). En cambio, el analisis de las
amplitudes muestra un comportamiento mas inestable durante los dos primeros meses, apareciendo
amplitudes significativamente mas bajas en animales STZ en sélo algunos OPs y sélo algunas
intensidades de flash de luz, pero finalmente a 3 meses post-induccidn la reduccion de las amplitudes

se generaliza, afectando a practicamente todos los OPs y en todas las intensidades (figura R-121,J).

Tomado en conjunto estos datos electroretinograficos se puede concluir que, aunque las
alteraciones a nivel de funcidn visual ya empiezan a apreciarse 1 mes post-induccién, no es hasta los
3 meses cuando estas alteraciones se hacen mds evidentes y mas significativas en todos los

pardmetros evaluados. Por tanto este seria el momento ideal de evaluaciéon de la terapia génica.

R2.1.3. Analisis angiografico

Los animales de los dos grupos experimentales fueron sometidos a angiografia fluoresceinica para la
evaluacion de aparicion de anomalias vasculares a 1, 2 y 3 meses post-induccién de la diabetes. Se
tomaron fotografias de fondo de ojo de animales STZ y controles (figura R-13) a 5 min post-
administracién de la fluoresceina, bajo filtro de fluorescencia verde. En ningun caso se detectaron
puntos de exudacidn, avascularizacion o angiogénesis cuantificables. Los animales STZ
aparentemente exhibieron una red vascular normal, similar a los animales control en todos los
puntos de andlisis. Sélo en algunos animales STZ a 3 meses post-induccidon se aprecid una zona
levemente mas fluorescente en retina central, pero no se pudo cuantificar y, por tanto, no se tomd

como una alteracion a tener en cuenta.
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Figura R-13. Andlisis angiografico de animales control y tratados con STZ. Angiografias fluoresceinicas mediante
inyeccion intraperitoneal de fluoresceina y visualizacion de la red vascular de la retina en el fondo del ojo, pre-tratamiento y
a1, 2y 3 meses post-induccion de la diabetes. Se tomaron fotografias de fondo de ojo 5 min post-administracién de 10 pl/g
peso corporal de fluoresceina al 10% para evaluar la aparicion de puntos de exudacion o avascularizacion.

Por tanto, aunque la técnica de angiografia fluoresceinica es muy util a nivel experimental por la
posibilidad que ofrece de realizar un analisis in vivo no invasivo del estado de la red vascular
retiniana, en este modelo en particular no nos sirve ya que no es lo suficientemente resolutiva como
para mostrar las alteraciones microangiopaticas que sufren los animales en estas fases tan

tempranas de la patologia.

R2.1.4. Evaluacién post-mortem de los eventos patoldgicos en la retina

Los animales del segundo bloque experimental (18 ratas inyectadas con 65 mg/kg STZ y 18 ratas
inyectadas con el vehiculo) fueron eutanasiados a 1, 2 y 3 meses post-induccidon para realizar
caracterizacién post-mortem de alteraciones a nivel morfoldgico, histolégico y de expresidén génica

en retina.
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R2.1.4.1. Andlisis morfoldgico

Para evaluar los cambios morfolégicos en la retina de ratas STZ se cuantificé el grosor de las distintas
capas de la retina en criosecciones tefiidas con hematoxilina-eosina de 5 animales por grupo, en 3
campos por cada 0jo, a 1, 2 y 3 meses post-induccion de la diabetes (figura R-14). Las retinas de las
ratas STZ aparecieron significativamente mas delgadas ya a 1 mes post-induccién, comparado con
retinas de ratas control. Este adelgazamiento se situd sélo en las capas nuclear interna y plexiforme
interna, donde se encuentran las células bipolares, amacrinas y horizontales principalmente. La
reduccion en el grosor de estas capas se mantuvo mas o menos estable durante los 3 meses de
estudio, detectandose en los analisis a 2 y 3 meses post-induccién. El grosor del resto de capas de la

retina se mantuvo sin cambios, comparado con las retinas control.
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Figura R-14. Efectos del tratamiento con STZ en la histologia de la retina de rata. (A,D,G) Imagenes representativas de
retinas de animales control, y (B,E,H) retinas de animales tratados con STZ a 1, 2 y 3 meses post-induccion de la diabetes
respectivamente. (C,F,|) Graficos comparativos de las medias de grosor de las distintas capas de la retina a 1, 2 y 3 meses
post-induccion respectivamente. Las barras representan la media £+ SD de la cuantificacién de 6 animales por grupo. *
p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 comprado con ratas control del mismo tiempo de tratamiento. En A se indican los acrénimos
para cada uno de las secciones de la retina analizadas: IS+OS: segmentos internos y externos de los fotorreceptores, ONL:
capa nuclear externa, OPL: capa plexiforme externa, INL: capa nuclear interna, IPL: capa plexiforme interna, GCL: capa de
células ganglionares.



R2.1.4.2.

Andlisis de la expresion génica
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Figura R-15 Efectos del tratamiento con STZ en la expresiéon génica en retina de factores inflamatorios y pro-
angiogénicos. Se extrajo RNA mensajero de retinas de ratas de los grupos control y STZ a 1, 2 y 3 meses post-induccién
de la diabetes. Se analizaron y compraron los niveles de expresion de (A) TNF-a, (B) GFAP, (C) VCAM-1, (D) ICAM-1, (E)
VEGF, (F) PEDF y (G) SST. Los niveles de expresion de los distintos genes fueron normalizados con el gen GAPDH, de
expresion constitutiva. Los datos representan la media £ SD de 6 ratas por grupo. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001
comprado con ratas control del mismo tiempo de tratamiento.



A fin de determinar los cambios en la expresidn génica de genes pro-inflamatorios y relacionados con
la angiogénesis en retinas STZ se realizd PCR cuantitativa de extractos de RNA de retinas de ratas STZ

y controles a 1, 2 y 3 meses post-induccion de la diabetes.

El factor de necrosis tumoral (TNF-a), una citoquina inflamatoria relacionada con la apoptosis, el
reclutamiento leucocitario y la expresién de moléculas de adhesion, al contrario de lo esperado, vio
disminuida su expresién en retinas STZ comparado con retinas control a partir de 1 mes post-
induccion (figura R-15A). No se observd una alteracidn significativa en ninglin punto de andlisis en la
expresion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), relacionada con la activacion de la glia de la retina

en respuesta a un estrés metabdlico (figura R-15B).

También se analizé la expresién de la molécula de adhesién vascular-1 (VCAM-1) y la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) (figuras R-15C y D), dos mediadores de la adhesion de células
inmunitarias a los vasos sanguineos, relacionadas con la leucostasis, la oclusion capilar, la
permeabilidad vascular y la pérdida de células endoteliales. Sélo en el caso de ICAM-1 se observo un
incremento significativo del orden de 0.5 veces en la expresidon a un mes post-induccidn en retinas de
ratas STZ comparado con ratas control, aunque la expresion se vio normalizada a 2 y 3 meses. En

cambio, no se observd ninguna alteracion en la expresion de VCAM-1.

Se analizd la expresién del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGFa), un factor clave en la
promocién de la neovascularizaciéon ocular y la inflamacién, y en este caso, al contrario de lo
esperado, tampoco se observaron alteraciones significativas en su expresion a 1, 2 o 3 meses post-

induccion de la diabetes comparando retinas STZ con retinas control (figura R-15E).

Finalmente se analizaron los niveles de expresion de los dos factores anti-angiogénicos seleccionados
como posibles agentes terapéuticos en este trabajo, el factor derivado de epitelio pigmentado (PEDF)
y la somatostatina (SST). En el primer caso (figura R-15F) se observd como las retinas de ratas STZ
mostraban una sobre-expresion de PEDF creciente a 1 y 2 meses post-inducciéon, comparado con
retinas control, aunque esta sobre-expresién se vio normalizada a los 3 meses. En cambio, la
expresion de SST se vio levemente disminuida en retinas STZ a 2 meses post-induccion (figura R-15G),

alteracién que no se observé ni a 1 nia 3 meses.

R2.1.4.3. Andlisis inmunohistoquimico

Finalmente, se determind la presencia de células apoptdticas mediante tincion TUNEL y se realizd
simultaneamente inmunotincion contra GFAP para determinar la activacion glial en criosecciones de
retinas control y retinas STZ a 1, 2 y 3 meses post-induccién (figura R-16). No se observaron células
claramente positivas por TUNEL en ningin momento post-induccién de la diabetes, sélo una leve

tincion difusa en algunas criosecciones en ratas 2 y 3 meses post-tratamiento. En cambio, la



inmunotincion contra GFAP reveld un incremento progresivo en la expresion de esta proteina en las
células gliales de ojos de ratas tratadas con STZ comparado con ojos de ratas control, observandose

una maxima expresion de GFAP a 2 meses post-induccién.
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Figura R-16 Efecto del tratamiento con STZ en la apoptosis y la activacion glial de retina de rata. Se realiz ensayo
TUNEL (fluorescencia verde) para detectar la presencia de células apopotéticas, y inmunotincion contra GFAP
(fluorescencia roja) para detectar la activacion glial en criosecciones de retinas de ratas control o tratadas con STZa 1,2y 3
meses post-tratamiento. Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI. Barra de escala = 20 pum.



En conjunto, los datos analizados de los distintos parametros estudiados en este modelo de
retinopatia diabética nos revelan que estos animales sufren una cierta alteracién ocular a causa de la
diabetes inducida, principalmente en la funcion electroretinografica. No se ha detectado alteracién
alguna en el andlisis angiografico, probablemente debido al tipo de alteraciones vasculares, que no
suelen progresar a alteraciones macroscdpicas en tan poco tiempo. Las alteraciones morfoldgicas de
las retinas STZ, con el adelgazamiento de la capa nuclear interna, concuerdan con los resultados
electroretinograficos donde se muestra una clara alteracion en los OPs, que provienen de la actividad
de células amacrinas y bipolares. Sin embargo, al contrario de lo esperado, no se ha detectado
apoptosis en esta capa de la retina en los ensayos TUNEL, aunque si se ha detectado una cierta
activacion glial, sefial de estrés oxidativo. Los resultados menos concluyentes de este estudio han
sido los analisis de expresion de factores inflamatorios y relacionados con patologia vascular. En
todos los genes analizados no se ha detectado una alteracion clara en los animales STZ, y en el caso
del TNF-q, tipico factor sobreexpresado en retinas diabéticas, se ha detectado una reduccién en su

expresion.

R2.2- Modelo de neovascularizacion ocular en raton

El objetivo de este apartado de mi tesis ha consistido en la puesta a punto y optimizacion del modelo
de neovascularizacion coroidea (NVC) inducido por laser en ratéon asi como su completa
caracterizacion, tanto a nivel de funcion de retina como a nivel de progresion de la

neovascularizacion y los principales eventos patoldgicos.

R2.2.1. Generacién del modelo de NVC mediante fotocoagulacién con laser verde de 532 nm

Para la generacion del modelo se usaron ratones macho salvajes de la cepa C57BL/6N, que son
ratones pigmentados y, por tanto, absorben bien la energia del laser, y estudios anteriores indican
como los machos de la sub-cepa N responden mejor a la creacién de lesiones neovasculares por laser

(Pooretal., 2014).



Figura R-17. Induccién de lesiones en retina
de ratén con un sistema de laser guiado por
imagen. (A) Imagen de fondo de ojo de raton
con 4 lesiones en retina central, equidistantes
del nervio optico. (B) Imagen de fondo de ojo
de ratdn con 7 lesiones en retina central,
equidistantes del nervio éptico. (C) Imagen de
fondo de ojo con aparicion de hemorragia sub-
retiniana leve en una lesion. (D) Imagen de
fondo de ojo con aparicion de hemorragia intra-
vitrea grave en una lesion.

Una vez anestesiados los animales y las pupilas dilatadas, se realizaron las lesiones por
fotocoagulacién con laser verde a 250 mW de intensidad y 100 ms de duracidon, con un tamafio de
spot de 50 um, en el area de retina central. Se realizaron 4 lesiones por ojo en las posicionesa 3, 6, 9
y 12 horas equidistantes al nervio dptico en los animales asignados al protocolo 1, dirigido a los
estudios in vivo y a la evaluacién post-mortem de la aparicion de neovascularizacién coroidea (figura
R-17A). De esta manera las lesiones quedaban lo suficientemente separadas como para reducir al
maximo las probabilidades de fusién entre ellas. Los animales asignados al protocolo 2, dirigido al
estudio de los cambios en la expresion génica y analisis histoldgicos, fueron sometidos a 7 lesiones
con laser por ojo (figura R-17B), aumentando asi la alteracidn de la retina con el fin de hacer mas

patentes los cambios en los patrones de expresion.

Una fotocoagulacion exitosa es aquella que provoca la rotura de la membrana de Bruch (MB), hecho
gue permitira la invasion del espacio sub-retiniano por los neovasos emergentes desde la coroides en
el proceso de angiogénesis patoldgica. En un primer momento, una correcta lesidn se presumia por
la aparicion de una burbuja alrededor del spot quemado (forma de halo), observada en el fondo de
ojo en el momento de la aplicacion del laser. Ademas, la rotura de la MB se corroboré mediante
tomografia de coherencia dptica (OCT), realizada el mismo dia de la fotocoagulacién (figura R18). Si
la lesion habia sido realizada correctamente se observaba una discontinuidad en la capa de la MB
(figura R-18AB), en cambio una lesion mal ejecutada no producia ninguna discontinuidad (figura R-

18D), por tanto el laser no habia sido enfocado correctamente y no habia llegado a romper la MB.



Figura R-18: Visualizacion por OCT de distintos tipos de lesiones. (A,B) imagen de fondo de ojo y OCT de una lesién
en la que se ha conseguido de manera apropiada la ruptura de la membrana de Bruch (sefialado con flecha blanca). (C,D)
Imagen de fondo de ojo y OCT de una lesién fallida, que no ha conseguido la ruptura la membrana de Bruch (sefialado con
flecha negra). (E,F) Imagen de fondo de ojo y OCT de una lesién fallida, que ha provocado hemorragia subretiniana y
desprendimiento de retina (sefialado con flecha roja). Las flechas verdes en las imagenes de fondo de ojo indican la zona
donde se ha realizado el OCT.

En algunos casos, la aplicacién del laser provocd hemorragias, que pudieron ser de pequefia
envergadura (figura R-17C) o masivas (figura R-17D). En el primer caso la lesién en concreto podia ser
excluida en los estudios de neovascularizacién. En cambio, el segundo caso el ojo entero era excluido
del estudio ya que la hemorragia provocaba un desprendimiento de retina (figura R18-F) que podia

afectar al proceso de neovascularizacidn e inducir alteraciones inflamatorias no deseadas.

R2.2.2. Caracterizacion in vivo de la progresion de las lesiones

Las lesiones fueron analizadas a distintos tiempos post-laser mediante angiografia fluoresceinica (AF)
y tomografia de coherencia dptica (OCT) para monitorizar su evolucion y determinar el punto éptimo

de progresion para los estudios post-mortem.

Se realizé AF a dia 2, 4, 7, 9, 11 y 14 post-laser y se observé la aparicion de exudados hiper-
fluorescentes en las zonas lesionadas (figura R-19A,B). Estas areas fluorescentes fueron cuantificadas
mediante software de imagen Image-J y la evolucién temporal se midié calculando al diferencia de
tamanos entre dos dias de analisis consecutivos (figura R-19C). De esta manera se observé como las
areas de exudacién sufrian una regresion inicial entre los dias 2 y 4 post-laser, probablemente debido
a una reduccion en la inflamacién inicial de la zona lesionada. Posteriormente las lesiones

evolucionaron incrementando significativamente su tamafio entre los dias 4 y 7, momento en el que



se presume la aparicién de los neovasos, seguido de un estancamiento hasta el final del estudio a 14

dias post-laser.
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Figura R-19. Analisis temporal angiografico. (A) imagen de fondo de ojo con 4 lesiones equidistantes del nervio dptico
en retina central. (B) Imagenes de angiografia fluoresceinica a 2, 4, 7, 9, 11 y 14 dias post-laser. (C) Cuantificacion de la
progresion en el tamafio de las lesiones mediante medicion de area exhudativa y célculo de la diferencia de tamafio entre
dias consecutivos. Cada punto representa la diferencia de tamafio de una lesion en un periodo temporal y las barras
representan la media = SD. ***p<0.001, comparado con el periodo temporal anterior.

La evolucion de las lesiones también fue monitorizada mediante OCT a 2, 5 y 7 dias post-laser (figura
R-20). Esta técnica permitié observar cémo lesiones que habian roto la MB, a dia 2 aun no exhibian
alteraciones sub-retinianas y a partir del dia 5 empezaba a aparecer una masa celular alrededor de la
lesién, correspondiente a la neovascularizacidn invadiendo el espacio sub-retiniano (figura R-20,
sefialado con flechas rojas), junto con aparicién de fluido en algunos casos (figura R-20, sefialado con

flechas blancas), tipico sintoma de exudacidn por parte de los nuevos vasos mas débiles.



Figura R-20: Seguimiento por OCT de la evolucion de lesiones durante 7 dias. Se realizd OCT en el momento de
aplicacion del laser en las 4 lesiones de un ojo para visualizacion de rotura de membrana de Bruch. Posteriormente se
realiz6 OCT a dias 2, 5y 7 post-laser para monitorizacion de la evolucion de las lesiones, visualizacion de aparicion de
areas neovasculares (zonas sefialadas en rojo) y aparicion de fluido subretiniano (zonas sefialadas en blanco).

Se analizaron 3 animales (6 ojos) mediante OCT y se cuantificaron el nimero de roturas de la MB, el
numero de lesiones con aparicion de neovascularizacion y el numero de exhudados sub-retinianos
(tabla...). De un total de 25 lesiones analizadas, se detectd rotura de la MB en 23 y en todas ellas
meno una se observo aparicion de neovascularizacion coroidea a partir del dia 5. En cambio, sdlo en
56% de las lesiones exhibieron presencia de fluido sub-retiniano, a partir del dia 5. En algunos casos
el liquido desaparecia cuando se analizaba a dia 7, en otros, el liquido no aparecia hasta el dia 7. Sélo

en un caso la NVC observada a dia 5 desaparecio (cicatrizaciéond e la herida) a dia 7.



Tabla R-02: cuantificacion de lesiones con neovascularizacién y liquido sub-retiniano en imagenes OCT. OD, ojo
derecho; Ol, ojo izquierdo; MB, membrana de Bruch; NV, neovascularizacién; LSR, liquido sub-retiniano.

animal1, animal1, animal 2, animal 2, animal 3, animal 3,

oD (o]} oD (o]] oD (o]]

n° lesiones 4 4 4 5 4 4 25 100%
n° roturas MB 4 4 4 3 4 4 23 92%
n° NV (dia 2) 0 0 0 0 0 0 0 0%
n° NV (dia 5) 3 4 4 3 4 4 22 88%
n° NV (dia 7) 3 4 3 3 4 4 21 84%
n° LSR (dia 2) 0 0 0 0 1 0 1 4%
n° LSR (dia 5) 2 3 2 1 2 14 56%
n° LSR (dia 7) 1 3 1 1 4 3 13 52%

R2.2.3. Evaluacién de la funcién visual mediante electroretinograma focal (fERG)

La alteracion funcional de la retina en las areas lesionadas se determind mediante fERG en
condiciones escotdpicas (figura R-21). Se realizaron lecturas electroretinograficas a tres intensidades
de estimulo luminoso, a dias 7 y 14 post-laser, en un area incluyendo una sola lesidon de cada ojo y se

compararon con lecturas en un area del mismo tamafo en ojos control sin lesionar.

A 7 dias de la realizacidon de las lesiones con ldser se observd una reduccidn significativa en la
amplitud de la onda b de los animales de estudio, comparado con los animales control. Esta
reduccion sélo se detecté cuando se estimularon los ojos a maxima intensidad de flash de luz (12800
cd-s'-m™) pero no se observé a intensidades menores, donde la respuesta electroretinografica es muy
leve. El mismo andlisis realizado a 14 dias post-laser revelé la misma alteracién en la amplitud del
ERG de los animales de estudio, aunque en este punto la diferencia frente a los controles era menor.
También se comparé la amplitud de la onda a del electroretinograma y en este caso sélo se observo
una disminucién significativa en la sefial en animales tratados con laser a 7 dias post-intervencién en
las mismas condiciones de estimulo luminoso. Finalmente se compard el tiempo implicito del ERG
(tiempo que tarda en aparecer la onda electroretinografica desde la estimulacidon con luz) y este
parametro también se vid alterado tanto a 7 dias como 14 dias, viéndose una diferencia
estadisticamente significativa sélo cuando se estimulaba a baja intensidad de flash de luz (200 cd-s:m’
?), cuando no se satura la retina y se aprecian las diferencias en cuanto a velocidad de respuesta.
Estos resultados demuestran que la aplicacion de laser para la rotura de lamembrana de Bruch y el
subsiguiente crecimiento de neovasos provenientes de la coroides, invadiendo el espacio sub-

retiniano, causa una alteracion plausible en la retina neural afectando a la transduccién de la seiial



eléctrica y, por tanto, afectando a la funcionalidad de la retina. Esta alteracién es mas evidente a 7
dias post-laser, momento de maximo crecimiento de la lesion neovascular, mientras que a 14 dias
sufre una cierta reversién debido seguramente a procesos de cicatrizacién y recuperacion de la

retina.
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Figura R-21. Analisis electroretinografico comparativo entre zona no lesionada y zona lesionada de retina de raton a
7 y 14 dias post-laser. Se realiz6 fERG de areas de retina sana de ojo control (A) y areas de retina lesionada de ojo
lesionado con laser (B) midiendo a distintas intensidades de flash luminoso a 7 y 14 dias post-laser. (C) Cuantificacion y
comparacion de la amplitud de las ondas b y a, y el tiempo implicito, representando una media de 6 animales por grupo.
*p<0.05, **p<0.01y ***p<0.001 comparado con area sin lesionar (control) a la misma intensidad.



R2.2.4. Cuantificacion de las dreas neovasculares mediante inmunofluorescencia en flat-mounts

Otra forma de cuantificar las lesiones neovasculares consiste en la realizacion de inmunotincién con
isolectina-B4 post-mortem para la deteccién de células endoteliales en las zonas lesionadas. El tejido
ocular fue diseccionado, eliminando el polo anterior y la retina, y se dispuso el polo posterior (EPR +
coroides + esclera) en forma de flat-mount (figura R-23A). En la figura R-22 se muestran dos
imagenes de la capa de células del EPR desde una vista frontal, donde se observaron las uniones
intercelulares marcadas en rojo por la inmunotinciéon con anticuerpo anti-zonula occludens-1. En la
zona donde se realizo la lesion con laser (figura R22B) se observd una alteracidon de la capa del EPR,
desapareciendo las uniones intercelulares y apareciendo en el centro de la lesidn una tincidén
especifica con isolectina-B4, sefial de presencia de células endoteliales emergiendo desde la coroides

hacia el espacio sub-retiniano. Estas células crecieron desordenadamente, en distintos planos.

Iso-B4

Figura R-22: Deteccion de células endoteliales en las areas lesionadas. Los ojos de los animales de estudio fueron
diseccionados, se elimind la retina y el polo posterior fue montado en flat-mount exponiendo el EPR. Se realizé co-
inmunofluorescencia anti-zénula ocludens (ZO-1) para la visualizacién del EPR vy isolectina-B4 (Iso-B4) para la deteccion de
células endoteliales. (A) Imagen de microscopia de fluorescencia de una zona sin lesionar. (B) Imagen de microscopia de
fluorescencia de una zona lesionada. Barras de escala = 10 um.

Se compararon los tamanos de lesiones a 7 y 14 dias post-laser en 6 ratones por grupo con 4 lesiones
en cada ojo, para determinar el crecimiento de las areas neovasculares (figura R-23). Los promedios
de las cuantificaciones mostraron como a 7 dias post-laser las lesiones eran significativamente mas
grandes que a 14 dias. Esto puede ser debido al estancamiento en la angiogénesis y al proceso de

cicatrizacion que se da entre los dias 7 y 14.
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Figura R-23: Cuantificacion de las areas neovasculares a 7 y 14 dias post-laser. (A) Ejemplo de las cuatro lesiones de
un ojo marcadas con isolectina-B4. El tamafio de las lesiones fue cuantificado mediante delimitacion del perimetro y
obtencion del valor de &rea en unidades arbitrarias. (B) Cuantificacion de las lesiones de 6 animales a 7 dias post-laser y 6
animales a 14 dias. Representacion de la media de tamafios £ SD. **p<0.01 comparado con la media de tamafios a 1
semana post-laser. NO: nervio dptico.

Tomando estos resultados en conjunto con los resultados obtenidos en los experimentos in vivo de
caracterizacion de evolucion de las lesiones y evaluacién de la funcién visual, se determind el dia 7

post-ldser como el momento dptimo de analisis en futuros estudios de terapias anti-angiogénicas.

R2.2.5. Evaluacién de la expresién génica

A parte de los estudios vasculares, otro punto de caracterizacion del modelo fue el analisis de las
alteraciones en la expresion de diversos genes relacionados con procesos inflamatorios vy
angiogénicos en retina lesionada con laser. Se extrajo RNA de polo posterior de ojos con 7 lesiones a
1, 2, 3 y 5 dias post-laser y de ojos control sin Idser. Se observé como la proteina acida fibrilar glial
(GFAP), relacionada con el estrés glial, se encontraba sobre-expresada a 1, 2 y 3 dias post-laser,
comparado con el control (figura R24-A). Esta sobre-expresion fue maxima a dia 1 y luego fue
disminuyendo hasta alcanzar los niveles basales a dia 5. Lo mismo se observd en el caso de la

proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1), una de las quimiocinas clave en la regulacién de



la migracion e infiltracion de monocitos y macréfagos, y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
una citoquina clave en procesos inflamatorios y apoptéticos. En ambos casos se observd un pico de
sobre-expresion a dia 1 post-laser que fue remitiendo en dias posteriores hasta alcanzar niveles
basales a los 5 dias (figuras R24B y C). La sobre-expresién temprana de estos tres factores es
indicativo de un proceso inflamatorio agudo debido a la realizacién de las lesiones, que va

remitiendo a medida que el tejido va cicatrizando.

Por otra parte también se analizo la expresion de genes relacionados con angiogénesis, como son la
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), el factor de crecimiento placentario (PIGF-1), la
variante 165 del factor derivado de endotelio vascular (VEGF-165) y el VEGF-120 (figuras R-24D-G).
Sin embargo, en estos casos no se observd una sobre-expresion de estos factores, como era de
esperar debido al evidente crecimiento neovascular que se da en las lesiones. No se detectd
alteracidn significativa en la expresién de ICAM-1, y en el caso del PIGF y las dos variantes de VEGF la

expresion se vio inhibida a 3 -5 dias post-laser, en comparacién con los ojos control.
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Figura R-24: Efectos de la lesion con laser en retina de raton en la expresion génica de factores inflamatorios y pro-
angiogénicos. Se extrajo RNA de polo posterior de ojos de ratén a 1, 2, 3 y 5 dias post-laser, o de ojos control. Se
analizaron y compararon los niveles de expresion de (A) GFAP, (B) MCP-1, (C) TNF-a, (D) ICAM-1, (E) PIGF-1, (F) VEGF-
165 y (G) VEGF-120. Las barras representan la media + SD de 6 animales. * p<0.05, ** p<0.01 y *** p<0.001 comparado

con el grupo control.



R2.2.6. Evaluacidn histolégica

Por ultimo, se efectuaron pruebas histolégicas para componer un analisis cualitativo de la expresion
de distintos factores en una zona control y una zona lesionada con laser. La tincidn con hematoxilina-
eosina permitid situar areas control y las areas lesionadas (figura R-25A,B) en los ojos de animales
tratados con laser 3 dias post-intervencidn. En las lesiones se pudo observar la desestructuracion de
la retina en la zona donde impactd el laser con rotura del EPR, asi como la invasidn del espacio sub-
retiniano por una masa celular que corresponderia a la neovascularizacion emergiendo desde la

coroides.

i oo o 'd"!\'fi
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Figura R-25: Imagen histolégica de una lesién neovascular. Microsecciones de parafina tefiidas con hematoxilina-eosina
para la visualizacion de las estructuras celulares. (A) Retina de ratén sin lesionar. (B) Retina lesionada, 7 dias post-laser,
con disrupcion de la membrana de Bruch y el EPR, e invasion endotelial en el espacio sub-retiniano. GCL: capa de células
ganglionares, IPL: capa plexiforme interna, INL: capa nuclear interna, OPL: capa plexiforme externa, ONL: capa nuclear
externa, IS+OS: segmentos internos y externos de los fotorreceptores, EPR: epitelio pigmentado de la retina, CNV:
neovascularizacion coroidea.

Se usaron microsecciones consecutivas para realizar inmunofluorescencia (figura R-26). La tincién
anti-RPE-65 (fluorescencia roja) marcé las células del EPR y permitid visualizar la continuidad de éste
en una retina control (figura R-26A), o la disrupcidon debida a la lesién con laser (figura R-26B),
evidenciando la rotura de la membrana de Bruch. Se observd como la GFAP, que sélo se encuentra
expresada en la capa de células ganglionares en las zonas control, aumenté su expresion en las zonas
lesionadas, internalizandose en las capas exteriores de la retina, apuntando a una activacién glial en
la zona afectada. El VEGF mostré una expresion ubicua en toda la zona de la retina sin lesionar (zona
control), pero esta expresién se vio levemente incrementada en la zona lesionada, sobretodo en las
células emergentes de la lesidn. Sin embargo, esta sobre-expresidén no se detectd en la retina neural,
posible motivo por el cual no se observé un incremento de la expresion de VEGF en extractos de RNA
total de polo posterior cuando se analizé por PCR cuantitativa. Finalmente, el marcaje con colageno
IV permitio visualizar las células endoteliales. En la zona control sélo se observé marcaje en los vasos
propios de la retina y en la coroides, mientras que en la zona lesionada se observé marcaje en el
centro de la lesidon, concretamente en el espacio sub-retiniano, indicando la invasion endotelial que

se produce debido a la neovascularizacion.



Figura R-26: Efecto de la lesion con laser en la expresion de GFAP, VEGF, Colageno-IlV y RPE-65. (A)
Inmunotinciones en microsecciones de 5 um de retinas control y (B) retinas con lesion a 3 dias post-laser, con anticuerpos
anti-proteina acidica fibrilar glial (GFAP) para detectar estrés glial, anti-factor derivado de epitelio pigmentado (VEGF) para
detectar angiogénesis, colageno IV (Col 1V) para marcar células endoteliales y anti-proteina RPE-65 para marcar el epitelio
pigmentado de la retina. Contratincién de los nucleos con DAPI. Barras de escala = 40 pm.
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R2.3- Inyeccién sub-retiniana para administracion de terapia génica ocular

R2.3.1. Puesta a punto de la técnica de inyeccidn sub-retiniana en roedores

La ruta de administracion elegida para llegar al espacio sub-retiniano fue la via trans-escleral. La
metodologia fue desarrollada adaptando varios protocolos publicados anteriormente (Puras et al.,
2013, Delgado et al., 2012), siguiendo los pasos ilustrados en la figura R-27. Manteniendo el animal
anestesiado y una vez dilatada la pupila, el ojo fue inmovilizado mediante puntos de sutura y se
disgregé el tejido conjuntivo de la zona superior del globo ocular para acceder a la esclera (figura R-
27A-C). Se realizé la esclerotomia con un bisturi, efectuando un corte lo suficientemente profundo
como para acceder a la retina pero sin sobrepasarla (figura R27D-E) y finalmente se introdujo la aguja
de inyeccion de una forma tangencial, para acceder al espacio sub-retiniano, donde se administro el

compuesto deseado en cada caso (figura 728F).

Figura R-27: Imagenes de los principales pasos para la administracion de compuestos en el espacio sub-retiniano
de un ojo de roedor. (A) Mantenimiento de la anestesia con isofluorano inhalado. (B) Ojo con pupilas dilatadas. (C)
Procedimiento de separacién del tejido conjuntivo para la exposicion de la esclera. (D) Realizacion de un corte en esclera y
coroides con bisturi. (E) Visualizacion de la retina evaginando por el orificio. (F) Introduccion de la aguja con punta roma,
paralela a la coroides, para la administracién en el espacio sub-retiniano.

El procedimiento condujo a tres posibles resultados: una administracién correcta, creando una
burbuja por debajo de la retina y subsiguiente desprendimiento de retina (figura R-28A), la puncion
de un vaso sanguineo de la retina con la aguja de inyeccién, causando una hemorragia intravitrea o
sub-retiniana (figura R-28B) o el sobrepaso de toda la retina y la administracién en el vitreo, con
posible puncion del cristalino (figura R-28C). Las situaciones 2 y 3 se consideraron administraciones

fallidas y por tanto se descartaron de los estudios de terapia génica.



Figura R-28: Posibles resultados de la inyeccion sub-retiniana visualizados mediante imagen de fondo de ojo.
Inmediatamente posterior a la realizacion de la inyeccién, los animales fueron colocados en el equipo Micronlll para
visualizacion del fondo de ojo. (A) Imagen mostrando una administracion en el espacio sub-retiniano (B) Imagen de fondo de
ojo de una administracion en el espacio subretiniano con presencia de hemorragia. (C) Imagen mostrando una
administracion incorrecta, con invasion en la cavidad vitrea.

Una vez optimizada la técnica de administracion se llegé a conseguir un porcentaje de éxito de entre

el 60 y el 80%.

Tabla R-03: Resumen del niimero de inyecciones realizadas durante el proceso de optimizacion de la técnica y
cuantificacion de los distintos resultados obtenidos.

. . N2 de
N2 de inyecciones . .
. X inyecciones con Ne de
o Ne de ojos correctas (presencia de . . . |
Producto administrado . . . presencia de inyecciones sin
inyectados burbuja SR, ausencia de . .
burbuja SRy burbuja SR
hemo) .
hemorragea
PBS 16 10 3 3
Lipofectamina +
10 6 1 3
pMC-tdTomato
Total 26 16 (61,5%) 4 (15,4%) 6 (23,1%)

R2.3.2. Caracterizacion de los eventos derivados de la inyeccién

Animales administrados correctamente con 2 ul de PBS fueron mantenidos durante 4 semanas hasta
el momento de la eutanasia para la evaluacién histolégica de posibles alteraciones permanentes en
retina debido al procedimiento quiridrgico. La inmunofluorescencia en criosecciones revelé un
aumento significativo en la expresién de GFAP en la zona de inyeccién, comparado con una zona
alejada del mismo ojo, revelando una activacién de las células de Miiller y por tanto un estrés de la
retina en esa area. En cambio, la tincion TUNEL no revelé presencia células apoptdticas en ninguna

capa de la zona de retina inyectada (figura R-29).
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Figura R-29: Efecto de la inyeccion sub-retiniana en la apoptosis celular y la expresion de GFAP en retina. Imagenes
de inmunofluorescencia en criosecciones de ojos con inyeccion subretiniana de PBS, a 4 semanas post-inyeccion. (A) Zona
control de la retina, (B) zona inyectada, (C) control positivo de la técnica TUNEL. Se realizé inmunotincién de células
apoptéticas mediante técnica TUNEL y inmunotincion con anticuerpo anti-GFAP. Los nucleos fueron contratefiidos con
DAPI. Barras de escala = 40 um.

R2.3.3. Transfeccion con Lipofectamina® y plasmido de expresiéon de tdTomato en EPR de rata

mediante inyeccidn sub-retiniana

Una vez puesta a punto la técnica de inyeccion sub-retiniana se dispuso a realizar un experimento de
transfeccion con el reactivo comercial Lipofectamina® (LF) como vehiculo de internalizacion de ADN.
Se uso el plasmido pcDNA.tdTomato, que contiene el gen tdTomato bajo el promotor constitutivo de
origen viral CMV y se generaron los complejos de tranfeccidn mezclando 0,2 ug pcDNA-tdTomato +

40% LF.

A los 5 dias post-transfeccion, se detectd una expresion significativa de tdTomato (fluorescencia roja)
en la capa del EPR de los ojos inyectados con LF/tdTomato, comparado con los ojos inyectados con
PBS, donde no se detectd ninguna fluorescencia parecida (figura R-30). De los 6 ojos inyectados
exitosamente con mc.tdTomato, se detectaron células positivas por tdTomato en 5 de ellos, sélo en

la capa del EPR, en la zona proxima al punto de inyeccidn. Esto sugiere que la administracion sub-



retiniana tuvo un efecto localizado, por tanto es improbable que, mediante esta técnica, se llegue a

transfectar zonas mas alejadas de la retina.

DAPI merge

DAP| merge

Figura R-30: Visualizacion de células rojas en EPR de rata transfectado con Lipofectamina + plasmido
mc.tdTomato mediante inyeccion sub-retiniana. Ojos control inyectados con 2 pul PBS (A) y ojos inyectados con 0,2 ug
pcDNA.tdTomato en medio acuoso conteniendo 40% LF (B) fueron diseccionados 5 dias post-inyeccion y el EPR fue
expuesto mediante montaje en flat-mount del polo posterior. Los nicleos fueron contratefiidos con DAPI y las preparaciones
fueron observadas en el microscopio de fluorescencia bajo filtro verde para la deteccién de células positivas para Tomato.
Barras de escala = 10 pum.
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Resultados - Parte |l

ESTUDIO DE SISTEMAS NO VIRALES DE TERAPIA GENICA EN RETINA

El objetivo principal de esta tesis es la generacion de un sistema de terapia génica no viral para la
expresion de los factores PEDF y SST en retina, para el tratamiento de patologias oculares
vasoproliferativas. En el desarrollo éptimo de estos sistemas, tan importante es el vehiculo de
transfeccion (nanoparticula) como el material genético (vector plasmidico). Durante mi trabajo de
tesis doctoral se ha trabajado en el desarrollo de vectores plasmidicos especificamente disefiados
para terapia génica ocular y en el testado de dos sistemas de nanoparticulas no virales como

vehiculos de transferencia genética en células del EPR: nanoparticulas proteicas y quitosanos.
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R3.1- Generacion de vectores no virales de expresion de PEDF y SST

R3.1.1. Clonacidn de los vectores plasmidicos

Se generaron dos tipos de vectores plasmidicos, usando como esqueleto el vector precursor de
minicirculos (pMC). El primer tipo de plasmidos se generé mediante la introduccién de los cDNAs del
PEDF, la SST y el tdTomato en pMC junto con el promotor CMV y una secuencia de poliadenilacion al
final (figura R-31A-C). En segundo lugar, otro set de plasmidos fue generado usando también el pMC,
cambiando esta vez el promotor por VMD2 y afadiendo la secuencia S/MAR a C-terminal de los
genes (figura R-31D-E). Los 6 plasmidos fueron comprobados por patrén de digestidon y secuenciacion

(datos no mostrados).
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Figura R-31: Representacion esquematica de los plasmidos obtenidos en las clonaciones. (A,B,C) plasmidos de
expresion de PEDF, SST y tdTomato bajo CMV. (D,E,F) plasmidos de expresién de PEDF, SST y tdTomato bajo VMD-2 y
S/MAR. Coll Origin: origen de replicacion en procariotas; 32xiScel: 32 dianas de restriccion consecutivas para la enzima
iScel; attB y attP: sitios especificos de recombinacién; KanR: gen de resistencia a Kanamicina; BGHpA: secuencia de
poliadenilacién; S/MAR: regién de union a matriz.

R3.1.2. Generacién de los minicirculos

Una vez obtenidos los plasmidos pMC, estos se sometieron al protocolo de generacién de
minicirculos (figura R-32A). En este protocolo se indujo la recombinacidon entre las secuencias att
mediante la induccion de la expresion de la recombinasa Cre bacteriana con L-arabinosa,
generandose dos plasmidos: el minicirculo conteniendo exclusivamente el casete de expresion
(promotor — gen — secuencias reguladoras) y otro plasmido conteniendo el resto de secuencia
bacteriana o esqueleto. Este ultimo fue degradado por las mismas bacterias con la enzima iScel

producida también bajo induccion por L-arabinosa. Finalmente se purificaron los productos de las



inducciones y se analizaron mediante digestion y electroforesis en gel de agarosa (figura R-32B). En
todos los casos se observé como el producto de induccidon contenia mayoritariamente una banda
correspondiente al minicirculo, de tamafio molecular inferior al vector pMC, purificado de cultivos sin
inducir. El gel también reveld que la induccidon no era 100% efectiva, apareciendo siempre una fina
banda del tamafo del plasmido precursor en los extractos purificados de la induccion. Este
remanente de plasmido precursor presente en los purificados no se tomd como contaminacion
negativa, debido a su igual capacidad de expresion del gen, y se procedid con los experimentos

usando estas muestras.

A MEZCLA DE INDUCCION:
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Figura R-32: Sistema de generacion de minicirculos. (A) Diagrama del proceso de produccién de plasmidos minicirculos,
por el cual se induce la expresién de la recombinasa ®C31 y la enzima iScel, codificadas en el genoma de las bacterias
ZYCY10P3S2T. ®C31 produce la recombinacién entre las secuencias attP y attB del vector precursor, generando el
minicirculo y el plasmido esqueleto, que es degradado por iScel. Finalmente se purifica el minicirculo mediante kit maxiprep.
pMC: vector precursor de minicirculo, LB: caldo de lisogenia. (B) Gel de agarosa de comprobacion de generacion de
minicirculos de todos los vectores de interés, obtenidos en el proceso de clonacion. Las bandas representan los plasmidos
linearizados. Columnas 1,3,5,7,9 y 11 plasmidos precursores, obtenidos de la purificacién del cultivo sin induccion.
Columnas 2,4,6,8,10 y 12 plasmidos minicirculo obtenidos de la purificacion del cultivo en que se ha afiadido la mix de
induccioén. L: marcador de peso molecular.



R3.1.3. Analisis in vitro de la expresion de tdTomato, SST y PEDF

Los minicirculos generados en el apartado anterior fueron usados en ensayos de transfeccion in vitro
en células de epitelio pigmentado humano (linea celular ARPE-19) para corroborar su capacidad de

expresion de los transgenes en células eucariotas.
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Figura R-33: Expresion in vitro de tdTomato en células ARPE-19 transfectadas con mc.tdTomato o mc.VMD2-
tdTomato-SMAR. Cultivos de células ARPE-19 fueron transfectados con los minicirculos de expresion de tdTomato
(mc.tdTomato 0 mc.VMD2-tdTomato-SMAR) con la ayuda de X-Treme®. (A) Imagenes de microscopia de fluorescencia de
celulas control (sin transfectar) o transfectadas con los dos vectores, 24 h post-transfeccién. (B) Analisis por citometria de
flujo del nimero de células positivas por tdTomato. (C) Cuantificacion del porcentaje de transfeccién con los dos vectores
minicirculo. Las barras representan la media de 4 réplicas + SD.



El analisis bajo microscopia de fluorescencia de las células transfectadas con los minicirculos de
expresion de tdTomato (mc.tdTomato y mc.VMD2-tdTomato-SMAR) 48 h post-transfeccién mostro
una expresion significativa de la proteina roja fluorescente en comparacion con las células sin
transfectar, que no mostraron fluorescencia (figura R-33A). La cuantificacion mediante citometria de
flujo mostré como el minicirculo de expresion de tdTomato bajo CMV produce unos ratios de
transfeccion significativamente mayores (37.7% de las células tdTomato+) que el minicirculo de

expresion bajo VMD2 (19.1% de las células tdTomato+) (figura R-33B,C).
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Figura R-34: Expresion in vitro de PEDF y SST en células ARPE-19 transfectadas con mc.PEDF, mc.VMD2-PEDF-
SMAR, mc.SST o mc.VMD2-SST-SMAR. (A) im&genes de fluorescencia de inmunocitoquimica anti-PEDF (marcado en
rojo) en células sin transfectar (control), células transfectadas con X-Treme® + el plasmido mc.PEDF y células transfectadas
con X-Treme® + el plasmido mc.VMD2-PEDF-SMAR. (B) imagenes de fluorescencia de inmunocitoquimica anti-SST
(marcado en rojo) en células sin transfectar (control), células transfectadas con X-Treme® + el plasmido me.SST y células
transfectadas con X-Treme® + el plasmido mc.VMD2-SST-SMAR. Visualizacién de los nucleos con tincion DAPI en azul. (C)
Cuantificacion de la expresiéon génica mediante PCR cuantitativa de PEDF o SST en extractos de RNA de ARPE-19
transfectadas con los distintos complejos. Las barras representan la media + SD de 4 replicados.



La transfeccion transitoria en ARPE-19 con los minicirculos de expresion de PEDF y SST mostrd unos
resultados similares (figura R-34). Los vectores mc.PEDF y mc.SST, de expresion bajo el promotor
CMV, exhibieron unos altisimos ratios de expresién de los transgenes, con una sobre-expresion del
orden de 6.000 y 15.000 veces superior a las células control, respectivamente. En cambio, los
plasmidos mc.VMD2-PEDF-SMAR y mc.VMD2-SST-SMAR produjeron una sobre-expresién mucho mas

moderada (de 20 y 50 veces superior a la expresion basal en las células control, respectivamente).

Estos resultados concuerdan con la hipétesis de que el promotor de origen virico CMV es mucho mas

potente que el promotor de origen humano VMD-2 en cultivos celulares.

R3.2- Estudio de las nanoparticulas proteicas R9-GFP-H6 como sistemas

transferencia génica no viral en retina

En este punto de mi trabajo de tesis se establecié una colaboracion con el Dr. Villaverde para testar

las nanoparticulas R9-GFP-H6 como sistema no viral de terapia génica ocular.

R3.2.1. Produccidn y caracterizacion de las nanoparticulas R9-GFP-H6

En primer lugar se realizé un experimento de produccion y purificacién de proteina R9-GFP-H6. Este
experimento se llevd a cabo en los laboratorios del Dr. Villaverde, con la colaboracién de la Dra. Neus

Ferrer.

A

Figura R-35: Purificacion de la nanoparticula R9-GFP-H6. (A) Cromatograma del paso del extracto proteico producto de
la lisis del cultivo bacteriano por una columna de Ni2* mediante FPLC. Se recogieron las fracciones de la 1 a la 17. El pico "
contiene una fraccion inespecifica de proteinas, el pico 1 representa la primera muestra especifica deR9-GFP-H6
(fracciones 12-13) y el pico 2 contiene la mayor parte de proteina R9-GFP-H6 (fracciones 14-16). (B) Gel de acrilamida de
las distintas fases de purificacién de la proteina. Carril 1, lisado celular; carril 2, muestra de carga en el cromatograma; carril
3, flujo a través de la cromatografia; carril 4, fraccidn 4 del pico inespecifico; carril 5, fraccién 5 del pico inespecifico; carril 6,
Pico 1; carril 7, Pico 2; carril 8, ultima fraccion recogida (17).



La proteina R9-GFP-H6 producida en E. coli fue purificada mediante cromatografia liquida rapida de
proteina (FPLC) y se obtuvieron 2 muestras correspondientes al pico 1 y el pico 2 del cromatograma
(figura R-35A). El pico 1 mostré una fluorescencia verde menos intensa, mientras que la proteina del
pico 2 exhibia un potente color verde, debido a la GFP. En gel de acrilamida de las distintas etapas del
proceso de purificacidon se observa como la muestra, que al principio era totalmente heterogénea y
presentaba una gran cantidad de proteinas provenientes de la lisis celular (figura R-35B, carril 1), a
medida que se iba sometiendo a los pasos de purificaciéon, fue perdiendo impurezas y finalmente se

obtuvo una muestra pura de la proteina de interés (figura R-35B, carriles 7 y 8).

Una vez purificadas, las proteinas fueron dializadas usando distintos buffers (tabla R-04). Las
proteinas recogidas en el pico 1, por su menor cantidad, sélo fueron dializadas con buffer Tris-
Dextrosa y se obtuvo una solucién a 685.5 ug/ml. En cambio, el producto recogido en el pico 2 de
dialisis fue repartido en tres alicuotas que fueron dializadas con 3 buffers distintos para probar su
solubilidad en cada uno de ellos: 500 mM Tris-NaCl, Tris-Dextrosa 5% y tampén salino de Hank (HBS,
de sus siglas en inglés). En los 3 casos gran parte de la proteina precipitd, mostrando su baja
solubilidad, siendo el 500 nM Tris-NaCl el mas efectivo solubilizando. Los precipitados de las tres
dialisis fueron aislados y resuspendidos en 1 M Tris-NaCl, que por su elevado contenido en sales fue
capaz de solubilizar toda la proteina. De esta manera, al final se obtuvieron 7 muestras distintas de Ia
proteina: una muestra proveniente del pico 1, dializado en Tris-Dextrosa, y 6 muestras del pico 2, 3
de ellas correspondientes a las fases solubles de las dialisis con 500 nM Tris-NaCl (solucidon a 1020.9
ug/ml de proteina), Tris-Dextrosa (solucidn a 100 ug/ml de proteina) y HBS (solucidn a 92.3 ug/ml de
proteina), y 3 de ellas correspondientes a las solubilizaciones de los precipitados en las dialisis con 1

M Tris-NaCl (soluciones a 1916.9, 3049.5 y 2127.6 ug/ml).

Tabla R-04: Productos finales de la didlisis de las fracciones de proteina R9-GFP-H6 obtenidos por HPLC. SN,
sobrenadante.

Muestra Producto de dialisis

PICO 1 SN del dializado con Tris-Dextrosa 1-TD 685,5

PICO 2 SN del dializado con Tris-NaCl 500 mM 2-TN 1020,9
Pellet del dializado con Tris-NaCl 500mM, resuspendido en Tris-NaCl 1M 2-P.TN-TN 1916,9
SN del dializado con Tris-Dextrosa 2-TD 100
Pellet del dializado con Tris-Dextrosa, resuspendido en Tris-NaCl 1M 2-P.TD-TN 3049,5
SN del dializado con HBS 2-HBS 92,3

Pellet del dializado con HBS, resuspendido en Tris-NaCl 1M 2-P.HBS-TN 2127,6




R3.2.2. Estudios de unién a ADN plasmidico

Los distintos productos obtenidos de la didlisis fueron mezclados con 500 ng de ADN plasmidico a
distintos ratios proteina-ADN (1:1, 10:1 y 40:1; ng proteina:ng ADN). Las mezclas fueron incubadas en
tubos de microcentrifuga a temperatura ambiente durante 1 h y seguidamente se analizé la
formacion de complejos mediante electroforesis en gel de agarosa (figura R-36). Debido a su baja
concentracién, las muestras provenientes de las fases solubles recuperadas de la dialisis con Tris-

Dextrosa y HBS de la proteina del pico 2 no fueron utilizadas en este ensayo, sélo las muestras

resolubilizadas en 1 M Tris-NacCl.
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Figura R-36: Eficiencia de union de las distintas muestras de nanoparticula R9-GFP-H6 y ADN a distintos rations
N/P. Visualizacion por electroforesis en gel de agarosa. EI ADN usado fue un plasmido circular de unos 8.000 pb. 1:1, 10:1y
40:1 se refiere a los distintos ratios NP:ADN (ug:ug) probados. NP, nanoparticula; 1-TD, muestra proveniente del pico 1,
dializada con solucion de Tris-Dextrosa; 2-TN, muestra proveniente del pico 2 dializada con solucién de 0.5 M Tris-NaCl; 2-
P.TN-TN, muestra proveniente del pico 2 dializada con 0.5 M Tris-NaCl precipitada y resuspendida en 1 M Tris-NaCl; 2-
P.TD-TN, muestra proveniente del pico 2 dializada con Tris-Dextrosa, precipitada y resuspendida en 1 M Tris-NaCl; 2-
P.HBS-TN, muestra proveniente del pico 2 dializada con buffer HBS, precipitada y resuspendida en buffer 1 M Tris-NaCl.

En todos los casos, el gel de agarosa mostrd un retardo total en la migracion del ADN bajo el pulso
electroforético sélo cuando éste fue mezclado a ratio 40:1 con las proteinas. Las mezclas a ratio 1:1

no produjeron a penas ningun retardo en el plasmido y sélo parcialmente a ratio 10:1.

El gel de agarosa también mostré una elevada quimioluminiscencia de la proteina sin unir a plasmido,
observada en los carriles 9, 13, 17 y 21. Este hecho fue indicativo de una gran cantidad de ADN
exogeno unido a las nanoparticulas, probablemente procedente de las bacterias donde se realizd la
produccion, que quedo libre en el proceso de lisis y pudo adherirse a las proteinas y ser arrastrado

por ellas durante todo el proceso de purificacion.

Este ADN exdgeno podria ser también el causante de la baja eficiencia de union de plasmido por

parte de las proteinas.



R3.2.3. Estudios de transfeccion in vitro

Los complejos proteina-ADN fueron testados en cultivos de la linea celular ARPE-19 para probar su
habilidad de transfeccién y promociéon de la expresion de un gen reportero, en este caso el
tdTomato. Se usd el plasmido mc.tdTomato, generado en los anteriores experimentos de clonacién,

que contiene el gen tdTomato bajo el promotor virico CMV.

A Control negativo Control positivo

FOCA

NP:DNA (1:1) NP:DNA (10:1)

-

NP:DNA (40:1)

% células positivas
por Tomato

Figura R-37: Eficiencia de transfeccion in vitro de los complejos R3-GFP-H6/ADN en cultivos de ARPE-19. Las
células ARPE-19 fueron incubadas con distintas formulaciones NP:ADN vy la eficiencia de transfeccion fue cuantificada por
citometria de flujo. (A) imagenes de microscopia de fluorescencia y gréficos de puntos de citometria de flujo de las células
control negativo (sin transfectar), control positivo (transfectado con X-Treme®) vy transfecciones con las distintas
formulaciones NP:ADN a ratios 1:1, 10:1 y 40:1. (B) grafica de barras de porcentaje de células positivas por tdTomato
(media de 3 experimentos £ SD).



Las células transfectadas con X-Treme® (control positivo) o con proteina-ADN a ratios 1:1, 10:1 y 40:1
fueron observadas bajo microscopio de fluorescencia 24 h post-transfeccién y analizadas mediante
citometria de flujo para cuantificar el porcentaje de células positivas por tdTomato en cada caso
(figura R-37). Los analisis revelaron que, aunque aparecieron células rojas en la transfeccién con los
complejos en las tres formulaciones, las eficiencias de transfeccion fueron bastante bajas
comparadas con el control positivo, consiguiendo un maximo del 4% de las células transfectadas en
la formulacién 40:1 (figura R-37B). Se demostré, por tanto, una mala capacidad de estas
nanoparticulas de actuar como vehiculo para terapia génica en estas condiciones especificas de

cultivo in vitro.

R3.2.4. Estudios de transfeccion in vivo

Finalmente se decidié por testar la eficiencia de transfeccion in vivo de los complejos R9-GFP-H6-ADN
a ratio 40:1. Sélo en 3 ojos de 8 inyectados correctamente con NP+tdTomato (37.5% de los casos)
mostraron una cierta transfeccién exclusivamente en la capa de células del EPR, visualizado como
fluorescencia roja debida a la expresién de tdTomato en las preparaciones en flat-mount (figura R-

38A) asi como en las imagenes de criosecciones de retina (figura R-38B).
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Figura R-38: Expresion génica in vivo de tdTomato después de inyeccion sub-retiniana de nanoparticula R9-GFP-H6
vacia (NP vacia) o poliplexos R9-GFP-H6/ADN con el plasmido mc.tdTomato (NP + mc.tdToamto) a ratio 40:1 en
rata. (A) imagenes de microscopia confocal de polo posterior de rata montado en flat mount, enfocado en el EPR. (B)
imagenes de microscoia confocal de criosecciones de retina de rata. Expresion nativa de tdTomato con tincion DAPI de los
nucleos.



Esta expresion sélo se detectd en la zona adyacente al sitio de inyeccién, en una cantidad muy
reducida de células, indicando nuevamente una baja eficiencia de transfeccion de estos complejos

NP+ADN bajo estas condiciones experimentales.

R3.2.5. Estudio de los quitosanos NOVAFECT 015 como sistemas de transferencia génica no viral en

retina

Debido a los malos resultados obtenidos en los experimentos de transfeccion con R9-GFP-H6 se

decidié de barajar otros sistemas de transferencia génica no viral.

Los quitosanos, poliplexos compuestos de cadenas lineares de B-(1-4) D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina, son compuestos biodegradables de muy baja toxicidad que han sido ampliamente
estudiados como vehiculos de terapia génica por su capacidad de compactar ADN mediante
interacciones electroestaticas. Estos polimeros pueden variar mucho segun su peso molecular y su
grado de deacetilacién, caracteristicas que influencian en su efectividad como vectores no virales
(Klausner et al., 2012). En esta parte de mi tesis se estudié la capacidad de transfeccién de los
oligoquitosanos ultrapuros NOVAFECT 015 (Novamatrix©, FMC Corp. Sandvika, Noruega) como

vectores de terapia génica no viral para retina.

R3.2.6. Caracterizacion de los complejos quitosano-ADN

Tabla R-05: Formulaciones de poliplexos quitosano/ADN a diferentes ratios de carga N/P.

Ratio de carga N/P

1:1 (ul) 5:1 (ul) 10:1 (pl) 20:1 (ul) 30:1 ()
Plasmido (0,5 mg/ml) 2.64 2.64 2.64 2.64 2.64
NOVAFECT 015 (2 mg/ml) 0.45 2.21 442 8.84 13.3
Agua ultrapura 496.91 495.15 492.94 488.52 484.06
Volumen total 500 500 500 500 500

Existen publicaciones anteriores que demuestran la capacidad de los quitosanos Novafect 015 de
compactar plasmidos de ADN (Klausner et al., 2010; Puras et al., 2013). Estos complejos, aunque
suelen ser bastante estables, es necesario de prepararlos frescos en cada experimento por tal de
obtener resultados reproductibles. Se prepararon poliplexos quitosano/ADN usando 13.2 pg/ml de
plasmido mc.tdTomato y distintas cantidades de quitosano segun el ratio de carga (ratio N/P) (tabla
R-05), siguiendo las instrucciones del fabricante. El estudio de la capacidad de unidn a nuestro ADN
plasmidico se realiz6 mediante ensayo de retardo en gel de agarosa (figura R-39). El carril 1

corresponde al plasmido “libre” sin quitosano, y por tanto muestra su patron electroforético normal.



Los carriles 3-7 corresponden a los poliplexos en distintos ratios N/P. Se observé como a medida que
el ratio N/P iba aumentando, el patron electroforético del ADN plasmidico iba cambiando,
retardando su migracién a través del gel y finalmente, en los ratios mas elevados (10:1, 20:1 y 30:1),
guedaba completamente secuestrado, indicio de que todo el ADN era acomplejado en

nanoparticulas con los quitosanos.
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Figura R-39: Eficiencia de unién entre quitosano 015 y ADN plasmidico a diferentes ratios N/P. Electroforesis en gel
de agarosa de los distintos complejos. El carril 2 corresponde al ADN plasmidico (pDNA) libre, los carriles 3-7 corresponden
a los poliplexos quitosano:ADN (O15:pDNA) de menor a mayor ratio de carga y el carril 8 corresponde al quitosano sin ADN.

R3.2.7. Estudios de transfeccion in vitro

Previamente al testado de la capacidad de transfeccion in vivo de los poliplexos quitosano/ADN en
retina de rata, se estudio la influencia del ratio N/P y el pH en la eficiencia de transfeccion en cultivos
de ARPE-19. En estos estudios se usaron solo los ratios N/P que habian mostrado una efectividad

total de formar poliplexos en el ensayo de retardo en gel de agarosa (ratios 10:1, 20:1y 30:1).

Como se observa en la figura R-40, los niveles de transfeccion en ARPE-19 fueron muy bajos en todas
las condiciones, comparado con el control positivo. En todos los ratios N/P testados, la eficiencia de
transfeccion fue mayor a pH 7.1 que a pH 7.4, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. La maxima expresion de tdTomato se observd a ratio 10:1, pH 7.1 (4.5% de las células).
Sin embargo, las células mostraron un aspecto sano, no se detectd un incremento en la muerte

celular y se considerd que los quitosanos no provocaban toxicidad.
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Figura R-40: Eficiencia de transfeccion de los poliplexos quitosano/ADN en células ARPE-19. (A) Imégenes de
contraste de fase, imagenes de fluorescencia y grafica de puntos de citometria de células ARPE-19 control (Control Neg.),
transfectadas con X-Treme® (Control Pos.) o con poliplexos quitosano/ADN a ratios de carga 10:1, 20:1 y 30:1 en medio a
pH 7,4 0 7,1. Las imagenes fueron adquiridas 24 horas post-transfeccion. (B) Cuantificacion de las células positivas por
tdTomato bajo transfeccidn con Lipofectamina 2000TM o distintos ratios de quitosano a pH 7.4 0 7.1. (media + SD, n=3).



R3.2.8. Estudios de transfeccion in vivo

Siguiendo los resultados obtenidos en los experimentos in vitro, se tomo el ratio N/P de 10:1 para el
testado de la eficiencia de transfeccion in vivo en ojos de rata mediante inyeccion sub-retiniana. Se
inyectaron 5 ojos con pliplexos O15:pcDNAhrGFP en medio a pH 7.1 y 4 ojos con medio sin poliplexos

como controles.

Zona control 2>

Zona inyectada

Figura R-41: Expresion génica in vivo de hrGFP después de inyeccion sub-retiniana de poliplexo quitosano
O15/ADN en ojo de rata. Se inyectaron 2 pl de poliplexos con el plasmido mc.hrGFP, a ratio N/P de 10:1, en el espacio
sub-retiniano. (A) imagenes de fluorescencia de flat-mounts de polo posterior enfocado en el EPR, de una zona no inyectada
y una zona inyectada con los poliplexos. Los nicleos se marcaron con DAPI y se realizd inmunofluorescencia con
anticuerpo anti-GFP para detectar la expresion producida por la transfeccién. (B) Imagen de una preparacién en flat-mount
entera sefialando la zona de inyeccion done se encontraron células positivas por GFP.

A los 5 dias post-inyeccién, los ojos fueron diseccionados y montados en flat-mounts para la

realizacion de inmunofluorescencia anti-GFP. La expresion de GFP fue evaluada mediante



visualizacion de la fluorescencia verde en la zonas de inyeccién y en zonas control (alejadas del punto
de inyeccidn) (figura R-41). Se observé una fluorescencia aparentemente especifica en 3 de los 5 ojos
transfectados con O15:ADN, en las zonas adyacentes al punto de inyeccién (figura R-41B). Esta sefial
no aparecido en ninguno de los ojos inyectados con medio ni tampoco en las zonas de la retina
alejadas del punto de inyeccion. Sin embargo, las células fluorescentes observadas en las zonas
transfectadas tenian una morfologia un tanto distinta a la tipica morfologia del epitelio pigmentado
de la retina, observada en las zonas control (figura R-41A). Este resultado, sorprendentemente
positivo si nos guiamos por los datos obtenidos en la fase in vitro, nos hizo sospechar de la presencia
de otro tipo celular debido a la alteracion de las capas de la retina producida por la inyeccion, o de

una posible toxicidad de los poliplexos, aunque estas cuestiones aun quedan por dilucidar.



DISCUSION



146



La retinopatia diabética (RD) y la degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) son dos de las
degeneraciones retinianas mds prevalentes en los paises industrializados, siendo las principales
causas de pérdida de visién en adultos de edad avanzada. Las dos patologias, que tienen origenes
distintos y mecanismos moleculares complejos, se caracterizan por una neurodegeneracién
progresiva con presencia de apoptosis en la retina, activacion glial y estrés oxidativo, y la aparicién de
neovascularizacién en sus fases mas avanzadas. El PEDF y la SST son dos factores expresados de
forma natural en el ojo que han sido ampliamente investigados por sus potenciales acciones anti-
angiogénicas y neuroprotectoras y por tanto han sido considerados por muchos autores como dos

potenciales agentes terapéuticos para el tratamiento de la RD y la DMAE.

Este trabajo se ha centrado en el estudio de nuevas estrategias de terapia génica no viral para la
sobre-expresion de PEDF y SST en el tratamiento de la RP y la DMAE. Para ello, se han desarrollado
modelos in vitro para el estudio de las acciones anti-angiogénicas del PEDF y la SST; se han generado
y caracterizado dos modelos animales, uno de diabetes tipo | con alteracién retiniana parecida a la
RD y uno de NVC mimetizando la neovascularizacion presente en la DMAE exudativa. También se ha
puesto a punto la técnica de inyeccidon sub-retiniana en rata y raton para la administracion de
compuestos de terapia génica y se ha corroborado la capacidad de transfeccién de las células del
epitelio pigmentado. De cara a la terapia génica no viral, se han realizado experimentos de clonacién
para la obtencion de vectores plasmidicos optimizados de expresion de SST y PEDF, se ha estudiado
su capacidad de expresion en cultivos celulares y finalmente se han realizado estudios de eficacia de
transfeccion in vitro e in vivo con dos sistemas de terapia génica no viral basados en nanoparticulas

proteicas y quitosanos.

D1. EL FACTOR DERIVADO DE EPITELIO PIGMENTADO (PEDF) Y LA
SOMATOSTATINA (SST) COMO CANDIDATOS PARA TERAPIA GENICA EN RD
Y DMAE

El factor derivado del epitelio pigmentado (PEDF) es la molécula anti-angiogénica mds potente
conocida (Dawson et al., 1999). La accién del PEDF en el tejido ocular y sus patrones de expresién
relacionados con la expresion de VEGF han sido ampliamente estudiados, revelando la accion
contrapuesta de estos dos factores en un balance de estimulos que controla el desarrollo de la
neovascularizacién (Sparger et al., 2001). Varios estudios publicados han demostrado la accion anti-
angiogénica y neuroprotectora del PEDF tanto en modelos in vitro como en modelos animales (Duh
et al., 2002; Dawson et al., 1999; Cao et al., 1999, Amano et al., 2005). El estudio publicado por

Elayappan et al. muestra como el tratamiento de células endoteliales de retina con 10 nM de PEDF



inhibio la viabilidad inducida por VEGF a través de la inhibicion de la sefializacién PI3K/Akt, indujo la
apoptosis mediante activacion de caspasa-3 e inhibié la migracién inducida por VEGF (Elayappan, et
al., 2009). Cai, et al. también reportan una reduccién significativa de la proliferacién endotelial
inducida por VEGF al tratar los cultivos con 100 ng/ml (2.3 nM) PEDF asi como un efecto inhibitorio
significativo en la migracién y la formacién de estructuras tubulares (Cai, et al., 2006). En nuestros
experimentos estudiamos el efecto del PEDF a distintas concentraciones sobre la accidén angiogénica
inducida por VEGF en células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC). Nuestros resultados
han demostrado, en concordancia con los datos previos, un efecto inhibitorio del PEDF a
concentracién 10 nM en la migracién de células HUVEC inducida con VEGF, asi como la proliferacion
de estas células inducida con VEGF. Ademas, el PEDF también fue capaz de inhibir la formaciéon de
estructuras tubulares en co-cultivo de endoteliales y fibroblastos inducido con un céctel de factores
de crecimiento. En conclusién, se corrobord la potente accidn anti-angiogénica del PEDF y se

instauraron en el laboratorio las técnicas necesarias para demostrarlo.

La somatostatina (SST) es un péptido con un amplio espectro de acciones inhibitorias, principalmente
en el sistema nervioso central, pero también en otros tejidos como el tracto digestivo (Reichin,
1983). En el ojo, se ha demostrado que la SST es una de las moléculas neuroprotectoras mas
importantes sintetizadas por la retina (Cervia et al., 2007). La accion anti-angiogénica de la SST ha
sido estudiada sobre todo en modelos de células tumorales, usando andlogos de SST con afinidad
especifica por los distintos receptores (Woltering, 2003; Danesi y Del Tacca, 1996). En células
endoteliales, se ha visto que los andlogos de SST ejercen su actividad anti-angiogénica a través de la
inhibicién directa de la proliferacion celular y/o mecanismos indirectos afectando a la accién de
determinados factores de crecimiento (Lawnicka et al., 2002; Dasgupta, 2004; Dal Monte et al.,
2011). En particular, en células endoteliales de microvasculatura humana, analogos de SST con alta
afinidad por el receptor sstl han demostrado que interfieren con la produccién de VEGF y su
receptor VEGFR-2 (Bocci, et al. 2007). En cuanto al efecto anti-angiogénico de la SST en ojo, también
se han realizado varios trabajos usando modelos animales knock-out por sstl o sst2, donde se ha
determinado la funcidn clave del receptor sst2 en el control de la angiogénesis ocular (Dal Monte et
al., 2007; Cervia et al., 2012). Los resultados de nuestros estudios in vitro muestran como la
somatostatina-14 nativa a concentraciéon 100 uM inhibe la proliferacion y la migracion de células
endoteliales inducida por VEGF asi como la formacion de estructuras tubulares, aportando nuevas

evidencias a la accion anti-angiogénica de este péptido.

En general, los resultados obtenidos en los ensayos in vitro sirvieron para corroborar el potencial
anti-angiogénico de los péptidos PEDF y SST. Estos dos factores, que se secretan de forma natural por
las células del EPR y ejercen sus funciones de forma paracrina en las células de la retina (Simo et al.,

2010), se ha demostrado que se encuentran disminuidos en pacientes con RD (Ogata et al., 2002;



Hernandez et al., 2005; Simé et al., 2007) y, sélo en el caso del PEDF, también en pacientes con
DMAE exudativa (Holekamp et al., 2002). Estos datos, junto con las evidencias de la accién anti-
angiogénica y neuroprotectora del PEDF y la SST (Tombran-Tink & Barnstable, 2003; Zhu & Zou, 2012;
Dal Monte et al., 2012; Carrasco & Miralles, 2007), nos indujeron a plantearnos el desarrollo de una
estrategia de terapia génica para el tratamiento de la RD y la DMAE mediante la sobre-expresién de

estos factores en retina.

D2. EL MODELO DE DIABETES TIPO | INDUCIDO CON STZ EN RATA COMO
MODELO DE RD

La diabetes inducida con estreptozotocina (STZ) es un modelo experimental pre-clinico usado
comunmente. El modelo de rata tratada con STZ mimetiza la patologia humana induciendo la
hiperglicemia mediante la destruccion de las células beta del pancreas (Schnedl et al., 1994), pero
aunque se han descrito cambios vasculares en este modelo muy parecidos a los que se dan en
humanos, la vasculopatia no progresa a neovascularizacion. Los eventos patolégicos en la vasculatura
de la retina descritos en este modelo van desde pérdida de pericitos, fuga vascular, rotura de la
barrera hemato-retiniana, pérdida de células ganglionares, dafio en las células endoteliales, oclusion
vascular y engrosamiento de la membrana basal (Robinson, et al., 2012). También se ha descrito una
respuesta inflamatoria de la retina dependiendo de la cepa de rata usada (Adamis y Berman, 2008),

asi como alteraciones en la funcién visual (Kohzaki, et al., 2008).

En el desarrollo de esta tesis doctoral se decidid usar ratas de la cepa Long Evans para crear este
modelo de retinopatia diabética, siguiendo lo que otros autores habian descrito en la literatura. Esta
cepa es pigmentada y por tanto permite la correcta visualizaciéon de la vasculatura retiniana
mediante angiografia fluoresceinica, al contrario de las cepas albinas, como Sprague Dawley o
Wistar, donde la ausencia de pigmentacion provoca que se confundan los vasos de la coroides con
los vasos de la retina cuando, en presencia de fluoresceina, son visualizados por retinografia bajo
filtro verde. En nuestro caso, el modelo de diabetes fue creado correctamente mediante induccién
con una sola inyeccidn intra-peritoneal de STZ (65 mg/kg) que causo una desregulacion en los niveles
de glucosa en sangre de las ratas, mostrando valores por encima de 300 mg/d| a partir de 48 h post-
tratamiento y durante todo el tiempo de estudio. Esta incapacidad de absorcién de la glucosa por
parte de los animales provocd una pérdida de peso generalizada en todo el grupo de estudio. Estos
animales, definidos como diabéticos de tipo | debido a su incapacidad de segregar insulina, fueron
evaluados oftalmolégicamente para caracterizar el alcance de la patologia ocular derivada de la

diabetes.



La funcionalidad de la retina fue estudiada mediante electroretinograma (ERG). Las ondas a y b del
electroretinograma escotdpico se vieron alteradas, tanto en su tiempo de latencia, que se vio
aumentado ya desde el primer mes post-induccién en los animales STZ comparado con los controles,
como en su amplitud, que se vio reducida en fases mas tardias, a partir de los 2 meses y siendo mas
evidente a los 3 meses. Las ondas a y b son indicadores de la funcionalidad de los fotorreceptores y la
capa nuclear interna de la retina respectivamente. En concreto, se cree que la onda b viene
determinada por la actividad de las células bipolares ON (Green y Kapousta-Bruneau, 1999; Karwoski
y Xu, 1999) y con contribucién de las células de Miiller (Ripps y Witkovsky, 1985). Por tanto, la
reduccion en la amplitud de ambas ondas sugiere una alteracién tanto en la capa de fotorreceptores
como en la capa nuclear interna. Otro parametro que se estudio fueron los potenciales oscilatorios
(POs). Estas oscilaciones, que aparecen en la pendiente ascendiente de la onda b, se cree que
resultan de la actividad de las células amacrinas, como la retroalimentacion entre las células
amacrinas y bipolares y/o la comunicacién entre amacrinas y células ganglionares (Wachtmeister,
1998). Las alteraciones en los POs fueron las mas consistentes a nivel de funcidn visual observadas en
nuestro modelo, donde se observd un claro aumento en el tiempo implicito ya a 1 mes post-
induccién y una disminucion generalizada en las amplitudes de las distintas ondas, que se hizo mas

evidente a lo largo de los meses de estudio.

En sus inicios, el uso del ERG en pacientes no era capaz de detectar diferencias entre diabéticos y
controles. Sin embargo, desde 1962, cuando la intensidad de luz usada para generar un ERG se
incrementd, los potenciales oscilatorios fueron observados por primera vez y se descubrié una
distorsion en estas ondas en los pacientes diabéticos. Desde principios de los afios 60 se han
realizado numerosos estudios que han mostrado que el tiempo y la amplitud de los POs estan
alterados en los diabéticos (Bresnick et al., 1984; Juen y Kieselbach, 1990; Shirao y Kawasaki, 1998).
El hallazgo mas consistente es un retraso significativo en el tiempo de latencia del primer PO,
llamado PO1. Esto también ha sido descrito en modelos animales de diabetes (Aung et al., 2013). Es
importante destacar que alrededor del 31% de los pacientes sin retinopatia clinicamente detectable
(sin cambios vasculares detectables por oftalmoscopia o angiografia fluoresceinica) mostraron un
retraso significativo en el PO1 (Simonsen, 1980). Estos hallazgos en pacientes concuerdan con
nuestros resultados en el modelo inducido con STZ en rata, donde, aunque si que se observaron
cambios electroretinograficos, no se observd ninguna alteracidon angiopatica mediante angiografia

fluoresceinica.

En cambio, si que se detectaron alteraciones morfoldgicas en los animales tratados con STZ
comparado con los controles, viéndose un adelgazamiento en las capas internas de la retina (capa
nuclear interna y capa interplexiforme interna) a 1, 2 y 3 meses post-induccién. Estos resultados

concuerdan con las alteraciones electroretinograficas, respaldando la teoria de que se dan



alteraciones en la retina interna, probablemente en células bipolares y amacrinas. Sin embargo, no
se detectaron alteraciones en la capa de fotorreceptores. Existe una gran controversia en la literatura
en cuanto a alteraciones en los grosores de las distintas capas de la retina en este modelo, habiendo
autores que, como en nuestro caso, han reportado cambios morfoldgicos en las capas internas de la
retina (Barber et al. 1998), otros sélo observan adelgazamiento en la capa de fotorreceptores (Park
et al., 2003), y finalmente autores que no reportan ningin cambio morfolégico (Kirvin et al., 2009).
En nuestro caso, ademads, nos aparece una incongruencia en los resultados habiendo sido incapaces
de detectar células apoptodticas en las retinas STZ mediante la técnica TUNEL, cuando se esperaria
detectar un cierto incremento en la apoptosis en las capas internas de estas retinas. La muerte
celular en estas capas, sin embargo, podria ser detectada por otras técnicas o por contaje de nucleos,
obteniendo mas informacidn de estas alteraciones morfoldficas. Si que se detectd, sin embargo, un
aumento en la inmunorreactividad por GFAP en las criosecciones de ojos STZ a 2 meses post-
induccién, aunque esta sobre-expresion no se vio reflejada en los analisis cuantitativos de los niveles
de ARNm. Kirwin et al. reportan resultados parecidos en niveles de GFAP analizados por qPCR, donde
no observan ningln cambio a nivel de expresion génica a 1 y 3 meses de diabetes en ratas Long
Evans inducidas con STZ (Kirwin et al., 2011). Estos resultados podrian ser debidos a un patron
irregular de activacion glial observado en los ojos STZ en nuestros experimentos, que podria estar

enmascarando la sobre-expresion de GFAP a nivel de retina total.

Ademads de GFAP también se cuantificd la expresion de genes relacionados con inflamacién y
angiogénesis como son ICAM-1, VCAM-1, TNF-a y VEGF, asi como los genes de PEDF y SST. ICAM-1 se
vio sobre-expresado a 1 mes post-induccion con STZ pero no se detectd incremento en los niveles de
MRNA ni a 2 ni a 3 meses. ICAM-1 es un importante mediador de la adhesién de neutrdfilos y
monocitos al endotelio vascular y se ha demostrado que se encuentra sobre-expresado en retinas de
pacientes diabéticos (MclLeod et al., 1995). Miyamoto et al. describié una elevacion en los niveles de
ARNm de ICAM-1 en ratas diabéticas inducidas con STZ 7 dias post-induccion y lo relaciond con el
incremento de leucostasis y la permeabilidad vascular (Miyamoto et al., 1999). Posteriormente, Yu et
al. reportd un incremento en los niveles de proteina ICAM-1 en retinas de rata a 1, 3 y 6 meses post-
inducciéon con STZ (Yu et al., 2010). Sin embargo, estudios mas recientes publicados por Mima et al.
describen una sobre-expresidn génica de ICAM-1 en ratas inducidas con STZ sélo a 4 meses post-
induccién pero no antes. Estos resultados incongruentes presentados por varios autores dejan por

determinar si ICAM-1 sufre una alteracién verdadera en las retinas de las ratas inducidas con STZ.

Resultados parecidos se obtuvieron en el analisis de la expresion de VCAM-1, otro importante
mediador de la adhesién de monocitos, linfocitos y otras células inmunitarias en los vasos
sanguineos, donde no se observd ninguna alteracién en los niveles de ARNm de ojos STZ en

comparacion con controles. Contradictoriamente, otros autores si que han reportado un aumento en



los niveles de esta proteina en este modelo animal (Thing-Fong et al., 2016), aunque no hay muchos

datos que respalden estos estudios.

El factor de necrosis tumoral (TNF-a), por otra parte, se vio inhibido a nivel de ARNm en las retinas
de ratas STZ en todos los tiempos analizados, comparado con ratas control de la misma edad. El TNF-
a es una citoquina pro-inflamatoria que actia mediante interacciones ligando-receptor promoviendo
varios procesos inflamatorios como la regulacion positiva de la expresion de moléculas de adhesion,
el reclutamiento leucocitario, la induccidon de la apoptosis, la quimioatraccion de monocitos y la
amplificacion de la respuesta inmune a través de la estimulacién de varios factores de transcripcion,
factores de crecimiento y otros mediadores inflamatorios (Navarro et al., 2006). Los datos de
estudios pre-clinicos y clinicos han implicado este factor en el desarrollo de RD. Estudios clinicos han
demostrado niveles elevados de TNF-a. en membranas fibrovasculares oculares (Limb et al., 1996),
humor vitreo (Demircan et al., 2006) y plasma (Ben-Mahmud et al., 2004) de pacientes con RD, y
datos parecidos se han publicado en estudios pre-clinicos usando el modelo de rata inducido con STZ,
reportando una sobre-expresién tanto a nivel de ARNm como de proteina a 2 semanas, 1, 2y 4
meses post induccién (lbrahim et al.,, 2010; Mima et al., 2012; Tzeng et al., 2016). Nuestros
resultados se contradicen con estos datos publicados, poniendo en duda la reproductibilidad vy

fiabilidad de este modelo.

Esto se ve reforzado por los datos obtenidos del analisis de la expresion de VEGF, donde, una vez
mas, no hemos detectado diferencias de expresidon en los animales STZ comparado con los controles.
El VEGF es uno de los inductores de la angiogénesis mas potentes y se ha demostrado que su
expresion se ve alterada positivamente en ojos de pacientes diabéticos (Aiello et al., 1994; Adamis et
al., 1994). En el modelo de diabetes inducido con STZ en rata, sin embargo, encontramos
publicaciones con resultados distintos. Varios autores publican un rapido aumento en la expresién de
VEGF a partir del séptimo dia tras la induccién de la diabetes con STZ (Joussen et al., 2002; Yu et al.,
2010). En cambio, otros autores no ven un aumento significativo en el VEGF hasta los 2 — 4 meses de
diabetes (Mima et al., 2012). En nuestros analisis se usaron oligonucledtidos que reconocen zonas
comunes de las distintas isoformas de VEGF, hecho que no nos permitié identificar si habia
diferencias de expresion entre ellas. El analisis por separado de las distintas isoformas seria un punto
a tener en cuenta en experimentos futuros, asi como el andlisis de la expresion de los receptores de
VEGF, para poder dilucidar definitivamente si existe una alteracidon en los patrones de expresion de

este factor.

En resumen, tomando todos los resultados de expresion génica obtenidos en conjunto, con una n de
animales adecuada y con desviaciones similares a las publicadas, parece indicar que el modelo de

retinopatia diabética generado en este trabajo no experimenta apenas ninguna alteracion a nivel



inflamatorio. Esta conclusion se ve respaldada por el trabajo publicado por Kirwin et al., que compara
la respuesta inflamatoria a nivel de expresién génica y proteica en tres cepas distintas de rata
inducidas con STZ y revela una gran diferencia de respuesta entre ellas, siendo la cepa Sprague
Dawley la que reproduce una respuesta inflamatoria leve pero significativa. Sin embargo, ni la cepa
Brown Norway ni la cepa Long Evans exhiben una respuesta inflamatoria, mostrando unos niveles de
expresion de varios genes inflamatorios en animales tratados con STZ parecidos a los niveles de los
animales control (Kirwin et al., 2009). Sin embargo, cabria analizar en mas profundidad la expresién

de estos factores en este modelo, estudiando los niveles de proteinas.

Por tanto cabe concluir que, en nuestro caso, los experimentos de caracterizacion de la retinopatia
diabética en ratas Long Evans tratadas con STZ, a lo largo de 3 meses post-induccion, han
demostrado una alteracion significativa a nivel de funcion visual, una alteracién en la estructura
histoldgica de las retinas, una leve activacion glial pero la inexistencia de respuesta inflamatoria en la
retina de los animales diabéticos. Por tanto, la evaluacion de una terapia génica en este modelo sélo
se podria enfocar a la evaluacion de la recuperacion de la funcion visual y las alteraciones
histoldgicas, pero seria necesario usar ratas de otra cepa si se quisiera evaluar el efecto de la terapia

sobre alteraciones inflamatorias o vasculares.

D3. EL MODELO DE NEOVASCULARIZACION COROIDEA INDUCIDA CON LASER
EN RATON COMO MODELO DE DMAE HUMEDA

La degeneracién macular asociada a la edad es una patologia degenerativa de la retina muy compleja
gue involucra tanto factores genéticos como ambientales y afecta principalmente a la macula, la
zona altamente especializada de la retina encargada de la vision fina de los detalles (Lim et al., 2012).
Debido a estas caracteristicas es muy complicado de obtener un modelo animal que mimetice
completamente la patologia, ya que la mayoria de especies usadas en experimentacion, exceptuando

los primates, no tienen macula.

Sin embargo, existen varios modelos que recrean uno o varios acontecimientos patoldgicos
presentes en DMAE, ya sea en sus fases mas tempranas o en sus fases mas avanzadas de DMAE
atréfica y DMAE neovascular (revisado por Pennesi et al.,, 2012). De entre ellos, el modelo de
neovascularizacién coroidea (NVC) inducido por laser en ratén como modelo de DMAE neovascular
es uno de los mas usados en el estudio de nuevas terapias anti-angiogénicas, debido a su facil y
reproducible creacidn y su rapida progresion (Grossniklaus et al., 2010). Aunque ya se considera de
rutina, el modelo de CNV inducida con laser requiere de un disefio y una implementacién muy

controlados. En el desarrollo de este modelo en nuestro laboratorio usamos varios experimentos



para optimizar la aplicacion del laser, el marcaje de los neovasos, las técnicas de diseccion vy fijacion
del tejido ocular y la metodologia de medicion de las areas neovasculares, asi como los criterios de
exclusion. Consideramos que, para poder ser usado en la evaluacién de una terapia anti-angiogénica,
un punto muy importante es el establecimiento de los criterios de exclusién de lesiones. Cuando
aparecieron hemorragias intra-vitreas o sub-retinianas se consideréd que la lesion no se habia
realizado correctamente y, dependiendo del grado de envergadura de la hemorragia se decidia de
excluir del estudio sdlo la lesién en concreto o todo el ojo, en concordancia con los parametros

establecidos por Gong et al. (Gong et al. 2015).

El analisis del tamafo de las lesiones se realizé mediante dos técnicas: la angiografia fluoresceinica
(AF) y la inmunofluorescencia en flat-mounts. La primera, basada en la administracién de un
compuesto fluorescente que recorre el circuito venoso y posterior retinografia bajo filtro verde, es
un procedimiento rapido y sencillo que permite analizar una gran cantidad de animales en poco
tiempo y sin necesidad de eutanasia. Sin embargo, esta técnica puede introducir variabilidad en la
medicién real de la neovascularizacion debido a fendmenos de difusion del marcaje fluorescente que
se da por las fugas vasculares y a la dificultad de protocolizar la toma de imagenes debido a las
diferencias de captacion y circulacion del compuesto fluorescente entre los animales. Por otro lado,
la técnica de inmunofluorescencia por flat-mount, aunque es mas laboriosa, requiere de la eutanasia
de los animales y se tarda mas tiempo en obtener los resultados, permite un marcaje mas fiable de la
neovascularizacion y por tanto una medicion mas precisa de las lesiones. En nuestro caso usamos
isolectina-B4, que marca vasos sanguineos naive, ramitas inmaduras de células endoteliales y
microglia de apoyo asociado. Este hecho puede provocar la observacién de tamafios de lesion
ligeramente mas grandes del real (Shah et al., 2016). Otro factor a tener en cuenta es la cepa de
ratén escogida. Poor et al. reportan diferencias significativas en cuanto a tamanos de lesion
obtenidos y evolucién de éstas dependiendo de si la cepa wild-type de ratdn se adquiere en Charles

River, Taconic o laboratorios Jackson (Poor et al., 2014).

La evolucidn de las lesiones neovasculares en este modelo, segiin nuestras observaciones, se podria
clasificar en 3 fases: una fase “temprana” durante los 3 primeros dias post-laser, una fase
“intermedia” de los 3 a los 5 dias y una fase “final” del dia 7 al 14. Durante la fase temprana de
desarrollo de NVC, entre los dias 1-3 post-laser, no se detectd presencia de neovascularizaciéon
mediante AF ni en los analisis mediante OCT. En cambio, se detecté una fuerte respuesta
inflamatoria debido al dafio causado por el |aser, observado en el analisis de expresidn génica, donde
se detectd un pico de expresidon de los factores MCP-1, TNF-a y GFAP. Esta cascada inflamatoria
producida por la lesidn provocaria la liberacion de metaloproteinasas de matriz que degradarian la
membrana basal de los vasos de la coroides (Carmeliet, 2000), induciendo a la formacién de los

neovasos. En esta fase también se ha descrito la presencia de microglia accesoria y el reclutamiento



de macrofagos, que contribuirian a la organizacion y expansién de los neovasos (Caicedo et al., 2005;
Checchin et al., 2006). La activacién glial en la zona de la lesiéon también se detectd a 3 dias post-laser
mediante inmunofluorescencia y, aunque no habia presencia de neovascularizacién, si que se
detectd una acumulacién de células endoteliales, correspondiéndose con la fase temprana de
crecimiento angiogénico descrita en DMAE (Campa et al., 2010). Durante la fase intermedia de
desarrollo de NVC (4-5 dias post-laser) se empezd a apreciar la apariciéon de flujo sanguineo en las
lesiones con exudados detectado por angiografia fluoresceinica. Esto se confirmd en los andlisis
mediante OCT, donde se aprecia una masa sub-retiniana en la zona lesionada junto con, en algunos
casos, la aparicion de fluido sub-retiniano. En este punto, la actividad inflamatoria ya habia
disminuido, observandose unos niveles normalizados de GFAP, MCP-1 y TNF-a. En este punto del
proceso de angiogénesis, a nivel celular, las células endoteliales estarian extendiéndose hacia fuera
formando los neovasos y estableciendo el lumen de estos, iniciandose la perfusion (Carmeliet, 2000).
En los dias posteriores, la red neovascular sigue creciendo hasta que alcanza su maximo tamano que,
en nuestro estudio, se dio a los 7 dias post-laser. En esta fase final de desarrollo (dias 7-14) se
detectd una estabilizacion de las areas neovasculares mediante AF, y se observé un incremento en la
aparicion de fluido sub-retiniano mediante OCT. En esta fase de desarrollo del modelo se
cuantificaron el tamano de lesiones y las alteraciones en la funcidn visual, comparando a 7 y 14 dias,
para establecer el punto maximo de progreso de la patologia. Los estudios de cuantificacion de
tamafio de lesiones post mortem mediante tincién con isolectina-B4 mostraron una regresion
sustancial de las lesiones a 14 dias comparado con 7 dias. Este patron se observé también en cuanto
a alteraciones en la funcién visual de las areas lesionadas analizadas mediante ERG focal, donde se
registraron amplitudes de onda significativamente mas reducidas a 7 dias que a 14 dias post-laser. La
regresion en la lesiones se piensa que esta inducida en primer término por el EPR reactivo que
envuelve la lesion de NVC y absorbe el fluido subrretiniano acumulado proveniente de los vasos
aberrantes (Miller et al., 1986). Por otra parte, el EPR iniciaria una respuesta de cicatrizacion de la
herida (por ejemplo, secretando PDGF, EGF o HGF) para controlar la NVC (Sugino et al., 2003; Xu et
al., 2007). Otro posible mecanismo seria que las células del EPR envolvieran los vasos aberrantes en
la lesion. Un estudio histopatoldgico mostré que células del EPR intactas pueden proliferar siguiendo
un patron papilar alrededor de la periferia de una lesidon neovascular desde areas no dafiadas y
crecer lentamente hacia el centro de la lesion, envolviendo los vasos anormales (Miller et al., 1986).
Ademas, otros investigadores han reportado una desaparicidon de la exudaciéon en las areas de NVC a

14 dias post-laser (Shah et al., 2016).

Finalmente, para estudiar con mas en detalle el proceso de neovascularizaciéon en este modelo, se
cuantifico la expresidon de genes relacionados con angiogénesis, como son el VEGF (isoformas 120 y

165), PIGF y ICAM-1, en extractos de ARN total de polo posterior de ojos lesionados con laser, a 1, 2,



3 y 5 dias post-lesion, comparandolo con ojos control (sin lesionar). Curiosamente, los resultados
obtenidos no fueron los esperados. No se observd, como era de esperar, una sobreexpresion en
ninguno de estos factores, sino al contrario, en el caso de las isoformas del VEGF y el PIGF se
determind una reduccién progresiva en los niveles de expresion en los ojos lesionados, comparado
con los controles, y en el caso de ICAM-1 no se observaron diferencias. Como apuntan varios trabajos
publicados anteriormente, la formacién de NVC es el resultado de un complejo balance entre
influencias pro- y anti-angiogénicas que no se limita a la sobreexpresién aislada de VEGF (Rakic et al.,
2003; Bora et al., 2005). Rakic et al. muestran como el VEGF cambia su patron de expresion sélo en la
zona lesionada, donde se experimenta una expresion diferencial de VEGF120 en detrimento de la
expresion de las otras isoformas, pero este fendmeno no se experimenta ni en la retina neural ni en
la coroides intacta. De forma parecida, reportan un aumento en la expresién de PIGF sdlo en la zona
de impacto del laser. Estos resultados van en concordancia con nuestras observaciones en las
inmunofluorescencia en criosecciones donde visualizamos una expresion incrementada de VEGF sdlo
en las lesiones, co-localizando con las células endoteliales visualizadas con colageno IV de las areas
neovasculares, pero no en el resto de la retina. Existen publicaciones, sin embargo, que si que
reportan un aumento generalizado de la expresion de VEGF en este modelo (Zhou et al., 2005; Bora
et al., 2006, Xu et al., 2012), junto con otros estudios que demuestran una inhibicion de la
neovascularizacion en este modelo mediante la administracién de compuestos anti-VEGF (Saishin et
al., 2003; Reich et al., 2003). Todos estos datos nos sugieren la necesidad de realizar mas estudios
para comprender definitivamente la importancia relativa de cada miembro de la familia VEGF en el
desarrollo de la NVC, teniendo en cuenta que, aunque la expresion de VEGF probablemente es
necesaria para el desarrollo de neovascularizacién, otros mecanismos proangiogénicos pueden estar

involucrados en el proceso.

En conclusidn, el trabajo realizado hasta la fecha en la generacidn y caracterizacion del modelo de
NVC inducido con laser en ratén nos ha brindado una serie de parametros cuantificables para ser
usados en el estudio de terapias anti-angiogénicas, como son el tamafio de las lesiones, la funcion
visual, la aparicion de fluido sub-retiniano y la expresion de genes pro-inflamatorios, aunque mas

estudios deberian realizarse en la dilucidacidon de los mecanismos de angiogénesis en este modelo.

D4. ESTRATEGIAS DE TERAPIA GENICA NO VIRAL EN RETINA

El objetivo final de este proyecto ha sido el desarrollo de nuevas estrategias de terapia génica para la
sobre-expresion del PEDF y la SST. Existen trabajos publicados anteriormente donde se prueban

distintas estrategias de terapia génica para la expresion de PEDF en tejido ocular en modelos pre-



clinicos, la mayoria de ellas usando vectores virales, tanto para RD como para DMAE (Hurigot et al,
2012; Yu et al., 2010; Mori et al., 2002a; Mori et al., 2002b). Mas aun, en 2006 se publico el primer
ensayo clinico en fase | con 28 pacientes con DMAE neovascular avanzada donde se probd la
transferencia genética de PEDF mediante inyeccidén intra-vitrea de un vector adenoasociado a
distintas dosis y se reportaron mejoras en cuanto a tamafno de lesiones en las dosis mas altas sin
eventos adversos graves pero con inflamacidn intraocular moderada transitoria en algunos casos
(Campochiaro et al., 2006). Sin embargo, menos avances se han realizado en el campo de la terapia
génica no viral. Por otro lado, en el caso de la SST no existen publicaciones previas donde se haya

probado la sobre-expresiéon este péptido mediante ningun tipo de terapia génica en ojo.

A pesar de que los vectores virales han sido ampliamente utilizados como portadores de genes para
el tratamiento de retinopatias (revisado por Buch et al.,, 2008), las preocupaciones sobre su
seguridad han suscitado el interés de la comunidad cientifica para invertir en las estrategias no
virales de transferencia génica. Sin embargo, el campo de la terapia génica no viral aun esta en fases
de estudio, requiriéndose un trabajo intensivo en la sintesis de nuevos vectores para mejorar su

eficiencia y viabilidad de transfeccion.

D4.1. El vector plasmidico

El disefio del vector plasmidico es un punto clave en el desarrollo de un sistema eficiente de terapia
génica no viral. Este debe ser capaz de provocar una expresidon suficientemente elevada del gen
terapéutico, pero no tanto como para inducir toxicidad; el plasmido debe ser capaz de mantenerse
estable en un estado episomal (sin integrarse en el genoma de las células huésped) y debe evitar los
sistemas de silenciamiento intrinsecos de las células frente a ADN exdgeno. Todas estas
caracteristicas pueden obtenerse mediante la manipulacién de la secuencia genética del pldsmido e

introduciendo secuencias reguladoras especificas.

El disefio de nuestros vectores plasmidicos de expresién se basd, por una parte, en el uso de la
tecnologia de minicirculos (Kay et al., 2010), mediante la cual se elimina todo el ADN de origen
bacteriano del plasmido. La secuencia bacteriana es necesaria para las etapas de produccién de
plasmido, pero es contraproducente en la transfeccidén en células eucariotas, ya que puede contiene
secuencias que pueden provocar una baja eficiencia de expresion del transgén, como son las
resistencias a antibidticos y la presencia de islas CpG (Valera et al., 1994; Darquet et al., 1997). Este
tipo de plasmidos han sido usados por varios autores en ensayos de expresion in vivo, observando
elevados niveles de expresion en piel, musculo, corazon e higado (Chen et al., 2003; Stenler et al.,

2009; Argyros et al., 2011; Dietz et al., 2013; Gracey Maniar et al., 2013)



Por otra parte, se eligio la secuencia promotora del gen humano VMD-2 (promotor VMD?2), que se
expresa preferencialmente en el EPR, y al contrario que los promotores de origen virico (CMV), no es
tan susceptible a silenciamiento ni provoca una sobre-expresién tan desmedida (Esumi et al., 2004).
Finalmente también se integré una secuencia S/MAR o regién de union a matriz (scaffold/matrix
attachment region). Estas son unas secuencias enddgenas ricas en A/T y aumentan la expresion del
transgén facilitando el acceso de factores de transcripcién a las regiones reguladoras, asi como
aportando estabilidad mitética mediante la unién del ADN a la matriz nuclear de la células para su
segregacion (Argyros et al., 2011). La integracion de todas estas secuencias reguladoras en un vector
Figura D-01: Esquema de las diferentes rutas de
minicirculo junto con los genes del PEDF ydlifistraeiditisdaldegSeasikoses. fiorlps de expresion. Estos
plasmidos fueron testados en cultivos celulares de células de epitelio pigmentado de retina mediante

experimentos de transfeccidon y se comprobod su capacidad de expresion tanto de SST como de PEDF

in vitro.

D4.2. Técnica de inyeccion sub-retiniana para la administracion de la terapia génica

Existen distintas vias posibles de administracién ocular de terapia génica, cada una de las cuales
puede ser mas o menos apropiada dependiendo de las células o el tejido diana y de las

caracteristicas del vector utilizado (figura D-01, extraida de Solinis et al., 2014).

Trabecular Meshwork

Cornea ~

Conjunctiva —> Retina

Choroid

Vitreous

Sclera —»

N7
Y
v

Optic nerve ——> ? Macula lutea

~ Topical route —— Suprachoroidal route

— Sub-Tenon route —— Subretinal route
Subconjunctival route —— [Intravitreal route
Intracameral route

En nuestro caso, el objetivo es administrar compuestos de terapia génica (nanoparticulas asociadas a
vectores plasmidicos) para que estos sean captados por las células del epitelio pigmentado de Ila
retina, ya que son células altamente fagocitarias, capaces de integrar distintos tipos de

nanoparticulas. Para poder llegar a estas células, la via de administracion mas directa es la inyeccion



sub-retiniana. Esta es una técnica que precisa de un elevadisimo grado de practica y material
quirurgico de alta precision, mas cuando se pretende aplicar a ojos de rata y ratdn, que tienen el
inconveniente del pequeno tamafio del globo ocular y el gran tamafio en proporcién del cristalino,

gue ocupa practicamente toda la cavidad vitrea.

Existen principalmente dos aproximaciones posibles para administrar un compuesto en el espacio
sub-retiniano. Una de ellas es la aproximacion anterior, que se basa en la puncién de la cérnea y la
penetracion en el globo ocular a través de la capsula anterior, sorteando el iris y el cristalino hasta
llegar a la retina. Esta técnica, descrita por Timmers et al., implica varias complicaciones como
traumas en cornea, iris y retina, y mas importante, trauma en la lente que suele derivar en catarata
(Timmers et al., 2001). En nuestro estudio se optd por aplicar la segunda aproximacion, por la cual el
compuesto es administrado via trans-escleral mediante esclerotomia (Dureau et al., 2000). Esta
técnica, en contrapunto a la aproximacion anterior, ofrece menos probabilidades de causar catarata
y no provoca alteraciones en ninguna estructura del polo anterior del ojo. Sin embargo, esta técnica
presenté como desventaja la necesidad de introducir a ciegas la aguja de inyeccién, aproximacion
gue inevitablemente aumenta la probabilidad de fallo en el acceso al espacio sub-retiniano. De un
total de 26 ojos inyectados durante el desarrollo del modelo de administracion sub-retiniana de
terapia génica, solo en el 61,5% de ellos se obtuvo una correcta inyeccion, observandose
desprendimiento de retina con el fluido administrado acumulado en el espacio sub-retiniano, sin
aparicion de hemorragia o puncién del cristalino. En el resto de ojos inyectados, o se provocd
hemorragia por punciéon de un capilar de la retina o coroides, o no se generd desprendimiento de
retina, indicativo de administracion en el vitreo. Estos resultados reflejan la complejidad de la técnica

y marcaron la necesidad de incrementar el nimero de animales utilizados en futuros experimentos.

Paralelamente a la optimizacion de la técnica de inyeccidn sub-retiniana, también evaluamos los
posibles efectos toxicos derivados de la administracién de un fluido exégeno en la retina de los
animales. Aunque no se detectd apoptosis en ninguna capa de las retinas inyectadas con el vehiculo
(PBS), si que se detectd activacion glial, indicando estrés retiniano. Esta inmunoreactividad
provocada por la inyeccién podria influir negativamente en la capacidad transfectiva de los sistemas

de terapia génica (Prow et al., 2008).

Para el correcto estudio de nuevos sistemas de terapia génica no viral, requeriamos de un control
positivo de transfeccion, que nos asegurara que éramos capaces de llegar a las células del EPR e
introducir un plasmido en su interior que se expresara correctamente. Con este fin, se realizd un
experimento de transfeccién in vivo mediante inyeccién sub-retiniana de complejos con pldsmido de
expresion de la proteina fluorescente roja tdTomato y el compuesto comercial Lipofectamina 2000°.

La Lipofectamina se ha utilizado anteriormente para transfectar células de EPR de ratdn con unos



resultados positivos de expresion del transgén pero con afectacion en la funcion visual vy
adelgazamiento de la capa nuclear externa (Kachi et al., 2005). En nuestro caso, observamos
expresion de tdTomato en casi todos los ojos inyectados, aunque los niveles de expresién fueron mas
bajos de lo esperado y muy localizados a la zona de inyeccién. Estos resultados, en conjunto con las
observaciones de Kachi et al. y otros autores de una elevada toxicidad de la Lipofectamina®,
desaconsejan la utilizacién de este vehiculo para terapia génica in vivo. Curiosamente, hay autores
gue han reportado unos porcentajes de transfeccién sustanciales inyectando simplemente ADN
desnudo sin ningun vehiculo (Koirala et al., 2011 y 2013). Varios autores han descrito, que el ADN
desnudo posee una capacidad muy limitada de transfectar células de mamifero, con excepcion de las
células de musculo, si no es asistido por ningin método quimico o fisico (Andrieu-Soler et al.,
2006a,b). No obstante, decidimos hacer pruebas de transfeccion con el ADN desnudo, pero no se
obtuvo ningln resultado positivo (datos no mostrados), confirmando lo que varios autores han
reportado sobre la nula transfeccion de ADN plasmidico desnudo en tejido ocular (Dezawa et al.,

2002; Cai et al., 2009a,b).

D4.3. Estudio de dos nanoparticulas poliméricas como sistemas de transferencia no viral en

retina

Cuando se pretende evaluar estrategias de terapia génica basadas en nanoparticulas no virales (NPs),
a menudo se empieza por una discusién comparando las NPs con los sistemas virales. Esto se debe
en gran parte al éxito de los estudios de terapia génica de los vectores virales adenoasociados (AAV),
como por ejemplo la primera aplicacidn clinica exitosa de la terapia génica con AAV en retina para el
tratamiento de la amaurosis congénita de Leber en 2008 (Maguire et al., 2008; Bainbridge et al.,
2008). Como resultado de esto, las terapias basadas en AAV se han convertido en el punto de
referencia. Sin embargo, esta estrategia acarrea varios inconvenientes, como la limitada capacidad
de carga genética (Wu et al.,, 2010), los problemas de seguridad y el potencial de insercidn
mutagénica (Rosas et al., 2012). En este sentido, las NPs aparecen como una alternativa mucho mas
segura y capaz de incorporar material genético de gran tamafio (Conley y Naash, 2010). En
contrapunto, las eficiencias de transfeccidén asociadas a estas nanoparticulas siempre han sido muy
bajas debido a su tendencia a quedarse atrapadas en los endosomas, mientras que los vectores
virales, gracias a sus mecanismos intrinsecos especializados en el escape endosomal y el transporte
del ADN hasta el nucleo, exhiben eficiencias de transfeccion mucho mayores. Sin embargo, los
sistemas de NPs y ADN plasmidico también han avanzado significativamente en la pasada década

para mejorar la eficacia de transfeccidn, existiendo algunos estudios de prueba de concepto que



demuestran su efectividad en la vehiculizacion de genes en retina de ratén comparable a la de los

sistemas AAV (Han et al., 2012)

En los ultimos anos se han disefiado y probado nanoparticulas de composicidn, carga y eficacia muy
variadas para determinar su capacidad para administrar farmacos y genes a varias células (Zhou et
al., 2013; Adijanto y Naash, 2015; Mitra et al., 2016). En nuestros estudios se ha optado por trabajar
con nanoparticulas poliméricas de distinta composicidn, por un lado las NPs proteicas R9-GFP-H6 y
por otro lado las NPs de quitosano O15. El trabajo realizado en esta tesis doctoral se ha basado en Ia
caracterizacién de la capacidad de unidon de ADN de estas NPs y la realizacion de estudios de

eficiencia de transfeccién in vitro e in vivo.

D4.3.1. Nanoparticulas proteicas R9-GFP-H6 como sistemas de transferencia genética no viral en

retina

Las nanoparticulas proteicas R9-GFP-H6 (R9GFPH6-NPs), basadas en una proteina de fusidon
compuesta de proteina GFP unida a una cola de 6 histidinas y funcionalizada con un péptido de 9
argininas, habia sido desarrollada anteriormente por el grupo del Dr. Villaverde (Universidad
Auténoma de Barcelona, Espafia). Esta proteina tiene la capacidad de auto-ensamblaje formando
nanoparticulas de 20 nm con forma de nanodiscos, que son capaces de unir y condensar ADN gracias
a la interaccion de éste con el péptido R9, y ser internalizadas eficientemente por las células (Vazquez
et al., 2010a,b). Las R9GFPH6-NPs se produjeron eficientemente en un Unico paso desde extractos
crudos de bacterias productoras. Posteriormente, éstas fueron dializadas para la suspension en
buferes adecuados para su uso en experimentos de transfeccion y, contradiciendo los resultados
publicados anteriormente (Vazquez et al., 2010a), éstas sdlo mostraron una solubilidad aceptable en
buffer Tris-NaCl. Las R9GFPH6-NPs mostraron capacidad de unién de ADN pero los niveles de
transfeccion obtenidos en cultivos celulares y en los experimento de transfeccidon in vivo mediante
inyeccidn sub-retiniana en rata fueron muy bajos. La causa de esta baja eficiencia en la vehiculizaciéon
del ADN plasmidico para su expresion en células en cultivo, si bien su capacidad de penetracién en
las células y transito hasta el nucleo ha sido demostrado anteriormente (Vazquez et al., 2010b),
parece ser debida a la carga de ADN bacteriano residual que arrastran las NPs desde su purificacion,
como se observd en el gel de agarosa, problema que también podria estar relacionado con su
solubilidad. Sin embargo, mas estudios deben realizarse en este sentido para identificar posibles
problemas en los procedimientos de purificacion. Uno de los posibles mecanismos para eliminar el
ADN bacteriano residual podria ser el tratamiento de las NPs con DNasa y RNasa previamente al paso
de purificacién por FPLC, como describe Unzueta et al. en sus estudios, donde determina la presencia

de ADN contaminente en los extractos de proteinas recombinantes producidas en E.coli y la mejora



en las capacidades de transfeccion cuando estas son tratadas con un céctel de DNasa y RNasa
(Unzueta et al., 2013). Los experimentos de transfeccidén ocular in vivo, tomados como una primera
aproximacioén, también presentaron bajos niveles de expresion en células del epitelio pigmentado,
aunque se demostré por primera vez que las ROGFPH6-NPs son capaces de llegar al tejido diana y
internalizarse en las células del EPR in vivo, provocando una cierta expresiéon de la proteina

transgénica.

En conclusién, aunque las R9GFPH6-NPs se presentaban como unos vehiculos muy prometedores
segun los resultados publicados por Vazquez et al., mds esfuerzos en la optimizacién de los procesos
de produccion y purificaciéon serian necesarios para asegurar la obtencion de unas NPs limpias y
eficientes, antes de realizar mas experimentos de transfeccion ocular en modelos animales. En este
sentido, en los ultimos afios se han realizado varios estudios de optimizacion de las condiciones de
produccion y ensamblamiento de las nanoparticulas proteicas, ajustando condiciones como el pH y
las secuencias proteicas para mejorar la estabilidad, el empaquetamiento de ADN vy la capacidad de
internalizacidn y expresion en las células diana, mostrando una cierta mejora en las eficiencias de

transfeccion in vitro (Unzueta et al., 2012; Unzueta et al., 2014).

D4.3.2. Nanoparticulas poliméricas de quitosano 015 como sistemas de transferencia genética no

viral en retina

Los quitosanos han sido estudiados histéricamente como vehiculos para terapia génica no viral
debido a su naturaleza catidnica, que favorece la interaccidn con las moléculas de ADN y también con
la superficie celular cargada negativamente, facilitando por tanto la captacién celular y permitiendo
asi la transfeccion (Yue et al., 2011; Kang et al., 2012). La habilidad de los quitosanos 015 en
particular de condensar plasmidos y transfectar tejidos oculares ha sido estudiada anteriormente
(Klausner et al., 2010; Puras et al., 2013). Sin embargo, varios estudios apuntan a la gran influencia
del pH del medio y de la concentracidn de sales en la estabilidad y los niveles de transfeccion de
estas nanoparticulas (Nimesh et al., 2010; Aguirre et al., 2015a,b). En nuestros experimentos los
guitosanos 015 mostraron una correcta union al ADN plasmidico, provocando su retardo
electroforético dependiente del ratio nanoparticula/plasmido (N/P). El elevado ratio N/P necesario
para empaquetar totalmente el ADN plasmidico se puede explicar por el pequefio tamano molecular
del quitosano 015, en concordancia con resultados publicados anteriormente (Aguirre et al., 2015a).
Sin embargo, los niveles de transfeccion obtenidos en los experimentos de transfeccion in vitro
fueron muy bajos, consiguiendo un maximo del 5% de las células transfectadas con el ratio N/P mas
bajo y a pH acido (7,1), resultados parecidos a los publicados anteriormente (Aguirre et al., 2015b).

La baja eficiencia de transfeccion y expresion de tdTomato a elevados ratios N/P se podria explicar



por las fuertes interacciones electroestaticas entre el polimero y el plasmido, que podrian impedir la
liberaciéon del ADN del vector (Strand et al., 2010). Ademads, se ha descrito que los quitosanos,
aungque son cationicos, no exhiben una capacidad de buffer endosomal demasiado fuerte comparado
con otros polimeros catidnicos y por tanto no son eficientes escapando del endosoma (Moreira et al.,
2009; Mao et al., 2010). En este sentido, se ha demostrado que introduciendo grupos amino al
guitosano mediante modificacion de grupos funcionales en la glucosamina con acido acético-4-
imidazol mejora la liberacion de ADN y siRNA en tejidos de pulmdn e higado (Ghosn et al., 2008;
Ghosn et al., 2010). En terapia génica para retina, Mitra et al. evaluaron la capacidad de transfeccion
de quitosanos modificados con polietilenglicol y demostraron una solubilidad mejor y una mejora en
los niveles de transfeccidon de las células del EPR en ratén (Mitra et al., 2014). Por tanto, este tipo de
modificaciones podria suponer una aproximacién valida para mejorar las eficiencias de transfeccion

en tejido ocular de los quitosanos.

Dejando de lado los resultados obtenidos en los ensayos in vitro y basandonos en las asunciones que,
por un lado, cada linea celular requiere diferentes condiciones para ser eficientemente transfectada
(Luo et al., 2000), y por otro lado, que la capacidad de penetracion y trafico intracelular de los
poliplexos puede diferir entre las condiciones in vitro e in vivo (Conley et al., 2010), decidimos de
realizar unas primeras pruebas de administracién de poliplexos quitosano/ADN mediante inyeccion
sub-retiniana en ojo de rata. En esta primera aproximacion descubrimos que los poliplexos
administrados a ratio N/P 10 producian la expresidn del gen GFP en la capa del EPR en la zona de
inyeccion, pero no aparecia sefial en zonas de la retina alejadas, en concordancia con resultados
obtenidos por otros grupos (Puras et al., 2013). Sin embargo, la retina en la zona expuesta al
guitosano aparecia desestructurada, indicando una posible toxicidad de los poliplexos. En este
sentido, aunque estudios anteriores reportan ausencia de toxicidad de los quitosanos 015 en retina
(Puras et al., 2013), mas estudios serian necesarios para confirmar los efectos de la transfeccidén con

estos poliplexos en el tejido ocular y corroborar los niveles de transfeccidn.

D5. ULTIMOS APUNTES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El trabajo realizado en esta tesis doctoral parte de un proyecto muy ambicioso en el que se planted
el desarrollo una terapia génica no viral para la sobre-expresién de los factores PEDF y SST en retina
como terapia para retinopatia diabética y degeneracién macular asociada a la edad. Este proyecto se
inicid en 2011, liderado por el grupo de Oftalmologia y en colaboracién con el grupo CIBBIM-
Nanomedicina del VHIR, y supuso el inicio de la actividad investigadora en el laboratorio basico de

Oftalmologia. En otras palabras, se empezd desde cero. Es por eso que la mayoria del trabajo



realizado en esta tesis se ha basado en la puesta a punto de todas las técnicas de investigacion y

analisis, asi como el desarrollo de los modelos celulares y animales.

Por tanto, consideramos que se han podido obtener varios resultados provechosos, dirigidos a la
obtencidn de la terapia planteada en el proyecto inicial: se han obtenido y caracterizado dos modelos
animales validos de RD y DMAE, se ha desarrollado y optimizado la técnica de administracién de
compuestos en el espacio sub-retiniano, asi como varias técnicas de analisis oftalmoldgico en
roedores, se ha obtenido una bateria de vectores plasmidicos optimizados para la expresidon de PEDF
y SST en tejido ocular y se han desarrollado ensayos in vitro para la caracterizacién de las funciones
anti-angiogénicas del PEDF y la SST. El punto que ha sufrido mas contratiempos ha estado la
obtencidn de un buen sistema de vehiculizacién de ADN no viral para la transfeccién del epitelio
pigmentado de la retina. Este punto del proyecto ha sido fuente de varias colaboraciones con grupos
especializados en nanoparticulas que han participado en la busqueda de este vehiculo ideal. Sin
embargo, las opciones que se han planteado en este trabajo (nanoparticulas proteicas y quitosanos)
no han dado los resultados esperados y queda aun mucho trabajo por hacer en la caracterizaciéon y
optimizacion de estos sistemas. Actualmente se estan planteando nuevas colaboraciones con grupos
gue trabajan en sistemas de terapia génica no viral especificamente disefiados para retina, como es
el grupo de la Dra. Naash, que en los ultimos afios ha desarrollado las nanoparticulas poliméricas
CK30PEG10k (un péptido de poli-lisina catiénica 30-mer conjugado con PEG de 10 kDa) y han
demostrado que transfectan eficientemente células de EPR de ratdn, provocando una expresion
elevada y persistente de los transgenes (Farjo et al., 2006; Koirala et al., 2011). Estos sistemas ya han
sido probados en el tratamiento de patologias retinianas como son la Retinosis Pigmentaria y la
Amaurosis Congénita de Lebber, induciendo la expresion del gen curativo y revertiendo los efectos

de la neurodegeneracion (Koirala et al., 2013; Han et al., 2015).

Otra alternativa que se podria plantear es la administracion de PEDF y SST en el ojo en forma
proteica en vez de génica. Esta aproximacion, sin embargo, acarrea una principal desventaja que es el
corto tiempo de vida medio de los péptidos (Amaral et al., 2005; Pawlikowski et al., 2004). Esta
inconveniente se podria solventar medianteel uso de la nanotecnologia para vehiculizar la proteina
en un sistema de liberacidn sostenida, garantizando la proteccién del fdrmaco y una aportacion del
péptido terapéutico durante un periodo prolongado con una sola administracién. En este sentido, se
han realizado varios estudios en el campo de la oftalmologia usando nanoparticulas y nanoinjertos
(revisado por Shen et al., 2015; Campos et al., 2017; Kamaleddin, 2017), existiendo en la actualidad
diversos ensayos clinicos con microimplantes para RD y DMAE (l-vation, CT n2 NCT00692614;
Implante intravitreo de Brimonidina, CT n2 NCT00658619), algunos ya aprovados por la FDA
(OzurdexTM, Allergan; ILUVIEN™, Alimera Sciences; Tethadur™b, Alimera Sciences). Sin embargo,

existen Un en este campo preguntas por resolver en cuanto a temas de toxicidad neuronal y en este



sentido creemos que, en comparacion, las estrategias de terapia génica pueden ofrecer muchas mas

ventajas.

En conclusidn, aunque las primeras pruebas de testado de sistemas no virales de transferencia génica
no han generado los resultados esperados y ain queda mucho trabajo por hacer en la optimizacidon y
caracterizacién de estos sistemas, nuestro grupo sigue apostando por la obtencidon de una terapia
génica no viral valida que nos permita la transfeccion eficiente de las células del epitelio pigmentado
de la retina, y espera poder avanzar y evaluar finalmente la aplicacion de esta terapia con los
vectores de expresion de PEDF y SST en los modelos animales de RD y DMAE, en la bisqueda de una

cura para las principales retinopatias vasoprolifeartivas.
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Sobre el PEDF y la SST como terapia génica anti-angiogénica:

Tanto el PEDF como la SST exhiben una potente accién anti-angiogénica inhibiendo la
proliferacién, migraciéon y formacién tubular de células endoteliales inducidas por VEGF in

vitro, caundo son aplicados a concentraciones 10 nM y 100 uM respectivamente.

Los plasmidos minicirculos conteniendo los genes del PEDF y la SST, bajo la regulacion del
promotor VMD2 y las secuencias S/MAR, son capaces de provocar una sobre-expresion

razonable de PEDF y SST en células de epitelio pigmentado de retina.

Sobre los modelos animales de RD y DMAE:

El modelo de retinopatia diabética inducida con STZ en rata Long Evans se caracteriza por un
deterioro de la funcién visual reflejado en la disminucion de la amplitud y el retardo de la
sefial electroretinogréfica, una disminucién en los grosores de las capas nuclear interna y
plexiforme externa de la retina y una hiperreactividad glial focal a partir de 1 mes post-
induccion, pero no experimenta una respuesta inflamatoria en retina ni exhibe alteraciones

angiograficas detectables por AF.

El modelo de NVC inducida con laser en ratdn se caracteriza por una respuesta inflamatoria
inicial entre los dias 1 — 3 post-laser y posteriormente la aparicion de neovascularizacion en
la zona de la lesion y fluido sub-retiniano a partir del dia 5. La lesidon neovascular llega a su
tamafio maximo en el séptimo dia, provocando alteraciones en la funcion visual de la retina
adyacente, y posteriormente sufre una regresion. Sin embargo, no aparece sobre-expresion
de factores relacionados con la angiogénesis en retina total, sino sélo una leve sobre-

expresion de VEGF en la zona de la lesion en las células endoteliales emergentes.

Sobre los sistemas de terapia génica no viral para retina:

5.

La inyeccidn sub-retiniana de plasmido minicirculo conteniendo el gen tdTomato unido a
Lipofectamina, en ojos de rata provoca la transfeccion de las células del epitelio pigmentado

de la retina y la expresidon del transgen por estas células.



Las nanoparticulas peptidicas R9-GFP-H6, solubilizadas en buffer Tris-NaCl, son capaces de
unir y empaquetar ADN plasmidico. La presencia de la cola de 9 argininas les permite
internalizarse en las células diana y provocar la expresion del transgén, sin embargo tienen

una baja eficiencia de transfeccidén en células del EPR tanto in vitro como in vivo.

Las nanoparticulas de quitosano 015, debido a su carga neta positiva, son capaces de unir
ADN plasmidico y empaquetarlo. Sin embargo, los complejos O15:ADN no son capaces de
inducir una expresion sustancial del transgén cuando son aplicados sobre células de EPR en
cultivo y, aunque su eficiencia de transfeccion mejora cuando son aplicadas in vivo en el

espacio sub-retiniano de ratas, provocan toxicidad en el tejido diana.
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