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La DMAE es una de las principales causas de ceguera legal en adultos de 
países desarrollados. Actualmente, todos los tratamientos disponibles para 
la DMAE exudativa están dirigidos a detener la pérdida de la visión, no ha-

biendo tratamientos que puedan revertir el daño. Los únicos tratamientos de uso 
autorizados para la DMAE exudativa hasta el año 2005, eran la fotocoagulación 
con láser y la terapia fotodinámica con verteporfina, siendo este último el trata-
miento más utilizado. Sin embargo, estos tratamientos eran apropiados sólo en 
algunos tipos de pacientes.

La fotocoagulación con láser térmico era únicamente útil en pacientes con le-
siones pequeñas extrafoveales, y la terapia fotodinámica con verteporfina estaba 
principalmente indicada en los pacientes que presentaban los subtipos de DMAE 
neovascular denominados como clásica y predominantemente clásica. Ambos tra-
tamientos pueden producir efectos adversos. El láser térmico puede dañar el tejido 
sano de la retina de la zona a tratar, provocando así una disminución de la agudeza 
visual y un escotoma visual permanente. La terapia fotodinámica con verteporfina 
se asocia con alteraciones tales como disminución de agudeza visual y alteraciones 
en el campo visual, además de fotosensibilidad durante los días siguientes a la 
administración de la verteporfina.

El VEGF juega un papel central en la patogénesis de la neovascularización coroidea. 
Provoca la neovascularización al estimular la proliferación celular, la permeabili-
dad vascular, y la inflamación ocular. Los niveles de VEGF raras veces están ele-
vados en pacientes sin neovascularización ocular, sin embargo están aumentados 
en el epitelio pigmentario de la retina y en los vasos sanguíneos coroideos de la 
mácula en pacientes con DMAE exudativa. Desde el año 2005, el tratamien-
to de la neovascularización coroidea secundaria a DMAE ha ido pasando de las 

Justificación

1.1
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terapias destructivas no selectivas a las destructivas selectivas; entrando en una 
nueva fase con las terapias inhibidoras anti-VEGF. Actualmente se dispone de 
tres fármacos de administración intravítrea aprobados para el tratamiento de la 
neovascularización coroidea secundaria a DMAE: pegaptanib sódico, ranibizumab 
y aflibercept. Todos ellos tienen diferente mecanismo de acción pero comparten 
el objetivo final: la disminución de los niveles de VEGF. Estas terapias requieren 
la administración repetida de inyecciones intravítreas hasta conseguir inactivar el 
estímulo angiogénico.

La progresión de la DMAE exudativa depende de la disregulación entre factores 
pro- y anti- angiogénicos, con un aumento de los niveles de VEGF y una dismi-
nución de los niveles de PEDF. Desarrollar una terapia no invasiva y eficaz para 
el tratamiento de la DMAE húmeda basada en una fracción activa de PEDF, per-
mitiría mejorar la seguridad y comodidad de aplicación del tratamiento abriendo 
una nueva vía terapéutica.
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El desequilibrio entre los factores angiogénicos (VEGF) y los factores 
antiangiogénicos (PEDF) en el ojo es un acontecimiento clave en el desa-
rrollo de la neovascularización coroidea asociada a la DMAE húmeda. Bajo 

esta premisa, las hipótesis de trabajo son las siguientes:

1.	 El tratamiento con PEDF puede ser la mejor opción terapéutica para la 
DMAE, no sólo inhibiendo la neovascularización coroidea inducida por el 
VEGF, sino también ejerciendo una acción antiinflamatoria, neurotrófica y 
protectora en el epitelio pigmentario de la retina.

2.	 La administración tópica de una faPEDF, por tener menor tamaño, puede 
penetrar la córnea y ser efectiva en la parte posterior del ojo, ofreciendo una 
forma de administración no invasiva.

3.	 La faPEDF puede mantener la capacidad antiangiogénica, neurotrófica y anti-
inflamatoria del péptido entero.

Hipótesis de trabajo

1.2
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El objetivo principal de este proyecto es evaluar la eficacia de la administra-
ción de una faPEDF sintética por vía tópica con el fin de determinar una 
nueva vía terapéutica para la NVC secundaria a DMAE.

Los objetivos específicos de cada fase del trabajo son:

1.	 Fase in vitro:

Determinar in vitro el efecto antiangiogénico de las diferentes faPEDF me-
diante ensayos de migración celular, formación tubular y proliferación celular 
en cultivos primarios de células endoteliales.

2.	 Fase in vivo:

2.1 Desarrollar y optimizar un modelo animal de NVC efectivo y eficiente en 
ratones C57BL/6N como modelo plausible de NVC asociada a DMAE.

2.2 Valorar el efecto de la administración tópica de la faPEDF en el control de 
las lesiones neovasculares en el modelo animal de ratón C57BL/6N.

2.3 Evaluar los efectos antiinflamatorios, antiangiogénicos y neurotróficos en 
la retina de ratón C57BL/6N tratada con la faPEDF.

Objetivos

1.3
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2.1.1 Definición
La DMAE es una de las principales causas de ceguera legal en adultos de países 
desarrollados, siendo la principal causa de ceguera en personas de más de 65 años.1 
La DMAE afecta a la mácula, región central de la retina que contiene la mayor 
densidad de fotorreceptores y es responsable de generar la alta resolución visual 
central. Una de las principales características de la DMAE es la aparición de drusas 
coroideas, depósitos de detritos celulares localizados entre el EPR y la membrana 
de Bruch. Éstas representan el primer signo clínico de la patología. En individuos 
mayores de 50 años pueden aparecer pocas drusas pequeñas que no tengan rela-
ción con la maculopatía asociada a la edad, pero el exceso en número y/o aparición 
de drusas medianas o grandes pueden llevar a la destrucción del EPR que, en 
combinación con procesos inflamatorios, causa atrofia de la retina y disminución 
moderada en la agudeza visual. 

La presencia de drusas y, en consecuencia, atrofia de la mácula, caracteriza la 
DMAE seca o no exudativa. Ésta puede progresar a DMAE húmeda o exudativa 
si aparecen membranas neovasculares subretinianas, normalmente de origen 
coroideo, produciendo exudación de fluido, hemorragia, edema macular y, en 
estadios finales, muerte de los fotorreceptores y fibrosis subretiniana. Todo este 
proceso conlleva una pérdida permanente y considerable de la agudeza visual cen-
tral de estos pacientes.2 Los síntomas iniciales de esta patología son: disminución 
de la agudeza visual central, escotoma central (un punto ciego en el campo visual) 
y metamorfopsia (distorsión de la imagen). Es una patología con tendencia a la 
bilateralidad, aunque el grado de afectación de cada ojo puede ser asimétrico.

Introducción
Degeneración macular 

asociada a la edad

2.1
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2.1.2 Epidemiología y factores de riesgo
Debido a la comorbilidad que genera esta enfermedad, los pacientes presentan 
grandes limitaciones que afectan de forma significativa su calidad de vida. Según 
la Organización Mundial de la Salud (OMS), en las próximas décadas la DMAE 
triplicará su prevalencia como consecuencia del incremento de longevidad de las 
sociedades industrializadas. El grado de incapacidad de los individuos afectados 
será uno de los problemas sociosanitarios más importantes.3,4 Es la principal causa 
de ceguera legal (agudeza visual inferior a 20/200) en los sujetos adultos de origen 
europeo.3,5-9 Si bien suele aparecer entre los 50 y 65 años, su prevalencia aumenta 
de manera exponencial a partir de los 70 años. La prevalencia global de DMAE 
se estima en un 1% para las personas entre 65 y 74 años de edad, un 5% para 
aquellos entre 75 y 84 años de edad, y un 13% para el grupo mayor de 85 años.9

En Estados Unidos, se han realizado diferentes estudios.3,6,9,10 Estimaron que el 
número de individuos con DMAE en el año 2005 fue de aproximadamente de 
1,75 millones, y que esta cifra aumentará en al menos un 50% para el año 2020, 
correspondiendo a 2,95 millones de afectados. Aplicando los mismos criterios, se 
estima que en Europa occidental actualmente existen 3,5 millones de personas 
con DMAE, y en 2020 serán 4,8 millones.11 La mayoría de autores cuando hablan 
de DMAE se refieren a la presencia de formas neovasculares o formas atróficas 
avanzadas (atrofia geográfica), pero algunos otros consideran como DMAE la sim-
ple presencia de drusas. 

En España, la escasa información epidemiológica disponible proviene de los datos 
de afiliación de la Organización Nacional de Ciegos Españoles (ONCE). Pero en 
ellos no se contempla la DMAE de forma aislada, sino dentro de las maculopatías 
(11,5% sobre el total de afiliados y un 25,5% sobre el total de altas en el año 
2010). Según la pirámide poblacional española, las estimaciones son que en 2015, 
400.000 pacientes sufrirán DMAE y más de un millón de personas puede con-
siderarse población de riesgo.12 Muchos son los factores que se han relacionado 
como causa de esta enfermedad. De todos ellos, la edad constituye el de primera 
magnitud.3-10 

Si bien, aunque esta relación es estrecha, no es en absoluto sinónimo de que el 
envejecimiento sea su única causa. El tabaquismo se ha relacionado con esta pato-
logía como consecuencia del incremento del estrés oxidativo derivado de su con-
sumo. Su efecto parece ser dosis dependiente.13 Se entiende por estrés oxidativo al 
daño celular causado por distintos radicales libres derivados del metabolismo del 
oxígeno molecular, entre los que cabe destacar a los singletes de oxígeno y el pe-
róxido de hidrógeno.14 La retina es particularmente susceptible al estrés oxidativo 
por una serie de motivos: 1) su consumo de oxígeno es muy alto generando gran 
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cantidad de radicales libres en el ámbito retiniano; 2) recibe importantes cantida-
des de irradiación lumínica de distintas longitudes de onda; 3) las membranas de 
los segmentos externos de los fotorreceptores contienen numerosos ácidos grasos 
poliinsaturados, susceptibles a fenómenos de peroxidación lipídica que generan 
gran cantidad de radicales libres; y 4) contiene muchos grupos cromóforos, entre 
ellos rodopsina y lipofuscina, que mediante la absorción de la luz pasan a un esta-
do excitado, lo que acaba provocando un importante daño tisular a causa de una 
reacción fotoquímica en la que se forman radicales libres.15 

El exceso de exposición lumínica 16,17,18 también podría favorecer la aparición de 
DMAE por el incremento de estrés oxidativo que ejerce sobre la retina. La cirugía 
de cataratas, puede favorecer el desarrollo de DMAE en ojos predispuestos.19 Se ha 
postulado que el cristalino opaco bloquea la radiación ultravioleta y así evita que 
llegue a dañar la retina pero tras la cirugía se liberarían mediadores inflamatorios 
que harían progresar la DMAE. La DMAE es una patología multifactorial donde 
varios factores de riesgo y variantes genéticas actúan en conjunto en el desarrollo 
de la enfermedad. Los factores genéticos relacionados con la susceptibilidad de 
la DMAE incluyen el polimorfismo Tyr420His en el gen del factor del comple-
mento H (CFH), así como el polimorfismo Ala69Ser en el gen 2 de sensibilidad a 
maculopatía asociada a la edad (ARMS2).20,21

Hay otras evidencias de la implicación del sistema inmunológico en el desarrollo 
de la DMAE.22 Investigaciones clínicas han demostrado que las drusas actúan 
como estímulo antigénico, están asociadas con el reclutamiento de macrófagos 
en la membrana de Bruch y coroides y alteran el fenotipo de los macrófagos re-
sidentes en la coroides.23 El desarrollo de grandes drusas y la apoptosis del EPR 
son señales de la respuesta inmune y estos constituyen un factor que determina el 
riesgo de progresión a DMAE avanzada.24 El mecanismo que lleva al desarrollo de 
las lesiones de DMAE temprana y tardía aún es desconocido. Se sabe que el proce-
so de desarrollo de la DMAE es semejante al de otras patologías degenerativas del 
envejecimiento pero las características inmunológicas específicas del medio intrao-
cular son las responsables de la forma de presentación de esta patología ocular. El 
privilegio inmune fisiológico intraocular inhibe la respuesta inflamatoria y retrasa 
el desarrollo de la DMAE avanzada, pero, debido a factores genéticos o externos, 
la cascada inflamatoria, NVC y apoptosis son activadas en algunos pacientes.24

2.1.3 Tipos de DMAE
Existen esencialmente dos tipos de DMAE, la forma atrófica o seca y la forma exu-
dativo-hemorrágica o húmeda. La forma exudativa es la menos prevalente pero es 
responsable del mayor número de casos de pérdida severa de agudeza visual. Entre 
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un 10% y un 20% de las DMAE atróficas evolucionan hacia formas exudativo-he-
morrágicas en un plazo de 5 años.25,26

2.1.3.1 DMAE seca o atrófica
Maculopatía asociada a la edad (MAE) y Degeneración Macular Asociada a la 
Edad (DMAE), en su forma atrófica o seca, son conceptos que se han manejado 
indistintamente en la práctica clínica. La MAE incluye los signos relacionados con 
cambios maculares asociados a la edad, con o sin afectación de la agudeza visual: 
drusas, cambios pigmentarios y hallazgos característicos de DMAE. El concepto 
de DMAE incluye la pérdida visual como consecuencia de drusas, atrofia geográ-
fica del epitelio pigmentario (forma seca o atrófica) o neovascularización coroidea 
(forma húmeda o exudativo-hemorrágica).25

Las drusas se consideran indicadores primarios de los cambios que relacionados 
con la edad se suceden en la membrana de Bruch. Implican riesgo de la pérdida 
visual secundaria al desarrollo de neovascularización coroidea, desprendimientos 
del epitelio pigmentario o atrofia geográfica. Su aparición se asocia a una cierta 
predisposición genética pero se considera que son primordialmente adquiridas.27

Oftalmoscópicamente se manifiestan como depósitos subepiteliales de color blan-
co amarillento distribuidos de manera asimétrica en el fondo de ojo. Su tamaño 
es muy variable. Son asintomáticas clínicamente salvo que se asocien a una le-
sión macular, en cuyo caso pueden cursar con disminución de la agudeza visual y 
metamorfopsias.

Dependiendo de su aspecto clínico, características angiográficas y relevancia clí-
nica se clasifican en cinco tipos: duras, blandas, mixtas, laminares, basales y calci-
ficadas.25

Los cambios pigmentarios se corresponden con áreas de hipo o hiperpigmentación 
localizadas en capas profundas de la retina o incluso en la coroides. A medida que 
progresan estas lesiones se van formando placas de atrofia alrededor de la fóvea que 
posteriormente pueden evolucionar hacia áreas de atrofia geográfica.

A medida que se suceden los cambios pigmentarios las áreas atrofiadas van aumen-
tando en tamaño y en ocasiones en número. Cuando estas áreas confluyen dan 
lugar a placas de atrofia uniformes, de contornos irregulares y muy bien definidos, 
los cuales permiten diferenciar con precisión los límites entre la retina sana y la 
atrófica. Los estudios histopatológicos demuestran que en estas áreas de atrofia 
geográfica existe una destrucción neurosensorial de la retina, del epitelio pigmen-
tario y, con relativa frecuencia de la capa coriocapilar subyacente.



Degeneración macular asociada a la edad	 15

En 1995 el grupo epidemiológico internacional de la MAE propuso una clasifi-
cación a fin de unificar los criterios de diagnóstico y progresión de la MAE: MAE 
incipiente o bien MAE avanzada (incluye DMAE atrófica o atrofia geográfica).

No hay un tratamiento adecuado que evite el riesgo de progresión de una MAE. 
Es importante controlar adecuadamente los factores susceptibles de aumentar el 
riesgo. En 2001 se presentaron los primeros resultados de un importante estudio 
multicéntrico (AREDS) en donde se describe que los suplementos con vitaminas, 
betacarotenos y cinc podrían disminuir el riesgo de evolución a formas más graves 
de DMAE, especialmente en pacientes que ya presentan una afectación severa en 
un ojo.28 Nuevas conclusiones del estudio AREDS no encuentran relación entre la 
aportación de suplementos de luteína con la disminución del riesgo de presentar 
formas avanzadas de DMAE.29 Aun así, parece recomendable el aconsejar un apor-
te suplementario de antioxidantes y micronutrientes, ya que aparentemente tales 
suplementos disminuyen el riesgo de progresión de MAE incipiente hacia formas 
de DMAE atróficas o exudativo-hemorrágicas.

2.1.3.2 DMAE exudativa
La DMAE de tipo exudativo (llamada húmeda o neovascular), corresponde a una 
forma avanzada de DMAE (figura 1). Se produce una neovascularización coroidea 
debido a un crecimiento interno de capilares coroideos a través de la cara externa 
de la membrana de Bruch. Los vasos crecen a través de la membrana de Bruch, 
se expanden en dirección horizontal entre la cara interna de dicha membrana 
y el epitelio pigmentario de la retina (neovascularización coroidea oculta). Del 
crecimiento de los neovasos a través de la capa de células del epitelio pigmentario 
resulta la formación de una neovascularización coroidea clásica. Este crecimien-
to vascular causa una alteración fisiológica marcada en el área macular con una 
disfunción de la retina neurosensorial. En este proceso están implicados diferen-
tes mecanismos, como pueden ser la hiperpermeabilidad vascular y hemorragias. 
Durante el curso de la enfermedad se reduce el componente vascular de la lesión, 
se incrementa el de tejido fibroso, lo que produce una cicatriz disciforme en el 
último estadio de la enfermedad.30

La evolución natural de la enfermedad está caracterizada por una importante pér-
dida de agudeza visual. La agudeza visual se define como la capacidad para obser-
var un detalle en condiciones de máximo contraste. En cambio, la facultad para 
distinguir patrones en condiciones de bajo contraste se denomina sensibilidad 
al contraste, esta cualidad ha demostrado ser un buen predictivo de la velocidad 
de lectura, la movilidad de los pacientes y la habilidad para reconocer elementos 
tales como señales de tráfico. Las actividades que implican una discriminación 
visual, como el reconocer la cara de una persona, se relacionan más con la sensibi-
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lidad al contraste que con la agudeza visual. En la DMAE exudativa los neovasos 
coroideos pueden formar una membrana neovascular entre la membrana de Bruch 
y el epitelio pigmentario de la retina o bien entre el epitelio pigmentario y la retina 
neurosensorial.

Los neovasos coroideos formados podrán producir una exudación que degenera en 
edema subretiniano y/o intrarretiniano. Si los neovasos sangran, observaremos la 
presencia de hemorragias subretinianas (cuando éstas son extensas pueden originar 
un desprendimiento hemorrágico de la retina) o de hemorragias intrarretinianas y, 

Figura 1. Diferentes formas de DMAE. Desprendimiento seroso del EPR mediante retinografía 
(A), AGF (B), ICG (C) y FAF (D). NVC asociada a DMAE exudativa mediante retinografía (E), FAF 
(F), AGF temprana (G), AGF tardía (H). Drusas blandas y atrofia geográfica mediante retinografía 
(I, K) y FAF (J,L).
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si traspasa la membrana limitante interna, hemorragias prerretinianas, pudiendo 
incluso penetrar hasta el vítreo, produciendo un hemovítreo.

Debido a la ocupación del espacio retiniano por nuevos vasos es frecuente la pre-
sencia de un desprendimiento de EPR, que consiste en una acumulación anormal 
de líquido entre el EPR y la membrana de Bruch, casi siempre en la zona de 
la mácula. A veces esto se asocia a una acumulación de líquido intrarretiniano 
o subretiniano. Una hipótesis sobre el origen de esta acumulación de líquido 
intrarretiniano o subretiniano, expone que es debido a que las células del epitelio 
no consiguen bombearlo a través de la membrana hidrófoba de Bruch, lo que 
explicaría los desprendimientos de epitelio sin neovascularización.30 Existen datos 
en los hasta un 67% de los desprendimientos del epitelio pigmentario de la retina 
desarrollan una neovascularización en el plazo de un año.30

En función del tipo de NVC y de su localización podremos dividirlas en varios 
grupos. Según la localización de la NVC con respecto a la fóvea 31 se pueden defi-
nir como NVC subfoveal (ubicada en el centro de la fóvea), yuxtafoveal (localizada 
a una distancia entre 1 y 200 µm del centro de la fóvea), extrafoveal (a más de 
200 µm del centro de la fóvea) y yuxtapapilares (adyacentes al disco óptico).

Desde el punto de vista angiográfico la lesión se puede clasificar en 31 NVC clási-
ca (membranas con patrón en rueda de carro, bien definida y cuya extensión es 
mayor del 50% del tamaño de la lesión), oculta (mal definida, no se aprecia el 
patrón típico en rueda de carro. Se observa un patrón de hiperfluorescencia tardía 
de origen indeterminado o como desprendimiento fibrovascular del EPR) o bien 
mixta (combinación de ambas). 

La llamada Proliferación Angiomatosa Retiniana (RAP) podría estar producida 
por un mecanismo similar a la NVC. Parece desarrollarse en el marco de una MAE 
temprana, y en ella los vasos sanguíneos retinianos invaden la retina externa, mani-
festación que puede preceder o darse de forma simultánea a la NVC.32 Esta pato-
logía ha sido identificada como una forma peculiar de DMAE neovascular donde 
los nuevos vasos parten de la retina neurosensorial y se dirigen hacia las capas ex-
ternas de la misma, anastomosándose ocasionalmente con la circulación coroidea.  
La presencia de hemorragias intrarretinianas, telangiectasias y microaneurismas 
puede ayudar al diagnóstico de esta entidad, especialmente en el estadio final. 
La Proliferación Angiomatosa Retiniana en su inicio se sucede como una proli-
feración de capilares dentro de la retina, extendiéndose posteriormente al espacio 
subretiniano para terminar finalmente en una franca NVC.

Finalmente, la NVC puede entrar en un estado de inactividad dejando a su paso 
una cicatriz. El grado de cicatrización es variable: depende de la extensión de la 
lesión, de la sangre subepitelial y del estado del epitelio pigmentario, entre otros 
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factores. El tamaño y la localización de la cicatriz disciforme condicionarán la 
agudeza visual del paciente afectado.

Uno de los factores clave en la progresión de la DMAE es la angiogénesis ocular. 
Ésta está controlada por el equilibrio entre los factores que estimulan y los que in-
hiben la formación de nuevos vasos sanguíneos. Entre los principales factores esti-
muladores de neovasos encontramos el factor de crecimiento de endotelio vascular 
(vascular endothelial growth factor, VEGF). Originalmente el VEGF fue descrito 
como un factor endotelial angiogénico y promotor de la permeabilidad vascular. 
Se ha demostrado que, en respuesta al VEGF, se da una pérdida de líquido por 
los vasos de la retina, generando acúmulo de líquido y edema macular.33 Además, 
la liberación de VEGF también afecta la función del EPR.34,35 Hay una gran evi-
dencia clínica de que la expresión de VEGF está aumentada en las membranas de 
NVC extraídas quirúrgicamente de pacientes con DMAE.36,37 Ojos con DMAE 
temprana también presentan aumento en la expresión de VEGF en el EPR y pa-
cientes con NVC presentan aumento de VEGF en el vítreo.

En contraste, el principal factor antiangiogénico expresado en el ojo, el factor 
derivado de epitelio pigmentario (pigment epithelium derived factor, PEDF) se en-
cuentra disminuido en esta patología. Se ha observado disminución en la expre-
sión en pacientes con DMAE 38 y disminución de la concentración en el vítreo de 
pacientes con NVC.39 Esta desregulación en el equilibrio entre VEGF y PEDF es 
la principal responsable de la formación de nuevos vasos sanguíneos aberrantes 
durante el desarrollo de la DMAE.40,41 Un estudio reciente ha demostrado que la 
transición de la DMAE de seca a húmeda se da cuando la capacidad del PEDF de 
regular la proteólisis del receptor 2 del VEGF es reducida, generando una desre-
gulación de la señal del VEGF en el EPR.41

Hay evidencias de que la latencia en la división de las células endoteliales y las 
funciones de barrera endoteliales en el ojo también son reguladas por el balance 
entre VEGF y PEDF.42 En las células endoteliales, el PEDF compite con el VEGF 
por el receptor VEGFR2,43 también regula la expresión de VEGF 44,45 y disminu-
ye la fosforilación del receptor de VEGF.46 Un estudio realizado con endotelio 
demostró que el mecanismo inhibitorio del VEGF vía PEDF es inducido por la 
proteólisis intermembrana del receptor VEGF-R1 por la gamma-secretasa.44

Además del VEGF y el PEDF, estudios recientes indican que las angiopoyetinas 1 y 
2 y su receptor Tie-2 contribuyen en la formación de la NVC. La angiopoyetina 1 
funciona como agonista, y promueve la integridad vascular y la maduración, in-
hibe la apoptosis y reduce la permeabilidad. La angiopoyetina 2 es un antagonista 
de la angiopoyetina 1, y promueve la angiogénesis inducida por el VEGF. Se ha 
demostrado que el receptor Tie-2 y las angiopoyetinas 1 y 2 están presentes en 
el tejido de la NVC.47 Además hay receptores específicos para el endotelio ac-
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tivo de las membranas de la NVC, como las α-integrinas y el receptor CD105 
del factor transformador del crecimiento beta (TGF-β). Estos receptores pueden  
representar un objetivo potencial para futuros tratamientos antiangiogénicos.  
En un modelo de NVC se pudo inhibir el crecimiento vascular añadiendo anti-
cuerpos monoclonales contra las α-integrinas.48 El bloqueo del receptor CD105 
del factor transformador del crecimiento beta se asocia a la inhibición de la proli-
feración endotelial.49

Sobre estos hechos, se ha desarrollado la hipótesis de que la naturaleza no vascular 
de la membrana de Bruch se debe a que el EPR inhibe el crecimiento hacia el in-
terior de los vasos sanguíneos coroideos, y que esta inhibición varía en respuesta a 
los cambios asociados a la edad.

Se desconoce cuál es el estímulo para modificar la producción del factor de cre-
cimiento del EPR, se presume que pueda ser debido bien a una deficiencia en el 
aporte metabólico desde el plasma debido por una menor difusión de sustancias a 
través de la membrana de Bruch engrosada, o bien a un menor aporte de oxígeno 
como resultado de los cambios en los capilares coroideos.50

2.1.4 Histopatología de la DMAE
Desde un punto de vista histológico en la DMAE ocurren ciertos cambios anato-
mopatológicos.

Los cambios más importantes en la retina neurosensorial debidos a la edad se 
producen en la células de Müller y en los axones de las células ganglionares:  
hipertrofia, acumulación de lípidos o disminución y sustitución por tejido conec-
tivo.51 Mientras que los bastones desaparecen con el envejecimiento, incluso sin 
enfermedad manifiesta del epitelio pigmentario, los conos empiezan a degenerar 
únicamente en las fases avanzadas de DMAE no exudativa.52,53 La mayor pérdida 
de células fotorreceptoras se localiza en el área parafoveal y en presencia de atrofia 
geográfica o degeneración disciforme, y puede, finalmente, dar como resultado la 
desaparición de todos los fotorreceptores. A nivel del EPR, ya en fases tempranas 
se puede observar una disminución de su número y densidad a nivel de la retina 
central.

La membrana de Bruch va engrosándose progresivamente durante el envejeci-
miento, por acumulación de desechos membranosos lipídicos y de componentes 
anormales de matriz extracelular, sobretodo las capas de colágeno interno. La acu-
mulación de material en la capa colágena interna, protruyendo hacia la retina, es 
lo que precisamente se conoce con el término de drusas.53
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Todos los tratamientos disponibles hasta la actualidad están encaminados a 
frenar la progresión de la enfermedad cuando esta se encuentra en su fase 
exudativa. No existe tratamiento curativo para ninguna de las fases de la 

enfermedad. Al inicio de esta patología se produce una penetración de los vasos 
sanguíneos en la membrana de Bruch desde la coroides, por lo que numerosos tra-
tamientos se han dirigido a suprimir los vasos sanguíneos. Hasta hace poco tiempo 
estos tratamientos consistían en medios físicos, como el calor por fotocoagulación, 
la generación de radicales libres por radiación ionizante o terapia fotodinámica 
mediante colorantes fotosensibilizantes, esperando poder destruir los nuevos vasos 
sin dañar el epitelio pigmentario de la retina, del cual depende la supervivencia de 
las células fotorreceptoras y, por tanto, la preservación de la visión.

Los pacientes con NVC que no reciben ningún tratamiento tienen un mal pro-
nóstico. Un 62% de los ojos con NVC extrafoveal y un 65% de los ojos con NVC 
yuxtafoveal sufren una pérdida grave de visión. Entre los ojos con NVC subfoveal 
aquellos con una buena visión inicial presentan una probabilidad de entre 55 y 
65% de sufrir una pérdida visual grave.54 Los datos del Macular Photocoagulation 
Study 1 concluyen que la fotocoagulación no esta indicada en la mayoría de los ca-
sos con NVC macular. Otra alternativa terapéutica es la terapia fotodinámica con 
verteporfina, aunque la mayoría de los pacientes no experimenta mejoría visual.55 
Así pues, los fármacos antiangiogénicos administrados de forma intravítrea, se han 
convertido en la primera opción terapéutica para la DMAE neovascular.31,56

Introducción
Tratamientos para 

la DMAE

2.2
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2.2.1 Fotocoagulación con láser
El ensayo clínico realizado por el Macular Photocoagulation Study estudió en los 
años 80 y 90 el empleo de la fotocoagulación con láser en la NVC, basándose en 
el efecto térmico del láser que induce el cierre de la estructura neovascular. En este 
estudio se le dio gran relevancia a la localización de la lesión respecto a la fóvea y 
a la composición de la misma. En este sentido, lesiones alejadas de la fóvea, con 
predominio del componente clásico eran susceptibles de los mejores resultados, 
aunque también se trataron lesiones subfoveales buscando un escotoma menos 
extenso del que produciría la evolución natural. Las principales complicaciones 
de la fotocoagulación con láser son: la aparición de un escotoma irreversible como 
consecuencia del daño directo de la retina neurosensorial por la acción térmica 
del propio láser, especialmente grave en NVC subfoveal y, la elevada incidencia 
de recidiva de la actividad neovascular semanas después de la aplicación del trata-
miento, con el consecuente deterioro visual asociado y el crecimiento de la cicatriz 
meses después de la administración del tratamiento. En la actualidad, es posi-
ble tratar con láser lesiones clásicas bien delimitadas de localización extrafoveal. 
En el caso de lesiones yuxtafoveales, numerosos autores prefieren el empleo de 
antiangiogénicos por el riesgo de pérdida visual asociada a la recidiva tras el trata-
miento con láser. También se puede considerar la fotocoagulación con láser en el 
tratamiento de lesiones peripapilares y en la vasculopatía coroidea polipoidea y en 
la proliferación angiomatosa retiniana.

2.2.2 Terapia fotodinámica con verteporfina
La terapia fotodinámica es una modalidad de tratamiento en la que se inyec-
ta, en primer lugar, un colorante fotosensible, verteporfina (Visudyne®, Novar-
tis, Basilea, Suiza) por vía intravenosa, que, en una segunda fase, es activado en  
el tejido neovascular por la acción de un láser cuya longitud de onda coincide con 
el pico de absorción del producto.57 La activación selectiva del fármaco en el tejido 
neovascular induce un daño selectivo de dicho tejido, ocasionando la oclusión  
de la estructura neovascular en una reacción mediada por la liberación de  
radicales libres. 

Los ensayos pivotales con terapia fotodinámica demostraron que ésta reducía el 
riesgo de pérdida visual moderada y severa en NVC predominantemente clásica 58 
y tenía un efecto beneficioso respecto al grupo control en NVC oculta, con pro-
gresión reciente y tamaño pequeño o agudeza visual inferior a 20/5059. A pesar de 
ello, el cambio medio en la agudeza visual ha sido de una ligera pérdida de visión y 
el porcentaje de pacientes que mejoran la agudeza visual con terapia fotodinámica 
es escaso, por lo que ha sido desplazada por los antiangiogénicos como tratamien-
to de primera línea en la NVC.59 Por dicho motivo, hoy se considera la utilización 
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de terapia fotodinámica en caso de no poder emplear los antiangiogénicos o en 
asociación a los mismos.

2.2.3 Otros tratamientos
La cirugía de la extirpación de la NVC ha caído progresivamente en desuso con-
forme han mejorado los resultados del tratamiento intravítreo, por presentar  
numerosas complicaciones y unos resultados poco reproducibles. En la actualidad, 
se mantiene la indicación quirúrgica en caso de hemorragia submacular masiva  
y en algunas membranas yuxtapapilares cuya extensión no afecta a la zona avascular 
foveal.

La termoterapia transpupilar es una variante de fotocoagulación de baja radiancia 
en la retina, lo que se asocia a un menor daño tisular local y permite el tratamiento 
del área subfoveal. Se han publicado diversos ensayos clínicos y series de casos de 
pacientes con NVC tratados con termoterapia transpupilar; aunque los primeros 
resultados fueron esperanzadores, no han no han demostrado una mejoría signifi-
cativa sobre otras variantes terapéuticas.60

2.2.4 Fármacos antiangiogénicos
Los avances de la última década en tratamientos oncológicos con moléculas 
antiangiogénicas han facilitado el desarrollo de líneas de investigación con resulta-
dos significativos en el tratamiento de la DMAE exudativa.

Michelson (1948) describió el denominado “factor X”, producido en la retina en 
respuesta a agresiones externas de tipo infeccioso e inflamatorio. Posteriormente, 
Folkman (1972) descubrió el factor antiangiogénico, y Kohler y Miltein (1975) 
desarrollaron anticuerpos monoclonales. En 1989, Napoleone Ferrara clonó y pu-
rificó el factor de crecimiento vascular endotelial, este hecho junto con la huma-
nización de los anticuerpos y el conocimiento histopatológico de la DMAE, sentó 
las bases del tratamiento antiangiogénico.61 Como ya hemos visto los cambios 
relacionados con la edad que estimulan la neovascularización patológica en el área 
macular son procesos complejos todavía no bien conocidos. La NVC es el para-
digma de la DMAE exudativa,62 producida principalmente por el VEGF como 
respuesta a la isquemia o a otros factores.63 

El factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A), citocina soluble que fa-
vorece la angiogénesis y aumenta la permeabilidad vascular, desempeña un impor-
tante papel en la formación de neovasos. De todas las isoformas biológicamente 
activas de VEGF-A,58 dos de ellas parecen estar implicadas en la aparición de lesio-
nes NVC secundarias a la DMAE.64 Todo ello ha permitido la investigación de dis-
tintos fármacos dirigidos contra el VEGF, con aplicación directa en el tratamiento 
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de la DMAE exudativa. Hasta el momento actual, encontramos cuatro moléculas 
específicas disponibles en el mercado para el tratamiento de la DMAE exudativa: 
pegaptanib, un aptámero que bloquea de manera selectiva la isoforma 165 del VE-
GF-A, ranibizumab, un fragmento de un anticuerpo monoclonal recombinante 
humanizado, con buena penetración al espacio coroideo y capaz de bloquear to-
das las isoformas del VEGF-A, bevacizumab, que es un anticuerpo monoclonal 
humanizado IgG1 y capaz de inhibir todas las isoformas biológicamente activas 
del VEGF-A y finalmente aflibercept es una proteína de fusión que actúa compi-
tiendo con el VEGF por la fijación a su receptor, compitiendo con las isoformas 
de VEGF-A y el factor de crecimiento placentario. La eficacia y seguridad de estos 
fármacos han sido probadas en múltiples estudios.

2.2.4.1 Pegaptanib sódico
Fue el primer fármaco anti-VEGF que obtuvo la indicación para el tratamien-
to de la DMAE neovascular. Aprobado por la Food and Drug Administration 
(FDA) el 20 de diciembre de 2004 y posteriormente por la European Medicines 
Agency el 31 de enero de 2006. La molécula fue desarrollada por Eyetech (Nueva 
York, Estado Unidos) y comercializada en todo el mundo por Pfizer. Se trata de 
un conjugado covalente de un oligonucleótido de ARN de 28 bases unidas a dos 
cadenas de polietilenglicol ramificadas de 20 kDa de peso molecular que favorecen 
su efectividad al prolongar su semivida. Es una proteína de tipo aptámero que se 
une específicamente a la isoforma 165 del VEGF, bloqueándolo, impidiendo su 
interacción con los receptores de superficie de las células endoteliales.65 Su peso 
molecular es de 50 kDa y su osmolaridad, de 280 a 360 mOsm/kg, con pH de 6,7. 

Al ser una molécula aptámera, tiene una elevada afinidad y selectividad, y no es 
inmunogénica ni tóxica. En el Estudio VISION 66 realizado en 1.186 pacientes, 
el 70% de los pacientes tratados con el fármaco perdieron menos de 15 letras de 
agudeza visual en el test ETDRS de visión (Early Treatment Diabetic Retinopathy 
Study), comparado con el 55% del grupo control, a las 54 semanas. Una vez pe-
netra en el humor vítreo, es degradado enzimáticamente por las nucleasas intrao-
culares, las fracciones glucídicas aumentan su semivida y actúan selectivamente 
frente al VEGF1,65 evitando la unión de éste con sus receptores VEGFR 1 y 2.62 
Su semivida es de 8 a 14 días consiguiendo una dosis plasmática de 80 µg/mL,  
y se elimina por orina. No suele presentar otros efectos adversos que los asociados 
a la administración intravítrea.67

2.2.4.2 Ranibizumab
Fármaco sintetizado por Genentech (San Francisco, California, Estados Unidos) 
y comercializado fuera de Estados Unidos por Novartis. Aprobado por la FDA el 
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30 de junio de 2006 y por la European Medicines Agency el 22 de enero de 2007 
para la indicación exclusiva en DMAE húmeda. El ranibizumab (Ru-Fab V2) es 
un fragmento del anticuerpo monoclonal recombinante humanizado anti-VEGF 
con un peso molecular de 48 kDa (el anticuerpo entero tiene 148 kDa), que per-
mite una mayor penetración retiniana pudiendo actuar en enfermedades que afec-
tan a las capas externas de la retina y la coroides. Bloquea todas las isoformas 
del VEGF factor A (VEGF-A) implicadas en el proceso de neovascularización 
(angiogénesis). Tiene una afinidad 5-10 veces más alta que otros antiangiogénicos 
como el bevacizumab.

Una vez inyectado en la cavidad vítrea se une a isoformas de VEGF-A, ge-
neradas por corte y empalme alternativo del ARN, VEGF121 y VEGF165, 
así como al producto biológicamente activo derivado de la escisión 
proteolítica de dichas isoformas, el VEGF110. La unión del ranibizumab al  
VEGF-A impide la interacción de este último con sus receptores VEGFR-1 y  
VEGFR-2 en la superficie de las células endoteliales. La unión del VEGF y el 
tamaño relativamente menor del fragmento Fab con respecto al del anticuerpo  
íntegro facilita la penetración de la molécula en la retina.

En los estudios Marina 68 y Anchor ,69,70 el 96% de los pacientes tratados con in-
yecciones mensuales de 0,5 mg de ranibizumab perdió menos de 15 letras ETDRS 
de agudeza visual y al menos el 33% ganó más de 15. Aunque los mejores resulta-
dos del tratamiento se han obtenido con inyecciones aplicadas cada mes durante 
2 años. Después de la administración intravítrea, las concentraciones séricas de 
ranibizumab son generalmente bajas. La concentración máxima suele ser infe-
rior a la concentración necesaria para inhibir la actividad biológica de VEGF un 
50% (11-27 ng/mL, determinado en un ensayo de proliferación celular in vitro). 
La concentración máxima fue proporcional a la dosis en el intervalo de dosis de 
0,05 a 1,0 mg/ojo. Los análisis de farmacocinética poblacional y la desaparición 
de ranibizumab del suero en los pacientes tratados con la dosis de 0,3 mg indican 
que la semivida de eliminación vítrea de ranibizumab es de unos 10 días. Después 
de la administración intravítrea mensual de ranibizumab (0,3 mg/ojo), la con-
centración máxima de ranibizumab en el suero a las 24 horas varía entre 0,46 y 
1,76 ng/mL, y la concentración mínima entre 0,04 y 0,29 ng/mL. La exposición 
sérica a ranibizumab es unas 90.000 veces menor que la exposición intravítrea al 
fármaco.71

2.2.4.3 Bevacizumab
Producido por Genentech Inc/Roche, fue aprobado por la FDA el 26 de febre-
ro de 2004 para uso exclusivo en el cáncer metastásico colorrectal asociado al 
5-fluorouracilo y al ácido fólico. La European Medicines Agency aceptó su uso 
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el 12 de enero de 2005. Se ha ido ampliando su indicación a otras patologías 
entre las que no se incluye la DMAE húmeda. Es un anticuerpo monoclonal 
humanizado IgG1, anticuerpo de especificidad única resultante de un solo clon 
de células plasmáticas. Se desarrolló para inhibir la vascularización de los procesos 
de crecimiento tumoral. Al igual que ranibizumab, es capaz de inhibir todas las 
isoformas biológicamente activas del VEGF-A. El peso molecular de bevacizumab 
es de 149 kDa, tres veces mayor que ranibizumab, lo que teóricamente puede 
comprometer su penetración en las capas de la retina.

Rosenfeld et al 72 observaron que algunos pacientes con diferentes neoplasias y 
DMAE concomitante tratados con bevacizumab sistémico experimentaron  
mejoría de su agudeza visual. Basándose en este hecho y para evitar los efectos 
secundarios sistémicos asociados a la administración intravenosa de bevacizumab, 
decidieron inyectar el fármaco directamente en el vítreo. Los resultados prelimi-
nares fueron muy satisfactorios, lo que avaló el uso intravítreo del fármaco en-
tre los oftalmólogos de todo el mundo.72,73 No obstante, hasta la fecha la vía de  
administración intraocular no ha sido aprobada por las autoridades sanitarias. 
Las dosis usuales pueden variar desde 1,25 mg (0,05 ml) a 2,5 mg (0,1 ml). Su 
semivida es de 4,3 días y mantiene concentraciones de 10 µg/mL a los 10 días.70 
Su forma de presentación es en forma líquida, con pH de 6,2, cuya concentración 
es de 25 mg/mL.

2.2.4.4 Aflibercept
El aflibercept es una proteína de fusión que consiste en porciones de los dominios 
extracelulares de los receptores 1 y 2 del factor de crecimiento endotelial vascular 
humano fusionados con la porción Fc de la IgG1 humana, obtenida en células K1 
de ovario de hámster chino (CHO) mediante tecnología de DNA recombinante. 
Está indicado para el tratamiento de la DMAE exudativa. El VEGF-A y el fac-
tor de crecimiento placentario son miembros de la familia VEGF de factores 
angiogénicos que actúan como potentes factores mitógenos, quimiotácticos y de 
permeabilización vascular para las células endoteliales. 

El VEGF actúa a través de dos receptores a tirosina quinasa, VEGFR-1 y  
VEGFR-2, presentes en la superficie de las células endoteliales. El factor de cre-
cimiento placentario se une solamente a VEGFR-1, que también se encuentra 
en la superficie de los leucocitos. La activación excesiva de estos receptores por el 
VEGF-A puede provocar una neovascularización patológica y una permeabilidad 
vascular excesiva. El factor de crecimiento placentario puede actuar sinérgicamen-
te con el VEGF-A en estos procesos y se sabe que también favorece la infiltración 
leucocitaria y la inflamación vascular. 
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El bloqueo de estos receptores producido por el aflibercept inhibe o reduce la 
NVC patológica retrasando la DMAE. El aflibercept se administra directamente 
en el vítreo para ejercer efectos locales en el ojo.  Tras su administración intravítrea,  
el aflibercept se absorbe lentamente desde el ojo a la circulación sistémica, en la que 
generalmente se observa formando un complejo estable e inactivo con el VEGF; 
sin embargo, solamente el aflibercept libre es capaz de unirse al VEGF endógeno. 
Después de la inyección intravítrea de 2 mg de aflibercept las concentraciones 
plasmáticas máximas del fármaco libre fueron bajas, con una media de aproxi-
madamente 0,02 µg/ml y fueron indetectables dos semanas. El aflibercept no se 
acumula en el plasma cuando se administra por vía intravítrea cada 4 semanas. La 
concentración plasmática máxima media de aflibercept libre es aproximadamente 
de 50 a 500 veces menor que la concentración de aflibercept necesaria para inhibir 
la actividad biológica del VEGF sistémico en un 50% en los modelos animales, en 
los que se observaron cambios en la presión arterial cuando se alcanzaron niveles 
de aflibercept libre circulantes de alrededor de 10 µg/ml, que regresaron a los va-
lores basales cuando los niveles cayeron por debajo de aproximadamente 1 µg/ml. 

En humanos la administración intravítrea de 2 mg ocasiona una concentración 
plasmática máxima media de aflibercept libre 100 veces inferior que la concen-
tración de aflibercept necesaria para unirse al VEGF sistémico. Por lo tanto, son 
improbables los efectos farmacodinámicos sistémicos, como por ejemplo cambios 
en la presión arterial.  El aflibercept libre se une al VEGF formando un complejo 
estable que se metaboliza y elimina como cualquier otra proteína. Al comparar 
aflibercept con bevacizumab y ranibizumab, se observaron concentraciones plas-
máticas más prolongadas en el tiempo con aflibercept, incluso más allá de los siete 
días post-inyección.74 En la tercera fase del estudio VIEW1 y VIEW2, se observó 
que, administrada mensualmente o cada 2 meses, prevenía la pérdida de agudeza 
visual en el 95% de los pacientes, produciendo una ganancia de 6,9 a 10,9 letras, 
comparable al efecto de ranibizumab administrado de forma mensual. Además, a 
partir de año de dosis administrada regularmente, los pacientes requirieron una 
media de 4,2 inyecciones durante el segundo año.
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El proceso de angiogénesis está principalmente dirigido por el VEGF. Es 
uno de los factores más importantes en la regulación de la formación de 
vasos sanguíneos y linfáticos durante el desarrollo embrionario y también 

durante los procesos angiogénicos postnatales tales como la cicatrización y el man-
tenimiento de la homeostasis de los vasos sanguíneos en adultos. También está 
implicado en la neovascularización asociada a enfermedades, ya que se encuentra 
sobreexpresado en tumores sólidos, en algunas neoplasias hematológicas, en pa-
cientes con retinopatía diabética, en artritis reumatoide, en psoriasis y en pacientes 
con DMAE exudativa. 

El VEGF tiene además un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso 
central actuando como un potente factor de neurogénesis y plasticidad neuro-
nal.75 A consecuencia de esta implicación del VEGF en procesos patológicos se 
ha evaluado la regulación de su expresión como posible terapia tanto pro como 
antiangiogénica. La familia del VEGF consiste de siete glicoproteínas que se deno-
minan VEGFA (la más importante en angiogénesis), VEGFB, VEGFC, VEGFD, 
VEGFE, VEGFF y también se incluye en esta familia el factor de crecimiento 
placentario.75,76-78 

Existen diferentes receptores de los miembros de la familia del VEGF (VEGFR), 
los cuales son receptores transmembrana del tipo tirosina quinasa, que una vez 
unidos con su correspondientes ligandos en el dominio extracelular del recep-
tor, dimerizan y se activan a través de una transfosforilación de la tirosina del 
dominio intracelular dando una señal a través de las vías de MAPK (Mitogen-Ac-
tivated Protein Kinases) y Akt, activando de este modo las diferentes cascadas de 
señalización que resultan en procesos angiogénicos. Estos receptores son el VEG-
FR1 y VEGFR2, los cuales se unen a VEGFA. El VEGFR3 se une a VEGFC y  
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VEGFD. Existe una forma soluble de VEGFR1 que inhibe la proliferación de 
células endoteliales inducidas por el VEGF, secuestrando el VEGF y impidiendo 
que se una al VEGFR2. Este receptor soluble podría actuar como antagonista es-
pecífico de VEGFA.75,76,79,80 El receptor VEGFR2 se expresa predominantemente 
en células endoteliales vasculares además de en otros tipos celulares, y es el media-
dor más importante de las respuestas celulares del VEGF, siendo la vía de seña-
lización a través del VEGFR2 para la actividad vasodilatadora, la migración y la 
proliferación celular del VEGF.79 En contraposición, el receptor VEGFR1, el cual 
se expresa en células endoteliales, pericitos, monocitos y macrófagos entre otros 
tiene poco efecto proliferativo sobre las células endoteliales, pero puede formar 
heterodímeros con el VEGFR2 aumentando la señal angiogénica.

Así pues, el VEGF es un mitógeno específico de las células endoteliales vasculares, 
el cual actúa a través de sus receptores por activación de la cascada de señalización, 
induciendo la proliferación, migración y supervivencia de estas células inhibiendo 
la apoptosis, así como estimulando la síntesis de moléculas vasodilatadoras.81,76,78 
También es un factor involucrado en la permeabilidad vascular por su capacidad 
de fenestración endotelial. El VEGF se encuentra regulado por los niveles de oxí-
geno a través del factor de transcripción inducible por hipoxia (HIF1), y por la 
expresión de varios factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa y beta (TGFα, 
TGFβ), el factor de crecimiento insulínico (IGF), el factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), 
el óxido nítrico, las interleuquinas IL-1α y IL-6, y oncógenos como mutación o 
amplificación de Ras, entre otros.76,81

De todas las isoformas, el VEGFA es el componente más importante para la 
angiogénesis y interacciona con los receptores VEGFR1 y VEGFR2. El gen del 
VEGFA en humanos se encuentra en el cromosoma 6p21.3 y está compuesto 
de 8 exones y 7 intrones que a través de un proceso de splicing da lugar a cuatro 
isoformas maduras: VEGF165, VEGF121, VEGF189 y VEGF206. También existen 
dos isoformas menos frecuentes, la VEGF145 y la VEGF183. Todas las isoformas 
tienen propiedades biológicas diferentes, pero todas relacionadas con procesos 
angiogénicos.76-81

La VEGF165 es la isoforma más predominante y se trata de una glicoproteína de 
45 kDa homodimérica de unión a la heparina, producida por las células endoteliales, 
macrófagos o células T activadas, entre otras, con efecto proangiogénico específico 
para células endoteliales. La VEGF121 es un polipéptido acídico que no se una a la 
heparina, mientras que las isoformas VEGF189 y VEGF206 son básicas y tienen mu-
cha afinidad por la heparina. Por este motivo, la VEGF121 es una proteína comple-
tamente soluble, mientras que la VEGF189 y la VEGF206 se encuentran totalmente 
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retenidas en la matriz extracelular.78 La isoforma VEGF165 presenta propiedades 
intermedias ya que es secretada pero una fracción importante se mantiene rete-
nida en la superficie celular y en al matriz extracelular. Las isoformas VEGF145  
y la VEGF183 se unen fuertemente a la heparina y se encuentran secuestradas en la 
matriz extracelular y la superficie celular, por este motivo son menos activas que la 
VEGF121 y la VEGF165 in vivo.76,81

A pesar de que la expresión de VEGF, ya sea en exceso o en defecto, está asociada 
a múltiples patologías, el VEGF también juega un papel clave en la angiogénesis 
fisiológica y la homeostasis de los vasos sanguíneos en adultos 82 (figura 2). Así 
pues, el VEGF actúa como un potente factor de supervivencia endotelial ya que 
induce la expresión de proteínas antiapoptóticas en estas células.79,81 Se observa 
una acción paracrina del VEGF que actúa en las células endoteliales adyacentes 
y una función autocrina del VEGF expresado por las propias células endoteliales 
para asegurar su supervivencia y mantener la homeostasis vascular.77v
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Figura 2. Vías activadas por las diferentes isoformas de la familia del VEGF y su función celular. 
Adaptado de Falk T. et al. Int J Mol Sci 2010.
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El factor derivado del epitelio pigmentario, también denominado SER-
PINF1 (serine proteinase inhibitor clade F member 1), fue inicialmente 
descrito como un factor neurotrófico secretado por las células del epitelio 

pigmentario de la retina.83-85 No obstante, posteriormente Dawson D.W. et al. 86 
lo definieron también como un potente inhibidor endógeno de la angiogénesis. 
En condiciones fisiológicas normales, existe una actividad antiangiogénica que 
permite que la vascularización de la retina se mantenga quiescente.

La pérdida de esta situación de quiescencia, y por lo tanto la activación de la 
neovascularización, produce un crecimiento vascular anómalo que desencadena 
diferentes patologías. Dawson D.W et al. realizaron un estudio para identificar 
factores antiangiogénicos en el ojo regulados por el gen de supresión tumoral de 
retinoblastoma. El análisis de las proteínas sobreexpresadas en ese contexto permi-
tió identificar una glicoproteína de 50 kDa de la familia de los inhibidores de la seri-
na proteasa, el PEDF. Esta glicoproteína fue capaz de inhibir la neovascularización 
en la córnea de rata in vivo y de inhibir la migración de células endoteliales in vitro 
de manera más activa que otras moléculas antiangiogénicas como la angiostatina, 
la trombospondina-1 o la endostatina. Se observó también que la ausencia de 
PEDF por neutralización con un anticuerpo anti-PEDF inducía la formación de 
nuevos vasos sanguíneos en la córnea de la rata a pesar de la ausencia de inductores 
angiogénicos. Además, el PEDF inhibía la migración de células endoteliales indu-
cida por factores angiogénicos como el VEGF, el PDGF, la IL-8 y el FGF, supri-
miendo la proliferación celular y induciendo apoptosis de las células endoteliales 
de los neovasos en formación sin afectar los vasos maduros ya preexistentes.86

El PEDF se expresa durante el desarrollo embrionario sugiriendo que puede estar 
involucrado en el patrón celular y en la vasculogénesis inicial, a causa de su capa-
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cidad de unión a la matriz extracelular, la cual cosa le permite participar en la defi-
nición del desarrollo de los vasos sanguíneos.87 En adultos, el PEDF es sintetizado 
por un amplio número de órganos incluyendo el sistema nervioso central, cerebro, 
médula espinal, retina, músculo esquelético, hueso, corazón, placenta, testículos, 
ovarios y hígado.88,89 Algunos de estos órganos secretan el PEDF al torrente san-
guíneo, donde lo encontramos a una concentración considerable de 100 nM, la 
cual cosa le permite ser purificado a partir de plasma humano.90 A nivel celular se 
expresa en fibroblastos quiescentes para mantener la homeostasis de los vasos san-
guíneos, en células endoteliales y en células del epitelio pigmentario de la retina.91

2.4.1 Estructura del PEDF
El PEDF es una glicoproteína secretada de 50 kDa que presenta una homología 
tanto en la secuencia como en la estructura secundaria y terciaria con la familia de 
las serpinas (proteínas inhibidoras de las serina proteasas).87,89,90,93

La proteína de PEDF humana está constituida por 418 aminoácidos codifica-
dos por un solo gen que se sitúa en el cromosoma 17p13.3. Este gen presenta 8 
exones y 7 intrones con una alta conservación en la filogenia.89 Como otras ser-
pinas, contiene una región denominada reactive center loop. A pesar de que no se 
conoce exactamente cual es su función, se cree que esta región es una diana para 
la interacción inicial con otros factores y moléculas de la matriz extracelular y de 
control del sistema del retículo endoplasmático que pueden incrementar el efecto 
antiangiogénico del PEDF y sus funciones neuroprotectoras.94 Por otro lado se ha 
identificado una secuencia señal de secreción altamente conservada entre especies 
de naturaleza hidrofóbica que permite su transporte y secreción por mecanismos 
convencionales dependientes del retículo endoplasmático y aparato de Golgi, lo 
cual indica que las principales funciones se den en compartimentos extracelulares 
o en la superficie de la célula diana. 

No obstante, parece ser que también presenta una señal de localización nuclear 
y una glicosilación en el extremo C-terminal, y que por lo tanto, a parte de su 
secreción, el PEDF puede migrar al núcleo para desarrollar funciones como la di-
ferenciación celular y la regulación específica del proceso del ciclo celular como la 
transición de G1 a G0. En efecto, el PEDF se expresa en estadios de G0 del ciclo 
celular, a pesar de que se pierde en senescencia de fibroblastos y aumenta la super-
vivencia y diferenciación de neuronas en cultivo. Precisamente por este motivo el 
PEDF también se le ha denominado EPC-1 (early population doubling cDNA-1).95 
Su estructura cristalina muestra un único motivo inhibidor serpin proteasa y unos 
dominios de unión a heparina y colágeno, los cuales son importantes para sus 
funciones antiangiogénicas.87,89,92,93
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La capacidad de unión del PEDF a heparina o colágeno se da gracias a que presen-
ta una carga asimétrica. Por un lado tiene una parte con alta densidad de residuos 
básicos (positivos) que interaccionan con heparina y glicosaminoglicanos, mien-
tras que en el lado opuesto hay un área rica en residuos ácidos como el glutámico y 
aspártico cargada negativamente que le permite la unión por interacciones iónicas 
con las áreas cargadas positivamente de las moléculas de colágeno tipo I y con me-
nos afinidad a las de colágeno tipo II y tipo III.96 Esta unión al colágeno permite 
que haya un reservorio de PEDF en la matriz extracelular de algunas células que 
puede ser la clave en la regulación de la biodisponibilidad de PEDF. Además, este 
reservorio es esencial para que pueda desarrollar sus actividades antiangiogénicas 
y neurotróficas.90,97,98

En relación al lugar de unión del PEDF a la heparina, del mismo modo que 
ocurre con otras serpinas, también es importante para su actividad antiangiogé- 
nica.92,93,99,100 Esto es debido a que la unión de PEDF a heparina le produce un 
cambio conformacional que podría permitir la exposición del epítopo involucra-
do en la unión al receptor y por lo tanto podría regular las interacciones con los 
receptores de membrana celular.101,102

2.4.2 Regulación, señalización y función del PEDF
El PEDF está asociado a múltiples procesos biológicos importantes: antitumorales, 
antiangiogénicos, neurotróficos, neuroprotectores y de vasopermeabilidad, así 
también como antiinflamatorios y antioxidativos.87,86,99,103,104 Existen evidencias 
que indican que hay regiones separadas en el PEDF que realizan sus dos funciones 
principales: neuroprotectora y antiangiogénica.99

2.4.2.1 Función antiangiogénica
A pesar de que no está muy claro cuales son las vías implicadas en los efectos 
antiangiogénicos del PEDF, algunos autores han propuesto posibles mecanismos 
descritos a continuación.

Existen estudios que indicarían que el efecto antiangiogénico del PEDF sería por 
su acción sobre la ruta de señalización de VEGF y su capacidad de inhibición de 
la migración celular inducida por varios factores angiogénicos tales como FGF, 
PDGF, IL-886. Por otro lado, a través de su capacidad de inducción de apoptosis 
de las células endoteliales proliferantes.105,106

Este efecto antiangiogénico del PEDF a través de la actuación sobre la ruta del 
VEGF se ha demostrado en varios estudios. Por ejemplo, en una línea celular de 
osteosarcoma se observó que la adición de la proteína PEDF de manera exógena 
disminuía el VEGF tanto a nivel de mRNA como de proteína, sugiriendo una 
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posible inhibición de la angiogénesis tumoral por parte del PEDF.107 En otro es-
tudio, usando en un ensayo in vitro células endoteliales de pulmón deficientes en 
PEDF se observó una mayor capacidad de migración de estas células así como de 
expresión de VEGF sin afectar la expresión de los receptores VEGFR1 y VEG-
FR2.108 Este efecto del PEDF sobre la expresión de VEGF también se observó en 
patologías como la retinopatía diabética, donde la sobreexpresión exógena de la 
proteína PEDF inhibía los niveles de VEGF inducidos por la hipoxia en las células 
endoteliales de la retina. No obstante, este efecto sólo se observó en condiciones 
patológicas, no en condiciones fisiológicas, indicando que el PEDF tiene un papel 
importante en el mantenimiento de los niveles normales de VEGF en la retina.104 

Otros autores han propuesto un mecanismo de inhibición de la angiogénesis me-
diante la inducción de un corte en el extremo C-terminal del receptor VEGFR1 
en el dominio transmembrana. Este corte se produciría por la acción de la γ-secre-
tasa, la actividad de la cual se ha visto incrementada por la acción del PEDF, ha-
ciendo que el dominio intracelular del receptor se libere de la membrana plasmáti-
ca y no se pueda translocar el núcleo impidiendo así la cascada de señalización. Es 
interesante destacar que este mecanismo antiangiogénico del PEDF solamente se 
produce en presencia de VEGF. Esto es debido a que la unión del VEGF al VEG-
FR1 induce un cambio conformacional en el receptor el cual es necesario para que 
la γ-secretasa pueda proteolizarlo.109 También se ha observado que el PEDF puede 
inhibir la fosforilación del VEGFR144, así como disminuir la fosforilación del VE-
GFR2 en células endoteliales HUVEC en cultivo, reduciendo de esta manera la 
actividad angiogénica del VEGF99. Esta desregulación en el equilibrio entre VEGF 
y PEDF es la principal responsable de la formación de nuevos vasos sanguíneos 
aberrantes durante el desarrollo de la DMAE.40,41 Un estudio reciente ha demos-
trado que la transición de la DMAE seca a húmeda se da cuando la capacidad del 
PEDF de regular la proteólisis del receptor VEGFR2 es reducida, generando una 
desregulación de la señal del VEGF en el EPR.41 Hay evidencias de que la latencia 
en la división de las células endoteliales y las funciones de barrera endoteliales en 
el ojo también son reguladas por el balance entre VEGF y PEDF.42

Por otro lado, el PEDF podría presentar una función antiangiogénica a través de un 
efecto apoptótico. Cuando existe un estímulo angiogénico las células endoteliales 
expresan el receptor Fas (también conocido como CD95). De esta manera las 
células endoteliales proliferantes quedan marcadas con el fin de sensibilizarse a 
la apoptosis cuando se exprese su ligando FasL (CD95L). Factores inhibidores 
de la angiogénesis como el PEDF inducen un incremento de la expresión de este 
ligando FasL, induciendo de este modo la apoptosis de las células endoteliales 
nuevas que migran bajo la influencia de factores proangiogénicos, las cuales ex-
presan niveles relativamente altos del receptor Fas, y por lo tanto son las primeras 
en entrar en apoptosis.103,110 Otro mecanismo propuesto es que la inducción de la 



Pigment epithelium derived factor (PEDF)	 37

apoptosis observado en células HUVEC in vitro por parte del PEDF está asociada 
a la activación de la proteína p38 MAPK mediante su fosforilación. Una vez la 
p38 MAPK está activada, esta proteína regula el corte de múltiples caspasas como 
las caspasas 3, 8 y 9 induciendo así la apoptosis. Por tanto, la acción apoptótica del 
PEDF sería dependiente en parte de la activación de las caspasas, las cuales se ven 
aumentadas con la expresión del PEDF vía p38 MAPK.99,106

2.4.2.2 Función antifibrótica
También se ha descrito una función del PEDF antifibrótica en diferentes patolo-
gías gracias a su papel regulador de la quiescencia de los fibroblastos.95,111-114 En es-
tudios en modelo de rata con nefropatía diabética se observó que la sobreexpresión 
mediante vectores adenovirales de PEDF mejoraba la fibrosis y la proteinuria del 
riñón de estos animales a través de una disminución significativa de los niveles 
de fibronectina, así como de la expresión y función de los factores profibróticos 
TGF-β1 y CTGF (connective tissue growth factor). Además también se observó 
que la sobreexpresión de PEDF incrementaba uno de los principales factores de-
gradadores de matriz extracelular, la metaloproteinasa-2 (MMP-2).112 De manera 
muy similar, en un modelo de infarto agudo de miocardio, la sobreexpresión del 
PEDF reducía la fibrosis cardíaca a través de la disminución de TGF-β1 y de la 
expresión de colágeno tipo III, mejorando de esta manera la función ventricular 
izquierda.115 Paralelamente, en un modelo de pancreatitis en ratón, el cual está 
asociado a procesos fibróticos, se observó que la expresión de PEDF aumentaba 
en los animales con pancreatitis inducida, en comparación con el grupo control.116 
No obstante, en casos como la fibrosis pulmonar idiopática o la glomerulonefritis, 
a diferencia de otras patologías donde un exceso de angiogénesis está asociada a 
procesos fibróticos, se ha observado que una angiogénesis reducida está asociada a 
una respuesta fibrótica progresiva.117,118

2.4.2.3 Función neuroprotectora
El PEDF es un factor neurotrófico con capacidad de proteger a las neuronas de las 
diferente regiones del sistema nervioso central contra un amplio rango de acciones 
neurodegenerativas que incluyen la axotomía, la excitotoxicidad por glutamato 
y el estrés oxidativo.99 Esta neuroprotección del PEDF estaría regulada a través 
del factor nuclear kappa-B (NFκB). Por ejemplo, en las células del cerebelo el 
tratamiento con PEDF estimula la fosforilación de IκB, dando una activación y 
translocación de NFκB al núcleo. A continuación, NFκB induce la expresión de 
múltiples genes antiapoptóticos y neuroprotectores que controlan la supervivencia 
celular, la proliferación y muerte de estas células.99,93
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2.4.2.4 Receptores de PEDF
No se ha identificado un receptor específico del PEDF. Se sugiere que puede actuar 
mediante múltiples receptores,93 y a causa de la dificultad en identificar los recep-
tores se piensa que el PEDF sigue un patrón de señalización no clásico (figura 3).  
Se ha observado que el PEDF se une a dos receptores: un receptor de 60 kDa en 
células endoteliales, y un receptor de 80 kDa que se ha encontrado en células del 
epitelio pigmentario de la retina y hepatocitos.119,120 Estudios de Filleur et al. de-
mostraron que existen dos epítopos funcionales de PEDF: un péptido 34-mer y 
un péptido 44-mer. Este último se uniría al receptor de 80 kDa induciendo el efec-
to neurotrófico, mientras que el péptido 34-mer se uniría al receptor de 60 kDa 
induciendo la apoptosis, bloqueando la migración de células endoteliales y por lo 
tanto inhibiendo la angiogénesis.93 El receptor de 60 kDa corresponde a un recep-
tor de laminina (no integrina) el cual facilita la actividad antiangiogénica y inhibe 
la proliferación y migración celular. Este receptor interacciona con el PEDF en la 
membrana celular de las células endoteliales induciendo su apoptosis, inhibiendo 
la migración y bloqueando la angiogénesis inducida por factores proangiogénicos 
tales como el VEGF y el FGF.119 Por otro lado, el receptor de membrana de 80 kDa 
corresponde a una proteína transmembrana presente en la superficie de las células 
que se caracteriza por presentar una actividad fosfolipasa A2 y el cual se une con 
alta afinidad al PEDF.
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Figura 3. Vías activadas por el PEDF y su función celular. Adaptado de Falk T. et al. Int J Mol 
Sci 2010.
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Otra hipótesis propuesta por Ren et al. es que el PEDF ejerza sus funciones a 
través de la interacción con integrinas. Proponen que el PEDF se une a una o más 
integrinas directa o indirectamente por la vía de la matriz extracelular donde se en-
cuentra concentrado, de manera que se liberan las fosfatasas unidas a la integrina 
y estas interaccionan con los receptores de VEGF inhibiendo la vía o bien inhi-
biendo la activación de kinasas. Las dos opciones bloquearían la fosforilación o 
transducción de señal inhibiendo así la angiogénesis.121

2.4.3 PEDF en patología ocular
El balance entre el factor proangiogénico VEGF y el factor antiangiogénico PEDF 
permite el funcionamiento normal de la retina y determina la formación de vasos 
nuevos, ya que el PEDF es un antagonista endógeno del VEGF.122 Las células del 
EPR una vez diferenciadas incrementan significativamente tanto los niveles de 
VEGF como de PEDF.123 Se ha observado una disminución en la expresión de 
PEDF en pacientes con DMAE,38 así como también una disminución de la con-
centración en el vítreo de pacientes con NVC.39

Tanto el PEDF como el VEGF se secretan en las células del EPR. Mientras que el 
VEGF se secreta desde la parte basolateral de las células del EPR, el PEDF lo hace 
desde la parte apical. En DMAE avanzada, la polaridad de las células del EPR se 
ve alterada, modificando los niveles de PEDF y VEGF secretados por las células 
del EPR. Esta pérdida de polaridad provoca una disrupción del equilibrio secretor 
entre las superficies apical y basolateral del EPR conduciendo a la alteración de 
la homeostasis retiniana y favoreciendo la aparición de situaciones patológicas.124

Actualmente se ha demostrado que el PEDF representa el factor antiangiogénico 
más potente del ojo 46 y también tiene efecto neurotrófico y antiinflamatorio,125 
siendo considerado como posible diana terapéutica en la prevención de la muerte 
de células de la retina y control del crecimiento de vasos anormales inducidos por 
el VEGF.126

Recientemente se ha demostrado que la administración subconjuntival diaria de 
la proteína humana recombinante PEDF, así como el péptido sintético del PEDF 
34-mer derivado de las posiciones Asp44-Asn77, es capaz de reducir las lesiones de 
NVC en el 52% y 47% respectivamente en modelos animales in vivo.127

Por las características descritas previamente, el PEDF puede tratarse de la diana 
terapéutica más importante para la DMAE.
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Desarrollar modelos animales de una enfermedad en concreto ayuda en 
gran medida en el desarrollo de nuevas vías terapéuticas. El modelo ani-
mal ideal para estudiar la DMAE sería un modelo poco costoso, que imi-

te los cambios histológicos y funcionales de la enfermedad pero a la vez que tenga 
una evolución rápida en el tiempo que permita estudios más eficaces. Muchos 
modelos animales imitan los cambios patológicos que ocurren en DMAE, pero 
ninguno de ellos las imita todas completamente (figura 4). Desarrollar un mode-
lo que imite los cambios que ocurren tanto en DMAE precoz como en DMAE 
tardía es un objetivo altamente dificultoso por la cantidad de obstáculos que se 
presentan. En primer lugar la DMAE es proceso complejo que engloba cambios 
genéticos y ambientales.

No está provocada por un defecto genético único, sino que existen numerosos po-
limorfismos genéticos implicados en contribuir a incrementar el riesgo de presen-
tar DMAE. El estrés oxidativo, la inflamación, el metabolismo de los lípidos y los 
carbohidratos son mecanismos que también se han implicado en la fisiopatología 
de la DMAE. Además, las mayor complejidad anatómica de la retina humana en 
comparación con los modelos animales utilizados añaden mayor dificultad al ob-
jetivo. Los animales más habituales que se han utilizado como modelo de DMAE 
experimental han sido ratones (figuras 5 y 6), ratas, conejos, cerdos y primates no 
humanos. Los modelos en roedor ofrecen ventajas en cuanto a que tienen un coste 
bajo, presentan una rápida progresión de la enfermedad y son fácilmente mane-
jables genéticamente. Sin embargo, una clara desventaja que se presenta tanto en 
ratones como en ratas es la ausencia de una mácula anatómica. Sin embargo los 
primates no humanos presentan la anatomía retiniana más parecida a un humano, 
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pero son difíciles de manipular genéticamente, caros de mantener y el curso evo-
lutivo de la enfermedad es lento.128

2.5.1 Modelo de DMAE exudativa en roedor
La NVC es la lesión representativa de DMAE exudativa y es una causa importante 
de disminución de agudeza visual en pacientes de edad avanzada. Antes de la era 
de los tratamientos antiangiogénicos, las opciones terapéuticas para las NVC eran 
muy limitadas, consistiendo esencialmente en tratamientos ablativos.

Los modelos animales aportaron mucha información acerca de los mecanismos 
moleculares involucrados en la patogénesis de la formación de la NVC al mismo 
tiempo que resultaron ser modelos muy reproducibles para identificar y estudiar 
tratamientos novedosos en un relativo corto período de tiempo. Como conse-

Figura 4. Modelos animales que imitan NVC y sus características. Tomado de Pennesi M. et al. 
Mol Aspects Med 2012; 33: 487–509.
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cuencia de esto, la terapia antiangiogénica alteró dramáticamente el pronóstico de 
los pacientes afectados de DMAE exudativa cambiando el paradigma terapéutico 
de la enfermedad hacia la farmacoterapia dirigida.

A pesar de los recientes avances en el tratamiento de la NVC, el mecanismo 
patogénico exacto que desemboca en el desarrollo de la NVC continúa siendo 
una incógnita en algunos aspectos. Del mismo modo, los modelos animales de 
NVC están limitados en su capacidad de imitar la compleja cadena de sucesos 
que conllevan a la aparición de NVC en pacientes con DMAE. Idealmente, un 
modelo animal de DMAE exudativa debería incluir el componente neovascular de 

Figura 5. Red vascular retiniana 
del ratón C57BL/6N observada a 
través de microscopía confocal.

Figura 6. Red vascular coroidea 
del ratón C57BL/6N observada a 
través de microscopía confocal.
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la enfermedad pero también los cambios seniles que aparecen en la mácula y que 
predisponen al crecimiento de los neovasos procedentes de la coroides.

La mayoría de los modelos actuales se basan en realizar lesiones mediante láser o 
directamente de una manera mecánica crear una lesión en el complejo EPR-mem-
brana de Bruch (figura 7). También existen modelos en los que se altera el EPR y 
los tejidos circundantes mediante intervenciones externas tales como la inyección 
de sustancias al espacio subretiniano o internamente como los modelos animales 
genéticos knock-out.

2.5.1.1 NVC inducida mediante láser
El modelo de crear una NVC mediante láser fue desarrollado inicialmente en 
primates no humanos.129 Actualmente, la adaptación a roedores es la más utilizada 
(figura 8).

En este modelo se utiliza una alta potencia de láser focalizada en la retina para 
provocar una rotura en la membrana de Bruch. En 1989 Dobi et al. describieron 
un modelo en rata usando un láser de criptón de 647 nm con unos parámetros 
de 50-160 mW, spot de 100 µm y duración de 0,1 segundos.130 Sus observaciones 
iniciales fueron que las potencias más bajas no conseguían romper la membrana 
de Bruch y por lo tanto no desarrollaban una NVC. Sin embargo, las quemaduras 
excesivamente potentes resultaron en hemorragias coroideas extensas con la conse-
cuente cicatrización avascular y tampoco consiguieron desarrollar NVC.

Las quemaduras que provocaban un spot blanco con la formación de burbujas en 
el centro con o sin hemorragia asociada son las que mostraron más roturas de la 

Figura 7. Imagen transversal (A) y sagital (B) de microscopía confocal en la que se muestra la 
formación de NVC teñido de rojo y las células del EPR teñidas de azul.

A B
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membrana de Bruch y formación de NVC, y eso lo consiguieron con potencias 
de láser de 120 mW.130

El primer modelo en ratón se publicó por Tobe et al. en el año 1998 utilizando 
también un láser de criptón de 647 nm con unos parámetros de 350-400 mW, spot 
de 50 µm y duración de 0,05 segundos para realizar 3 lesiones en el polo posterior, 
consiguiendo la formación de NVC en el 87% de los casos a las 2 semanas. Los 
autores también notaron un incremento en la formación de NVC si observaban 
las burbujas en el centro al momento de realizar la lesión.130 También se han utili-
zado variaciones utilizando un láser de diodo, de argón o incluso Nd:YAG.132,133,134

Se han descrito numerosos métodos par analizar las NVC experimentales. A tra-
vés de angiografía fluoresceínica se puede visualizar la fuga de contraste de las 
membranas, a pesar de que es difícil de cuantificar. Histológicamente se pueden 
verificar las NVC sobretodo cuando se utilizan tinciones inmunohistoquímicas 
tales como la fosfatasa alcalina o anticuerpos CD31 o CD102.135,136 Sin embargo, 
es una técnica costosa, difícil de cuantificar y técnicamente complicada para obte-
ner la muestra suficiente necesaria para la evaluación. Otra opción validada para 
valorar la creación de NVC es el flatmount de esclera-coroides-EPR.137 La técnica 
consiste en enuclear los ojos para su disección, eliminando el segmento anterior 
y la retina. Se fija el polo posterior de una pieza compuesto de EPR, coroides 
y esclera. A continuación se realiza inmunofluorescencia con isolectina-B4 para 
reconocer las células endoteliales y finalmente se monta en plano (flatmount) para 
ser visualizado en microscopio de fluorescencia. La detección de isolectina B-4 
determina las zonas lesionadas en las que hay células endoteliales de tal forma que 
se estudia la aparición de neovasos. Con el reciente desarrollo de los SD-OCT 

Figura 8. Imagen de la forma-
ción de NVC en ratón C57BL/6N  
a través de microscopía confocal.
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portátiles y modalidades avanzadas in vivo de captura de imágenes con algoritmos 
sofisticados de proceso post-adquisición de imagen obtendremos nuevos métodos 
de elección para estudiar la formación de NVC mediante láser.133

El modelo de NVC mediante láser en roedor es atractivo por su bajo coste, por su 
habilidad en generar eficientemente un alto número de lesiones en un solo ojo en 
lo que se refiere a temas de análisis estadístico y el corto período de tiempo nece-
sario comparado con el curso natural de la enfermedad en humanos. Del mismo 
modo que ocurre en el ojo humano, las NVC inducidas mediante láser siguen los 
mismos estadios de desarrollo: formación precoz de la membrana, establecimiento 
de una red fibrovascular madura y involución.138 El tiempo para la formación de 
una NVC mediante láser es similar en ratones y ratas, con la fase precoz ocurrien-
do la primera semana y las membranas más maduras alrededor de los 10 días.137 El 
principal inconveniente del modelo de DMAE exudativa inducido mediante láser 
en roedor es la inhabilidad que presenta de reproducir la compleja secuencia de 
eventos que ocurren previamente y que finalmente terminan en la formación de la 
NVC. Es un modelo en el que se realiza una lesión aguda y la consecuente infla-
mación en lugar de ser el resultado de una degeneración senil a lo largo del tiempo 
y como consecuencia de una inflamación crónica. Existen también diferencias 
anatómicas en lo que se refiere al efecto de coagulación que se produce en la retina 
neurosensorial adyacente al realizar el impacto mediante láser, cosa que no ocurre 
en la DMAE exudativa en humanos. Actualmente se desconoce que extensión de 
tejido retiniano circundante se puede alterar al realizar la NVC experimental.

Bien sea a través del estudio de los tipos celulares y mediadores de la angiogénesis 
o a través del uso de modelos transgénicos, el modelo de NVC mediante láser en 
roedor ha contribuido mucho al actual concepto y entendimiento de la patogénesis 
de la NVC. Muchos componentes de la cascada angiogénica se han estudiado en 
modelos múridos de NVC mediante láser, incluido la secreción de FGF-2,139,140 
Ang-2,141 VEGF,142-144 óxido nítrico 145 y metaloproteinasas.146,147 El estudio de se-
ñales intracelulares mediante kinasas o el estudio de factores de crecimiento tam-
bién se han estudiado gracias al desarrollo de este modelo animal,148,149 así como 
los diferentes tipos celulares involucrados en la formación de la NVC, tales como 
macrófagos 144,150 células endoteliales, 130 fibroblastos 139 y las células del EPR.151  
Finalmente, el modelo de NVC experimental en roedor también ha aportado da-
tos en relación al rol de la cascada del complemento.152,153

A nivel molecular, el modelo de NVC mediante láser en roedor ha ayudado a 
establecer el concepto de farmacoterapia en los nuevos tratamientos para la NVC. 
En el año 1999, Seo et al. demostraron una reducción significativa de la NVC 
en modelo animal mediante láser con el tratamiento vía oral de un inhibidor 
de la proteína kinasa.148 Desde entonces, la inhibición farmacológica de la NVC 
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inducida mediante láser ha sido un área muy activa de investigación: las inyec-
ciones intravítreas de corticoides,154 fármacos antiangiogénicos y antiinflamato-
rios,155-158 anticuerpos 134,159,160 y dispositivos de liberación sostenida 161,162 han sido 
estudiados mediante este modelo. Incluso el último tratamiento anti-VEGF apro-
bado recientemente por la FDA para su uso en pacientes con DMAE exudativa 
(aflibercept) ha sido estudiado previamente en modelo de NVC experimental  
mediante láser en roedor.163 También se realizaron ensayos preliminares en mode-
lo animal múrido mediante láser para evaluar la terapia génica como tratamien-
to coadyuvante a los antiangiogénicos para la NVC 164-166 y que actualmente ya 
se está desarrollando en humanos. El único inconveniente es la investigación de  
anticuerpos humanizados mediante este modelo animal; un estudio en ratas no en-
contró una inhibición significativa en la evolución de la NVC cuando estas fueron  
tratadas mediante bevacizumab y ranibizumab intravítreo, seguramente atribuible 
a diferencias entre especies.167

2.5.1.2 NVC inducida mediante inyección subretiniana
La inyección de sustancias entre la retina neurosensorial y el EPR es un mecanis-
mo adicional para formación de NVC experimental muy prometedor. Con esta 
técnica se pueden aplicar sustancias angiogénicas muy cerca de la vascularización 
coroidea y lesionar el EPR durante la inyección, lo que nos permitirá generar una 
NVC que invada el espacio subretiniano.141

2.5.1.2.1 Inyección subretiniana de Matrigel®

Matrigel® es el nombre comercial de una mezcla de proteínas de matriz extracelular, 
producida y secretada por las células de sarcoma de ratón Engelbreth-Holm-Swarm. 
Está disponible en el mercado a través de una compañía biotecnológica y se carac-
teriza por asemejarse al ambiente extracelular que se encuentra en muchos tejidos. 
Se utiliza como un sustrato para el cultivo de células. Los principales compo-
nentes del Matrigel® son proteínas estructurales como laminina, colágeno, algu-
nos péptidos adhesivos y factores de crecimiento. Esta mezcla es líquida a 4 ºC y 
solidifica a 24-37 ºC, de tal modo que cuando es inyectada in vivo se convierte 
en forma sólida y permite que los factores angiogénicos se liberen de una forma 
lenta y sostenida. Cuando fue utilizado en ratón se observó una degeneración del 
EPR y de los fotorreceptores, migración de las células del EPR y formación de 
NVC.170 En un modelo similar en ojo de conejo se realizó inyección subretiniana 
de Matrigel® solo o bien Matrigel® con VEGF, consiguiendo la formación de NVC 
en el 100% de los casos.169 Este modelo se utilizó también para evaluar el efecto 
antiangiogénico del VEGF-trap, y demostró no solamente la inhibición de la NVC 
en ratas tratadas, sino también el mismo patrón celular a la respuesta neovascular 
destacando la similitud con las lesiones de DMAE exudativa en humanos.170 El 



48	 Introducción (2.5)

hecho de imitar el depósito subretiniano que encontramos en la DMAE exudativa 
y su capacidad de actuación más larga para promover la angiogénesis, convierte el 
uso de Matrigel® subretiniano en una técnica muy atractiva.169,170

2.5.1.2.2 Terapia génica VEGF subretiniana
Numerosos estudios demuestran el importante rol que ejerce el VEGF en la 
angiogénesis ocular. Las células del EPR son reconocidas como las principales 
secretoras de VEGF y la disfunción de este sistema juega un papel muy importan-
te en la patogénesis de la NVC.171 Muchos grupos de investigación han tratado 
de crear modelos animales de NVC induciendo una sobreexpresión de VEGF 
en las células del EPR. Se ha descrito la creación de un modelo de NVC en rata 
mediante inyección subretiniana de vectores adenovirales expresando VEGF.172,173 
Se observó también una mayor duración de los complejos de neovascularización, 
incluso hasta los 20 meses post-inyección174.

El problema de la inyección subretiniana en estos modelos se dilucida mediante 
los ratones transgénicos. En los ratones rho/VEGF se produce un incremento 
en la secreción de VEGF de los fotorreceptores, y los cambios observados son 
en forma de neovascularización retiniana sin NVC.175 Cuando la sobreexpresión 
de VEGF ocurre en las células del EPR inducidas, como ocurre en los ratones 
VMD2/VEGF se observa neovascularización intracoroidea pero sin NVC que pe-
netre la membrana de Bruch.176 Sin embargo con el trauma local que se realiza en 
la integridad del EPR al realizar la inyección subretiniana del vector adenoviral si 
que se observa formación de NVC.141

2.5.1.2.3 Inyección subretiniana de macrófagos, hidroperóxido lipídico y 
polietilenglicol
En el intento de imitar exactamente la DMAE exudativa se han inyectado com-
ponentes de las NVC en el espacio subretiniano. Por ejemplo, los macrófagos 
son células importantes que participan en la formación de la NVC, secretan una 
variedad de factores de crecimiento que promueven la angiogénesis y se han aisla-
do a partir de complejos neovasculares.177,178 Jo et al. intentaron imitar el aspecto 
fibrótico de las NVC mediante inyecciones subretinianas de macrófagos en rato-
nes C57BL/6N.179

El depósito lipídico en la membrana de Bruch es una característica de la patogénesis 
de la DMAE.180 De hecho se han encontrado lípidos oxidados en la membrana de 
Bruch de pacientes con edad avanzada.181 La inyección subretiniana de un lípido 
oxidado (13(S)-Hydroperoxy-9Z,11E-octadecadienoic acid, HpODE) promovió  
la formación de NVC en conejo.182 Baba et al. reprodujeron la inyección del 
HpODE en rata, observando una degeneración de fotorreceptores, macrófagos 
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y células del EPR cargados de lípidos y la formación de NVC.183 Utilizando esta 
técnica también fue necesario crear una rotura en la membrana de Bruch con el 
fin de estimular la formación de NVC.

El rol que ejerce la cascada del complemento en la formación de NVC ha sido 
previamente demostrado en un modelo animal mediante láser.184 Lyzogubov et 
al. utilizaron polietilenglicol-8 (PEG-8) para crear un modelo animal de NVC.185 
En este modelo, la inyección de PEG-8 promovió la activación de la cascada del 
complemento y la formación de NVC.
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La administración de fármacos al polo posterior del ojo sigue siendo actual- 
mente una tarea complicada debido a las barreras tanto anatómicas  
como fisiológicas existentes.186 Las estructuras internas y externas  

del ojo están protegidas por diferentes barreras que dificultan la pene- 
tración de fármacos a la concentración necesaria. La estructura del ojo  
se divide en dos segmentos: anterior y posterior. El segmento anterior está com-
puesto por la córnea, el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino.187 El segmento poste-
rior está básicamente compuesto por el humor vítreo, la retina, la coroides y el 
nervio óptico. Las enfermedades que afectan al segmento posterior tales como la 
retinopatía diabética, la DMAE, el edema macular diabético, uveítis requieren 
una inmediata atención para prevenir la pérdida de agudeza visual.188-190 

Las enfermedades que afectan el polo posterior del ojo presentan unas barreras 
anatómicas y fisiológicas que harán que las dosis convencionales de colirio, po-
madas o soluciones no funcionen adecuadamente. La retina y la coroides son 
las principales dianas terapéuticas de la mayoría de enfermedades que afectan 
al polo posterior. Al aplicar un fármaco a nivel tópico las barreras estáticas (ca-
pas corneales, barrera hemato-acuosa, barrera hemato-retiniana) y las barreras  
dinámicas (flujo sanguíneo coroideo y conjuntival, aclaramiento linfático y 
dilución de la lágrima) impiden que el fármaco alcance la retina. Únicamente 
1/100.000 de la cantidad de fármaco observado en la lágrima alcanza la retina 
y la coroides. 191Los sistemas más utilizados para tratar las enfermedades del seg-
mento posterior son las inyecciones tanto a nivel sistémico como intraocular y los 
implantes. La administración sistémica de fármacos no alcanza concentraciones 
adecuadas en el tejido retiniano y presenta efectos adversos sistémicos severos. 
Sin embargo, la administración intravítrea proporciona una elevada concentra-
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ción de fármaco en la retina con los inherentes efectos adversos que limitan la 
terapia a largo plazo (incremento de la presión intraocular,hemorragia, catarata y 
endoftalmitis 192-196). Además, la naturaleza crónica de las enfermedades retinianas 
hace que se suelan requerir múltiples inyecciones, incrementando el riesgo de he-
morragia vítrea, desprendimiento de retina y progresión de la catarata. La admi-
nistración periocular permite alcanzar una elevada concentración inicial, debido 
al efecto bolus, seguido de un aclaramiento rápido. Además presentan el riesgo de 
producir penetración o perforación del globo ocular, fibrosis orbitaria, ptosis y 
diplopía. Los implantes han mejorado mucho las desventajas de tener que realizar 
múltiples inyecciones intravítreas; sin embargo, el procedimiento quirúrgico y el 
riesgo de precipitación del fármaco puede conllevar a efectos indeseados.197

Actualmente se están desarrollando nuevas modalidades terapéuticas para facilitar 
la administración tópica de fármacos. No existen formulaciones tópicas comercia-
lizadas para el tratamiento de enfermedades del segmento posterior, sólo algunos 
compuestos se están investigando en ensayos clínicos. El tratamiento aplicado me-
diante gotas tiene el potencial de disminuir los efectos colaterales y mejorar la cali-
dad de vida del paciente. Sin embargo, estudios farmacocinéticos han demostrado 
repetidamente que la transferencia de un fármaco desde una gota hacia la retina o 
el humor vítreo es limitada, principalmente debido a la larga distancia de difusión 
desde el lugar de aplicación hasta la retina y por las barreras dinámicas comentadas 
anteriormente.198 En los últimos años, algunos investigadores han documentado la 
capacidad que tienen las moléculas pequeñas de alcanzar concentraciones terapéu-
ticas en la retina y el humor vítreo aplicadas tópicamente.199-204

2.6.1 Riesgos de las inyecciones intravítreas
En el año 2004, Jager et al. publicaron la revisión más importante que se ha lle-
vado a cabo sobre los riesgos de este procedimiento,205 en un número de 14.866 
inyecciones intravítreas de agentes antivirales (ganciclovir, cidofovir, fomivirsen), 
triamcinolona, fármacos anti-VEGF, gas, TPA, y metotrexato. Se describieron dis-
tintos tipos de riesgos: endoftalmitis, incluyendo casos de pseudoendoftalmitis 
(0,3%), desprendimiento de retina (0,9%), hemorragia intraocular (1,3%), cata-
rata (desarrollo o progreso, 9,9%, porcentaje que aumentó cuando el seguimiento 
era más largo), uveítis/iritis (6,3%), hipertensión ocular mantenida (2,4-38,3%); 
más raramente hipotensión ocular, atrofia óptica, catarata traumática y obstruc-
ción vascular retiniana. 

La hipertensión ocular mantenida, la uveítis y la aparición o progresión de una 
catarata, estarían relacionados con el fármaco introducido, al igual que la uveítis, 
la hipotonía ocular y la obstrucción vascular retiniana (cidofovir y fomivirsen). 
El desprendimiento de retina estaría relacionado con la patología ocular sub-
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yacente (retinopatía por CMV y hemovítreo diabético). Este estudio considera 
la endoftalmitis infecciosa como el riesgo más importante del procedimiento, 
siendo su probabilidad del 0,3% si se incluyen los casos de pseudoendoftalmi-
tis y endoftalmitis con cultivo negativo. Queda reducida al 0,2% en casos de 
endoftalmitis con cultivo positivo, y la incidencia es del 0,1% si se excluyen los 
casos por inyección de triamcinolona intravítrea.

En noviembre de 2005, el comité ético del centro médico del pacífico en Cali-
fornia 206 propuso un cuestionario clínico para la recogida de datos de seguridad 
tras la inyección intravítrea de bevacizumab. Desde noviembre de 2005 a junio de 
2006 se recogieron datos de 70 centros de 12 países, con un total de 7.113 inyec-
ciones en 5.228 pacientes, alcanzando las siguientes conclusiones:

En relación con el procedimiento, se describieron las siguientes complicacio-
nes: abrasiones corneales (0,15%), daños al cristalino (0,01%), endoftalmitis 
(0,014%), desprendimientos de retina (0,04%) y hemorragias subconjuntivales 
(0,03%).

En relación con el fármaco, se comunicaron los siguientes efectos adversos: infla-
mación (0,14%), progresión de cataratas (0,01%), oclusión de la arteria central de 
la retina (0,01%), hemorragia subretiniana (0,06%) y desprendimiento del epite-
lio pigmentario (0,06%). A nivel sistémico, se halló un 0,21% de casos de HTA, 
un 0,01% de accidentes vasculares transitorios y también un 0,01% de trombosis 
venosas profundas.

En enero de 2008, Wu et al.207 publicaron un estudio retrospectivo y colaborativo 
de PACORES sobre la seguridad y complicaciones de las inyecciones intravítreas 
de 1,25 mg o 2,5 mg de bevacizumab, con un seguimiento de 12 meses. Recogie-
ron 4.303 procedimientos de inyección intravítrea en 1.310 ojos de 1.173 pacien-
tes. Reportaron complicaciones sistémicas en el 1,5% de los pacientes (0,59% de 
elevación de la tensión arterial, 0,5% de accidentes cerebrovasculares, 0,4% de in-
fartos de miocardio, 0,17% de aneurismas arteriales ilíacos y 0,4% de muertes), y 
las complicaciones oculares incluyeron un 0,16% de endoftalmitis bacteriana, un 
0,16% de desprendimientos de retina traccional, un 0,09% de uveítis, un 0,02% 
de desprendimientos de retina regmatógenos y un 0,02% de hemorragias vítreas).

Por otra parte, Moshfeghi 208 publicó una revisión de 19.830 inyecciones intravítreas 
de fármacos anti-VEGF realizadas, con un resultado del 0,015% de endoftalmitis. 
Pilli et al.209 publicaron una revisión de 10.254 inyecciones intravítreas de medi-
cación anti-VEGF (406 de pegaptanib sódico, 6.347 de ranibizumab y 3.501 de 
bevacizumab) en el que se presenta una incidencia de sospecha de endoftalmitis 
de 0,029%.
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Examen ocular - Consentimiento informado

Uso de colirios estériles

Procedimiento en consultas, sala de curas o quirófano

Procedimiento de inyección

Guantes estériles, campo, blefarostato

Medir 3,5 mm del limbo Inyectar suavemente,
con aguja de 30-32G

Dilatación
pupilar

Anestesia
tópica

Povidona 10%
en piel y 5%
en conjuntiva,
actuar 3’
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Antibiótico
tópico

Control de PIO y 
de arteria central 
de la retinaº

Pauta de colirio 
antibiótico y 
seguimiento en 
consulta

Figura 9. Algoritmo de la inyección intravítrea de la Sociedad Española de Retina y Vítreo. 
Actualmente el uso de colirios antibióticos de amplio espectro tras la inyección está discutido. 
Adaptado de Arias L, et al. Manejo de las inyecciones intravítreas. Guías de práctica clínica de la 
SERV, 2012.
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En estudios anteriores de inyección intravítrea de fármacos antiangiogénicos, la 
incidencia de endoftalmitis por inyección fue de 0,1 a 0,2%. 210-213 Estudios rea-
lizados presentaron un riesgo de endoftalmitis infecciosa más alto por inyección 
de triamcinolona: entre el 0,1%,209 el 0,2%, 205 el 0,87% 214 y el 1,9% 215. A esto 
hay que añadir los casos de endoftalmitis no infecciosa y pseudoendoftalmitis por 
cristales de triamcinolona en cámara anterior: entre el 0,133 y el 0,8%. 216,217 En 
la figura 9 se muestra el algoritmo de la inyección intravítrea propuesto por la 
Sociedad Española de Retina y Vítreo en 2012 con el objetivo de disminuir la tasa 
de complicaciones asociadas.

2.6.2 Obstáculos en la aplicación tópica de fármacos para  
el segmento posterior
El tratamiento de las enfermedades que afectan la parte posterior del ojo es rela-
tivamente más complejo y dificultoso comparado con las enfermedades del seg-
mento anterior.197,218 Además de presentar una distancia de difusión más elevada, 
la trayectoria de un fármaco administrado por vía tópica es obstaculizado por 
muchos componentes, por ejemplo el epitelio y endotelio corneal, la conjuntiva, 
la esclera y la naturaleza acelular de humor vítreo.219

Precisamente debido a estas barreras, el desarrollo de fórmulas tópicas para el tra-
tamiento de enfermedades retinianas se ha convertido en impredecible.

Menos de 1/100.000 de la cantidad administrada tópicamente alcanzará la retina, 
y a menudo esta cantidad estará por debajo de la concentración terapéutica del 
fármaco.186,197,220-223 El volumen normal de lágrima en un ojo normal es de 7-9 µl, 
con una tasa de recambio de 0,5-2,2 µl/min.222 Tras la administración de una gota 
de colirio (35-56 µl), el volumen de lágrima se ve incrementado, dando lugar a un 
aumento en la tasa del reflejo de parpadeo. El exceso de volumen es drenado hacia 
la circulación sistémica a través del conducto lacrimonasal.224 Los vasos linfáticos 
y la sangre de los vasos conjuntivales también colaboran al drenaje sistémico del 
fármaco aplicado tópicamente. A pesar de que no sea del todo cierto, la absor-
ción de fármaco a través de la conjuntiva se considera no productiva debido al 
drenaje sistémico que realiza. El epitelio escamoso no queratinizado de la córnea 
y conjuntiva protegen el ojo de patógenos y fármacos.225 La presencia de bom-
bas que generan flujo de salida como las glicoproteínas-P en el epitelio corneal y 
conjuntival dificultan también la absorción de fármacos.28,29,30,31 Todo estos facto-
res conjuntamente disminuyen la absorción de fármacos aplicados tópicamente 
desde la región precorneal.

Principalmente, la penetración de fármacos a través de la córnea y conjuntiva se 
realiza mediante un gradiente de concentración, y depende del peso molecular 
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del fármaco y de su perfil lipofílico. El epitelio corneal y conjuntival actúan li-
mitando la tasa de absorción del fármaco. Dependiendo de su lipofilicidad, el 
fármaco penetrará el epitelio corneal y conjuntival a través de rutas paracelulares 
o transcelulares. Las drogas hidrofílicas penetran el epitelio a través de una vía 
transcelular.230,231 El espacio intercelular del epitelio corneal y conjuntival se en-
cuentra sellado por complejos de unión que dificultan el transporte de compues-
tos hidrofílicos.232

Por otro lado, la cantidad de fármaco que penetra por la vía paracelular disminuye 
a medida que incrementa su peso molecular. La conjuntiva es entre 15-25 veces 
más permeable a sustancias hidrofílicas que la córnea, principalmente debido a 
que presenta un mayor tamaño en el diámetro de los poros paracelulares (3,0 nm), 
permitiendo penetrar moléculas de entre 5-10 kDa. Sin embargo, el diámetro de 
los poros paracelulares del epitelio corneal es de 2,0 nm, permitiendo la penetra-
ción de moléculas con tamaño inferior a 500 Da.232 Así pues, la conjuntiva cubre 
aproximadamente el 8% de la superficie ocular, su densidad de poros es 16 veces 
mayor al de la córnea y el tamaño del espacio paracelular es aproximadamente 
230 veces mayor que el de la córnea.233 Estas propiedades del epitelio conjuntival 
ha hecho que tenga mucha más importancia el estudio de la vía de absorción no 
corneal en el tratamiento tópico de enfermedades de la retina. 

La penetración de fármacos a través de las uniones estrechas paracelulares se puede 
potenciar añadiendo un agente quelante como el EDTA y potenciadores de per-
meabilidad como el éter polioxietileno-20 estearil.200,230 A pesar de la elevada per-
meabilidad que presenta la conjuntiva cuando es aislada, los fármacos que entran 
a través de esta ruta sufren un aclaramiento rápido en un modelo animal debido a 
la presencia de circulación sanguínea y linfática.234 Cuando la fracción de fármaco 
supera las barreras conjuntivales penetrará a través de la esclera hacia la circulación 
coroidea y llegará hasta las células del EPR (barrera hemato-retiniana externa) 
antes de alcanzar la retina neurosensorial.

2.6.3 Vías de penetración del fármaco hasta el polo posterior
La administración tópica sigue siendo el modo de elección para el tratamiento de 
enfermedades que afectan al segmento anterior, y los fármacos en forma de colirio 
constituyen actualmente más del 90% de las medicaciones comercializadas en 
oftalmología. Sin embargo, a pesar de que esta ruta está bien establecida presenta 
considerables dificultades a la hora de alcanzar el segmento posterior. Las mismas 
propiedades anatómicas y fisiológicas que protegen el globo ocular dificultan la 
correcta absorción de fármacos. A pesar de la baja biodisponibilidad en el tejido 
retiniano, la administración tópica para el tratamiento de enfermedades retinianas 
es atractiva por su naturaleza mínimamente invasiva. La absorción no corneal jue-
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ga un papel importante en la absorción de fármacos hidrofílicos que difícilmente 
penetran la córnea.

Menos del 5-10% del fármaco que supera el aclaramiento precorneal entra en el 
ojo principalmente a través de la córnea 201 y de la conjuntiva 235. Tras la absorción 
corneal, el fármaco entra a la cámara anterior y se distribuye alrededor de los 
tejidos como el cristalino, iris, cuerpo ciliar, vítreo y retina.201 Algunos estudios 
indican también que el fármaco que penetra a través de la córnea se difunde late-
ralmente hacia la esclera y se distribuye en otros tejidos intraoculares.236 La pene-
tración de fármacos hacia el polo posterior tras absorción no corneal puede ocurrir 
de tres formas: por difusión a través de la conjuntiva, esclera, coroides y retina, o 
bien por aclaramiento del fármaco por los vasos sanguíneos conjuntivales hacia la 
circulación sistémica y re-entrando en el ojo a través de esta, o bien por difusión 
lateral desde la conjuntiva hacia la córnea, iris, cuerpo ciliar y por lo tanto hacia la 
cámara anterior y otros tejidos intraoculares 236-238 (figura 10). 

Muchos de los estudios realizados para identificar el rol de la rutas corneal y no 
corneal los realizaron Ahmed y Patton,239 concluyendo que más del 90% del fár-
maco absorbido a través de la córnea se queda en la cámara anterior, mientras 
que el fármaco absorbido a través de la conjuntiva evita la cámara anterior y se 
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tópica

Área
precorneal

Córnea

Humor acuoso

Iris/cristalino

Humor acuoso / Retina

Conjuntiva

Esclera

Circulación
sistémicaCoroides

Lavado por
recambio
lacrimal

Drenaje
lacrimal

Difusión
lateral

Figura 10. Rutas de penetración intraocular de fármacos aplicados de forma tópica. Adaptado 
de Boddu S. et al. Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 2014: 8; 27-36.
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distribuye principalmente por el tracto uveal y el humor vítreo. También obser-
varon que la absorción corneal incrementa con la lipofilicidad del fármaco y que 
los fármacos que son esencialmente hidrofílicos entran en el ojo a través de la 
vía conjuntival. La mayoría de estudios publicados reportan la concentración en 
la retina de fármacos administrados tópicamente. Sin embargo, las propiedades 
exactas de la molécula tales como la carga, el peso molecular, la lipofilicidad que 
incrementa la penetrancia y las concentraciones terapéuticas en los tejidos poste-
riores no quedan descritos.

2.6.4 Fármacos administrados tópicamente para enfermedades del 
segmento posterior
A pesar de los impedimentos descritos previamente, la ruta tópica sigue siendo 
una buena opción por la facilidad de acceso y aplicación. Tanto estudios clíni-
cos como preclínicos han demostrado que es posible alcanzar efectos terapéuti-
cos en el segmento posterior tras la instilación tópica del fármaco. Los principa-
les fármacos tópicos estudiados para realizar su función en el polo posterior del 
ojo son el profármaco TG100801 (multitargeted kinase inhibitor), el pazopanib 
(inhibidor de la tirosina kinasa), la mecamylamine (antagonista nicotínico), la es-
cualamina (aminoesterol), el aganirsen (antisense oligonucleotide), la somatostatina 
y el regorafenib –fármaco antitumoral que bloquea las quinasas implicadas en la 
angiogénesis tumoral (VEGFR1, -2, -3, TIE2), la oncogénesis (KIT, RET, RAF-1, 
BRAF, BRAFV600E) y el microambiente tumoral (PDGFR, FGFR)–.240-246

Los nanosistemas, tales como las nanopartículas o las nanosuspensiones, están 
poco a poco tomando importancia en el campo de la administración ocular de 
fármacos.

Los nanotransportadores tienen el potencial de mejorar la eficacia y la 
biodisponibilidad ocular de fármacos eliminando los problemas que generan las 
barreras de difusión. Recientemente, Velagleti et al. han desarrollado formulacio-
nes nanomicelares para la voclosporina, un inhibidor de la calcineurina de próxi-
ma generación.247 Los estudios de distribución del fármaco a nivel intraocular tras 
instilación tópica de formulaciones nanomicelares en conejos mostraron una con-
centración más elevada de voclosporina en retina y coroides, siendo indetectables 
los niveles encontrados en el humor vítreo. La misma formulación en nanomice-
las también alcanzó concentraciones terapéuticas de dexametasona en coroides y 
retina tras su aplicación tópica en conejos.248 Sin embargo, el mecanismo exacto 
a través del cual las nanomicelas alcanzan la retina tras su aplicación tópica se 
desconoce actualmente.
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En la actualidad existe un aumento en la tendencia del uso de proteínas y péptidos 
en el tratamiento de enfermedades de la retina.249 Sin embargo no todas consiguen 
penetrar hacia la parte posterior del ojo tras su aplicación tópica, principalmente 
debido a su elevado peso molecular (50-100 kDa). Para incrementar su efecto 
se han utilizado potenciadores de la absorción. Sin embargo, su uso ha resul-
tado ser tóxico para la córnea provocando la pérdida de las uniones adherentes  
inter-epiteliales.
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El estudio está diseñado en dos grandes bloques: una primera fase de ex-
perimentación in vitro y una segunda fase de experimentación in vivo. A 
continuación se explica en detalle el diseño experimental de las dos fases:

Los experimentos in vitro fueron realizados con cultivos primarios de células 
endoteliales de la vena del cordón umbilical (HUVEC- Human Umbilical Endo-
thelial Cells). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. En esta fase se 
evaluaron las siete fracciones del PEDF (faPEDF1-7) específicamente desarrolla-
das para la realización de este estudio.

3.1.1 PEDF sintético
El péptido sintético 44-mer derivado de las posiciones de aminoácidos Val78-
Thr121 del PEDF humano tiene actividad neurotrófica, mientras que las propie-
dades antiangiogénicas residen en otro péptido sintético derivado de las posiciones 
Asp44-Asn77 (34-mer). Se desarrollaron 7 péptidos derivados de la fracción activa 
34-mer a través de la compañía BCN PEPTIDES (Barcelona, España). 

Los péptidos, cuyas secuencias corresponden a fragmentos de la proteína PEDF, 
fueron sintetizados en fase sólida. La resina se depositó en el reactor de síntesis 
equipado con una placa filtrante. La incorporación del residuo C-terminal se rea-
lizó sobre resina 2-clorotritilo. El primer aminoácido se disolvió en diclorometano 
y dimetilformamida. Se añadió N,N-diisopropiletilamina. Se transfirió la disolu-
ción con aminoácido y base al reactor y se agitó durante 45 minutos. Pasado ese 
tiempo se añadió metanol y se dejó reaccionar durante 10 minutos. Se filtró y se 
descartó el filtrado. La resina se lavó con diclorometano y dimetilformamida. En 
cada lavado se filtraron y descartaron los filtrados. Para la incorporación de los 
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aminoácidos siguientes se utilizaron 2,5 Eq de 9-fluorenilmetoxicarbonilo-ami-
noácido, 2,5 Eq hidroxibenzotriazol y 2,5 Eq N,N’-diisopropilcarbodiimida. Para 
la reacción de acoplamiento se dejó reaccionar 40 - 60 minutos y se controló la 
incorporación del aminoácido con un test de ninhidrina. Si el test de ninhidrina 
era positivo se realizaba una etapa de reactivación durante 15 - 30 minutos con 
hidroxibenzotriazol y N,N’-diisopropilcarbodiimida.

Si el test de ninhidrina continuaba siguiendo positivo, se realizaba un reacoplamien-
to con 1,25 Eq de 9-fluorenilmetoxicarbonilo-aminoácido, hidroxibenzotriazol y 
N,N’-diisopropilcarbodiimida. Si el test de ninhidrina era negativo se continuaba 
la síntesis con la etapa de desprotección del grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo me-
diante tratamiento con una disolución de 20% piperidina en dimetilformamida 
dos veces. Se lavaba 5 veces la peptidil-resina con dimetilformamida, filtrando y 
descartando los filtrados cada vez y se procedía a la incorporación del siguiente 
aminoácido.

La etapa de acidólisis se realizó utilizando un cóctel de ácido trifluoroacético con 
reactivos captadores de los grupos protectores de las cadenas laterales de los ami-
noácidos correspondientes a cada secuencia y precipitando con éter dietílico. Se 
obtuvieron entre 1 g-1,5 g de péptido crudo. El crudo se purificó en un siste-
ma semipreparativo equipado con una columna NW50 rellena de silica kromasil 
10 µm. El péptido se suspendió en ácido acético 0,1N y se añadió resina DOWEX 
acondicionada en ácido acético 0,1N. El compuesto final contraión acetato se re-
cuperó por filtración y se caracterizó por HPLC y espectrometría de masas en un 
Eqipo ESI-MS. Todos péptidos sintéticos derivados de la proteína PEDF que se 
sintetizaron fueron péptidos de peso molecular inferior a 2 kDa.

3.1.2 Ensayo de migración celular
Una de las propiedades a evaluar de las faPEDF es la inhibición de la migración de 
células endoteliales. Para este fin se realizó el ensayo de cicatrización de herida o 
“Wound Healing” con células HUVEC. Se sembraron placas de 12 pocillos con cé-
lulas HUVEC y se dejaron crecer hasta confluencia. Un vez confluentes, se substi-
tuyó el medio de cultivo por medio sin suero para frenar la proliferación; 24 horas 
después, las células fueron tratadas con 5-fluorouracilo 1 mM durante 15 minutos 
y seguidamente se realizaron las heridas in vitro mediante raspado de la monocapa 
de células con un raspador de células estéril (BD Falcon, Bedford EE.UU.). 

Posteriormente las células HUVEC se lavaron y se aplicaron los distintos tra-
tamientos con VEGF a diferentes concentraciones de las fracciones de PEDF  
(5, 10 y 50 nM). Se monitorizó el cierre de la herida hasta un máximo de 12 ho-
ras realizándose fotografías a través de un microscopio de contraste de fases. Para 
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la presentación cuantitativa de los resultados, el porcentaje de la distancia total 
migrada desde el borde de la monocapa se determinó utilizando un software de 
imagen (Image J) en cinco posiciones distintas (cada 5 mm).

3.1.3 Ensayo de formación de túbulos
Las células de endotelio vascular en cultivo tienden a formar estructuras tubula-
res cuando son cultivadas bajo tratamiento con distintos factores de crecimien-
to, principalmente VEGF. Con este ensayo, se evaluó la capacidad inhibitoria 
de formación de tubos de las distintas faPEDF. Se aplicó Matrigel® (10 mg/ml) 
en una placa de cultivo celular de 0,5 ml/35 mm y se incubó a 37 ºC durante  
30 minutos. A continuación las células HUVEC fueron tratadas con VEGF y 
expuestas a diferentes concentraciones de PEDF (5, 10 y 50 nM) durante 16 ho-
ras y a continuación fueron lavadas con medio de crecimiento y resuspendidas 
a una concentración de 1,5x105 células/ml en un medio de crecimiento celular 
endotelial como preparación para su tripsinización. A continuación las células se 
añadieron a las placas de cultivo celular recubiertas con Matrigel®, se incubaron 
a 37 ºC al 5% de CO2, monitorizándose con una magnificación de 10x entre 6 
y 16 horas. Se midió el número de túbulos formados y su longitud utilizando un 
software de imagen (Image J).

3.1.4 Ensayo de exclusión con azul tripán
Para determinar la viabilidad celular se empleó el método de tinción con azul 
tripán. El azul tripán es un colorante vital que se introduce en el interior de las 
células que presentan ruptura o daño en la membrana plasmática. Las células que 
aparecen en el microscopio, de color azul, son consideradas no viables. Para este 
ensayo las células HUVEC fueron sembradas en medio completo durante 24 ho-
ras, seguido de una incubación de 5 horas con FBS al 0,5% y, finalmente, trata-
das simultáneamente durante 16 horas con VEGF y diferentes concentraciones  
(5, 10 y 50 nM) de las siete faPEDF. Posteriormente, las células fueron tripsiniza-
das y la viabilidad celular se determinó realizando un conteo de las células teñidas 
de azul (no viables) y de las células brillantes (viables) tras realizar la tinción con 
azul tripán al 0,2%.
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Inicialmente se hizo la previsión de desarrollar una segunda fase de experimen-
tación animal in vivo siempre que los resultados obtenidos previamente en 
el estudio in vitro fuesen satisfactorios. Los animales utilizados en todos los 

procedimientos de este experimento in vivo fueron ratones C57BL/6N de 6 a 12 
semanas de edad (figura 11). Todos los experimentos fueron realizados utilizando 
anestesia inhalada. La inducción anestésica se realizó en cámara de inducción con 
una mezcla de isoflurano al 2% utilizando una mascarilla nasal.

3.2.1 Modelo animal de neovascularización coroidea
La NVC fue inducida por rotura de la membrana de Bruch mediante aplicación 
de láser verde en los dos ojos de cada animal. Para realizar esta técnica se utilizó 
el equipo Micron III (Phoenix Research Labs, Pleasanton CA, USA). Este equipo 
permite la realización de lesiones con láser verde de 532 nm en ratones de una 
manera efectiva y reproducible, optimizando la obtención de NVC en más del 
90% de los casos. Se realizaron 4 lesiones en cada ojo en las posiciones 3, 6, 9 y 
12 horas (posición de reloj) en el polo posterior a la misma distancia del nervio 
óptico en 30 ratones.

Se probaron diferentes potencias (100-1000 mW), duración de impacto (50-
200 ms) y tamaños de spot (50-75 µm) para optimizar los parámetros del láser al 
realizar la lesión y obtener así un modelo fiable y actualizado de NVC en ratón 
C57BL/6N.

El diseño del estudio de formación de NVC en modelo animal y su optimización 
se muestra esquemáticamente en la figura 12.

Materiales y métodos
Experimentos in vivo

3.2
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Los 30 ratones se dividieron en 6 grupos de 5 animales cada uno, que recibieron 
eutanasia los días 1, 2, 3, 5, 7 y 15 post-láser para estudios post mortem. El gru-
po de 5 ratones que se mantuvo con vida hasta los 15 días fue utilizado para la 
realización de pruebas in vivo (angiografía fluoresceínica y electrorretinograma  
focal, fERG).

Una vez sacrificados, un grupo de 15 ratones se utilizó para disección y montaje 
del polo posterior en forma de flatmount (EPR+coroides+esclera) y realización de 
inmunofluorescencia para detección de células endoteliales. Dicha técnica permite 
la detección de posible neovascularización en las zonas de lesión coroidea. El otro 
grupo de 15 ratones se utilizó para extracción de RNA de la retina para estudio 
de expresión génica mediante q-PCR de genes relacionados con la inflamación 
(MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1), estrés glial (GFAP, proteína gliofi-
brilar ácida) y angiogénesis (VEGF).

3.2.1.1 Angiografía fluoresceínica
La angiografía fluoresceínica se fundamenta en la administración de un compues-
to fluorescente (fluoresceína sódica) que pasa al torrente sanguíneo tras su admi-
nistración intraperitoneal. Cuando el contraste alcanza los vasos de la retina, y 
mediante un filtro de fluorescencia, se realizan imágenes de toda la red vascular 
retiniana (figura 13) para el estudio esencialmente de exudación y difusión de 
contraste que mostraran las áreas de NVC (figura 14).

Figura 11. Ratones C57BL/6N de 6 a 12 semanas de edad utilizados para el ensayo.
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La angiografía fluoresceínica se realizó los días 2, 4, 7, 9, 11 y 14 para el estudio 
de la evolución de las lesiones y aparición de neovasos. Para la realización de esta 
prueba se anestesiaron los animales, se les dilató la pupila con tropicamida tópica 
y se les inyectó 10 µl/g de fluoresceína sódica al 1% por vía intraperitoneal, anali-
zando las imágenes del fondo de ojo con filtro fluorescente a los minutos 1, 5 y 10 
post-administración. Para medir el tamaño de las lesiones se utilizó el software de 
imagen Image J (figura 15).

Animales control: fERG y eutanasia �atmount y RNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 días
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Figura 12. Distribución por grupos de ratones C57BL/6N. Se dividieron en 7 grupos de 5 
animales cada uno. Cinco grupos se sacrificaron los días 1, 2, 3, 5 y 7. Un último grupo se 
sacrificó a los 15 días, realizándose angiografía fluoresceínica los días 2, 4, 7, 9, 11 y 14 y 
electrorretinograma focal los días 7 y 14. Cinco animales fueron el grupo control sin láser, 
realizándose el estudio flatmount, RNA y electrorretinograma focal.

Figura 13. Imagen de angiografía 
fluoresceínica que muestra la red 
vascular retiniana en ratón C57BL/6N.
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3.2.1.2 Electrorretinograma
El electrorretinograma consiste en la estimulación de la retina mediante flashes 
de luz a diferentes intensidades y la lectura de la respuesta retiniana a través de 
un electrodo colocado en la córnea. Sirve para medir la actividad eléctrica de la 
retina y así poder cuantificar la funcionalidad en cuanto a la transmisión de im-
pulsos nerviosos. El fERG nos permite medir esa actividad en una zona concreta 
de la retina. La estimulación mediante flashes de luz y la consiguiente lectura de 
impulsos se puede realizar en condiciones fotópicas (el ojo está adaptado a la luz) 
o escotópicas (el ojo está adaptado a la oscuridad).

Figura 14. Imagen de fondo de ojo (A) y angiografía fluoresceínica (B) de la NVC realizada 
mediante láser verde.

A B

Figura 15. Método de cuantificación del área de difusión de contraste de cada lesión median-
te AGF utilizando el software del programa Image J.
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Dependiendo del grado de adaptación la respuesta que obtendremos será diferen-
te. La respuesta eléctrica retiniana se manifiesta como una onda cuyos principales 
componentes por orden de aparición son: la onda a (negativa), que se origina en 
los fotorreceptores: conos y bastones, y las ondas b1 y b2 (positivas) con origen 
en las células de Müller y las células bipolares (figura 16). Las células ganglionares 
no participan en el fERG. Para el estudio se realizó únicamente fERG escotópico 
debido a que la retina de los ratones se encuentra mínimamente poblada de conos, 
siendo los bastones la mayoría de fotorreceptores existentes. Los animales fueron 
adaptados a la oscuridad las 12 horas previas a la realización de la prueba. Pos-
teriormente se les anestesió y se dilataron las pupilas con tropicamida tópica. Se 
colocaron los electrodos, y el spot se ubicó en la zona de interés (lesión/no lesión) 
para la posterior realización del fERG. Se evaluó la respuesta de la retina a diferen-
tes intensidades de flash de luz.

El fERG se realizó para el estudio de la función de la retina en las zonas lesionadas 
los días 7 y 14. Los 5 animales restantes que no fueron sometidos a fotocoagulación 
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Figura 16. A: un fERG normal muestra una onda a negativa (intensidad fotorreceptores) y una 
onda b positiva (intensidad capas internas de la retina formadas por células bipolares y células 
de Müller). El tiempo de latencia indica la rapidez en la respuesta. B: fERG en 2 zonas de NVC 
provocadas con láser verde donde se observa una disminución de las ondas a y b así como un 
incremento en el tiempo de latencia, sugiriendo daño en el tejido retiniano.
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fueron utilizados como controles tanto en las pruebas in vivo (fERG y angiografía 
fluoresceínica) como en las pruebas post mortem (inmunofluorescencia en flat-
mount y q-PCR).

3.2.1.3 Inmunofluorescencia en “flatmount”
Para la identificación y detección de células endoteliales se realizó 
inmunofluorescencia en flatmount. Para realizar esta técnica, se procedió a enuclear 
los ojos de los ratones C57BL/6N y su posterior inmersión en PBS. Se realizó la 
disección de los ojos en fresco, iniciando el corte a través de la ora serrata, elimi-
nando el polo anterior, la retina y manteniendo el complejo EPR-coroides-esclera. 
Se fijó durante 30 minutos en MetOH a -20 ºC y posteriormente se lavó tres veces 
durante 10 minutos en PBS y Tween-20 al 0,1%. A continuación se bloqueó la 
muestra en PBS, Tween-20 al 0,1% y BSA al 3%. Se añadió isolectina B4-FITC 
(1:50) y se montó en plano con fluoroshield en un portaobjetos, guardándolo en 
condiciones de oscuridad a 4 ºC. Posteriormente se visualizaron las preparaciones 
en un microscopio de fluorescencia. Para evaluar de la formación de NVC en 
el modelo animal se realizó un análisis cualitativo de las zonas lesionadas, ob-
servando la aparición de las estructuras que preceden a la formación de células 
endoteliales. Para la evaluación del tratamiento tópico con la faPEDF se realizó 
un análisis cuantitativo del área de neovascularización formada, utilizando un sof-
tware de imagen (Image J).

3.2.1.4 Extracción de RNA de retina y análisis de expresión génica mediante q-PCR
Para la evaluación de la expresión génica de genes relacionados con la inflamación 
(MCP-1), estrés glial (GFAP) y angiogénesis (VEGF) se procedió a la extracción 
de RNA de retina y su posterior análisis mediante q-PCR. Para la extracción de 
RNA a partir de un cultivo celular se retiró todo el medio de la placa de cultivo y 
se lavaron las células con 500 µl de PBS. Posteriormente se añadió 1 ml de Trizol 
por cada 10 cm2 y se desengancharon las células de la placa de cultivo con un ras-
pador en frío (sobre hielo) para pasarlas a tubos de Eppendorf.

El homogenizado resultante se incubó durante 5 minutos a temperatura ambien-
te, se añadieron 200 µl de cloroformo por ml de Trizol inicial y se incubó de nuevo 
durante 3 minutos a temperatura ambiente. A continuación se cuantificó la con-
centración de RNA mediante el espectrofotómetro NanoDrop (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham MA, USA). En una segunda fase se realizó el tratamiento 
con DNasa mezclando 2 µg de RNA, 0,5 µl de DNasa, 1 µl de buffer y H2O hasta 
10 µl. Se incubó a 37 ºC durante 30 minutos y posteriormente se añadió 1 µl de 
EDTA 50 nM para volverlo a incubar durante 5 minutos a 75 ºC. A continuación 
se procedió a la retrotranscripción utilizando el kit High-Capacity cDNA Archive 
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Kit (Applied Biosystems, Cat No. 4322171) y finalmente se realizó la real time 
PCR utilizando el compuesto orgánico SybrGreen y el equipo LightCycler 480 
(Roche Diagnostics).

3.2.2 Administración tópica del tratamiento
Las faPEDF elegidas fueron preparadas en forma de colirio por la empresa BCN 
PEPTIDES (Barcelona, España). En base a los resultados obtenidos en los estu-
dios in vitro y a la estabilidad de las diferentes fracciones se decidió iniciar la fase 
in vivo con la faPEDF3. La faPEDF2 se descartó no por su eficacia demostrada 
en los ensayos in vitro sino por ser inestable en forma de colirio debido a sus ca-
racterísticas bioquímicas. Se programó un experimento ciego con los tratamientos 
A, B y C, sabiendo que uno era placebo, uno contenía la molécula escogida, en 
este caso la faPEDF3 a una dosis de 1 mg/ml y el otro contenía la faPEDF3 a una 
dosis de 10 mg/ml. Sólo el laboratorio BCN PEPTIDES conocía qué fármaco se 
administraba en cada caso, de manera que el ciego diseñado para el estudio sólo se 
destapó un vez finalizado el mismo y analizado los resultados. El colirio A contenía 
faPEDF3 1 mg/ml, el colirio B faPEDF3 10 mg/ml y el C placebo.

El diseño del estudio in vivo de tratamiento tópico se muestra esquemáticamente 
en la figura 17.

RNA Inmunofluorescencia  
en flatmount

Días post-láser → 3 días 7 días 14 días Total grupo

Tratamiento A 
faPEDF3 1 mg/ml 4 ratones 3 ratones 3 ratones 10 ratones

Tratamiento B 
faPEDF3 10 mg/ml 4 ratones 3 ratones 3 ratones 10 ratones

Tratamiento C 
Placebo 4 ratones 3 ratones 3 ratones 10 ratones

Total por técnica 12 ratones 9 ratones 9 ratones

Figura 17. Diseño experimental y distribución por grupos de tratamiento con colirio de 
faPEDF3. En el ojo adelfo del grupo RNA no se realizó láser y sirvió de grupo control para el 
estudio de expresión génica mediante q-PCR.
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Se utilizaron un total de 30 ratones distribuidos en 3 grupos de 10 animales cada 
uno en función del número de días que fueron tratados tras la inducción de la 
NVC y de los cuales se formaron subgrupos de tratamiento con colirio A, B y C.

Un primer grupo de 9 animales (grupo 7 días) se dividió en tres subgrupos de 3 
animales cada uno para ser tratados con los colirios A, B o C. Este grupo empezó 
el tratamiento dos días antes de realizar la lesión con láser y hasta 7 días después, 
cuando los animales fueron sacrificados. Un segundo grupo de 9 animales (grupo 
14 días) se dividió en tres subgrupos de 3 para ser tratados con los colirios A,B y 
C respectivamente. 

Los ratones empezaron a tratarse dos días antes de realizar la lesión con láser y hasta 
14 días después, cuando se aplicó eutanasia a los animales. Estos dos grupos, una 
vez sacrificados, fueron utilizados para disección y montaje del polo posterior en 
forma de flatmount (EPR+coroides+esclera) y realización de inmunofluorescencia 
para detección de células endoteliales (anti-isolectina B4). Un tercer grupo de 12 
animales (grupo RNA) se dividió en tres subgrupos de 4 animales que fueron tra-
tados con los colirios A, B y C respectivamente. Este grupo empezó el tratamiento 
dos días antes de realizar la lesión con láser y hasta 3 días después, cuando los 
animales fueron sacrificados. 

El ojo adelfo de este último grupo recibió también tratamiento pero sin haberse 
realizado lesión previamente con láser, de manera que fueron el grupo control para 
el análisis de expresión génica. Los ojos de estos animales, una vez sometidos a eu-
tanasia, fueron utilizados para realizar extracción de RNA de la retina para estudio 
de expresión génica mediante q-PCR de genes relacionados con la inflamación  
(MCP-1), estrés glial (GFAP) y angiogénesis (VEGF).

Paralelamente, todos los grupos fueron utilizados para la realización in vivo de 
angiografía fluoresceínica los días 3,7 o 14 en función del grupo en el que se en-
contraban para el estudio de evolución de las lesiones y confirmar la aparición de 
neovascularización.

Previamente al inicio del ensayo de administración tópica del tratamiento se efec-
tuaron varios estudios para determinar la ventana de tiempo óptima para la dura-
ción del tratamiento tópico en el modelo animal, motivo por el cual no se realizó 
tratamiento en ningún grupo durante más de 14 días. Todos los grupos recibieron 
una pauta de instilación única de colirio cada 24 horas.

3.2.3 Eutanasia
Todos los animales fueron sometidos a eutanasia con CO2 según el protocolo ético 
establecido.
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3.2.4 Análisis estadístico
El análisis estadístico se realizó utilizando el test ANOVA univariante, el test com-
parativo múltiple de Bonferroni y t-student para todos los experimentos in vitro 
e in vivo .

3.2.5 Aspectos ético-legales
Este estudio fue evaluado y aprobado por el comité ético local, siguiendo las di-
rectrices que marcan el Comité Ético de Experimentación Animal y el Centro 
Nacional de Biotecnología, que son los órganos encargados específicamente de 
dar cumplimiento al RD 53/2013 de 01 de febrero de 2013, que establece en su 
capítulo VI, artículo 37 la “Creación de los órganos encargados del bienestar los 
de los animales”. Se establecieron y revisaron los procesos operativos internos con 
respecto al control, la comunicación y el seguimiento de la información relaciona-
da con el bienestar de los animales.

Previamente al desarrollo del estudio, se evaluaron y consideraron posibles estra-
tegias experimentales alternativas a la utilización de animales de laboratorio y se 
garantizó que los objetivos no podían ser alcanzados por dichos procedimientos.

Se utilizaron el menor número de animales posibles para la consecución de los 
objetivos, así como también se veló para que los animales no sufrieran innecesaria-
mente, proporcionándoles analgésicos, anestésicos y otras sustancias apropiadas.

Los métodos eutanásicos empleados se adecuaron a la especie en cuestión, utili-
zando en este caso CO2.

Todo el personal que participó en los procedimientos estaba acreditado y entrena-
do para desempeñar las tareas que les correspondía.
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Cada una de las 7 fracciones activas de PEDF derivadas de la cadena ter-
minal 34-mer fueron evaluadas in vitro para determinar cuál de ellas pre-
sentaba mayor actividad antiangiogénica (figura 18), obteniéndose los 

siguientes resultados.

Resultados
Experimentos in vitro

4.1

MQALVLLLCI GALLGHSSCQ NPASPPEEGS PDPDSTGALV EEEDPFFKVP VNKLAAAVSN

FGYDLYRVRS STSPTTNVLL SPLSVATALS ALSLGAEQRT ESIIHRALYY DLISSPDIHG

TYKELLDTVT APQKNLKSAS RIVFEKKLRI KSSFVAPLEK SYGTRPRVLT GNPRLDLQEI

NNWVQAQMKG KLARSTKEIP DEISILLLGV AHFKGQWVTK FDSRKTSLED FYLDEERTVR

VPMMSDPKAV LRYGLDSDLS CKIAQLPLTG SMSIIFFLPL KVTQNLTLIE ESLTSEFIHD

IDRELKTVQA VLTVPKLKLS YEGEVTKSLQ EMKLQSLFDS PDFSKITGKP IKLTQVEHRA

GFEWNEDGAG TTPSPGLQPA HLTFPLDYHL NQPFIFVLRD TDTGALLFIG KILDPRGP

En verde: 34-mer

En azul: 44-mer

En rosa: región que incluye la Ser227, cuya
modificación por Glu hace perder al PEDF su
efecto antiangiogénico.
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Figura 18. Las propiedades antiangiogénicas del PEDF residen en las posiciones del péptido 
Asp44-Asn77 (34-mer). Las siete fracciones especialmente desarrolladas para este estudio 
derivan de la fracción 34-mer.
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4.1.1 Resultados del ensayo de migración celular
En este ensayo, las células HUVEC se trataron con las siete diferentes fracciones 
activas de PEDF a diferentes concentraciones (5, 10 y 50 nM) respectivamente. 
Todos los tratamientos fueron realizados en medio de cultivo EBM suplementa-
do con VEGF. La migración de las células en el área de la herida se evaluó en el 
minuto 0 y después de 4 y 12 horas de incubación mediante toma de imágenes 
(figura 19 y 20). La migración de las células se cuantificó midiendo la distancia 
entre el borde de la herida hasta la célula más migrada en diferentes puntos (figura 
21). Cada experimento se realizó 3 veces con el fin de aumentar la fiabilidad del 
ensayo. Las faPEDF2 y faPEDF3 inhibieron de manera estadísticamente signifi-
cativa la migración celular inducida por el VEGF a concentraciones superiores a 
10 nM (p<0,05). 

Figura 19. Migración celular sin presencia de PEDF a las 0, 4 y 12 horas (A, B y C). Las células 
migran hasta contactar los dos extremos. Sin embargo, cuando se añade PEDF se aprecia una 
mínima migración celular que ocurre tras 12 horas de exposición (D).

C D

A B
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faPEDF1 faPEDF2

faPEDF3 faPEDF4

faPEDF5 faPEDF6

faPEDF7

Figura 20. Diferencias en migración celular 
de faPEDF 50 nM a las 12h. Observamos una 
mayor inhibición en la migración celular con 
las faPEDF2 y faPEDF 3.
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4.1.2 Resultados del ensayo de formación de túbulos
Las células HUVEC tienden a formar túbulos parecidos a formaciones capilares 
cuando se colocan en la membrana basal de una matriz de Matrigel® y se les añade 
VEGF, imitando los pasos que se producen durante la angiogénesis. Cuando trata-
mos las células HUVEC conjuntamente con las faPEDF la formación de túbulos 
se interrumpe y las células aparecen dispersadas en la matriz de Matrigel® (figura 
22). Se testaron las distintas faPEDF para el estudio de inhibición de formación 
tubular, tratando las células con concentraciones desde 5 nM y aumentando pro-
gresivamente hasta 10 nM y 50 nM.

Cada experimento se realizó 3 veces con el fin de aumentar la fiabilidad del ensayo. 
Las faPEDF2 y faPEDF3 mostraron una disminución en la longitud de túbulos 
formados a partir de concentraciones de 50 nM. Sin embargo, estos resultados no 
alcanzaron significación estadística. La faPEDF2 se mostró efectiva en la inhibi-
ción de formación de túbulos en todas las concentraciones (p<0,05), pero no la 
faPEDF3, que sólo fue efectiva a partir de 10 nM. Las faPEDF6 y faPEDF7 sólo 
consiguieron buenos resultados inhibiendo la formación de túbulos a concentra-
ciones de 50 nM (p<0,05) (figuras 23 y 24).

4.1.3 Resultados del ensayo de exclusión con azul tripán
En este ensayo se evaluó la eficacia inhibitoria de las faPEDF sobre el efecto de 
supervivencia celular que genera el VEGF a diferentes concentraciones (5 nM, 
10 nM y 50 nM). Cada experimento se realizó 3 veces con el fin de aumentar la 
fiabilidad del ensayo. Las células HUVEC fueron tripsinizadas y la viabilidad ce-
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Figura 21. Efecto dosis-dependiente de las fracciones de PEDF en la migración de las células 
HUVEC. Las fracciones 2 y 3 mostraron una mayor inhibición de la migración de células 
endoteliales a concentraciones de 10 nM y 50 nM. * p<0,05.
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Figura 23. Ensayo de formación tubular. Las faPEDF2 y faPEDF3 mostraron efecto en disminuir 
la longitud tubular a partir de una concentración de 50 nM. La faPEDF2 también mostró efecto 
inhibiendo la formación de tubos en todas las concentraciones.
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Figura 22. Ensayo de formación tubular. Las células HUVEC tienden a formar túbulos cuando 
son co-cultivadas con VEGF (A). Observamos la ausencia de formación tubular cuando son 
co-cultivadas con VEGF y PEDF (B).
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faPEDF1 faPEDF2

faPEDF3 faPEDF4

faPEDF5 faPEDF6

faPEDF7

Figura 24. Diferencias en formación de tubos 
a exposición de faPEDF de 10 nM. La mayor 
inhibición en la formación tubular se observa 
con las faPEDF2 y faPEDF3.
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lular se determinó realizando un conteo de las células teñidas de azul (no viables) 
y de las células brillantes (viables) tras realizar la tinción con azul tripán al 0,2% . 
El efecto observado de inhibición de la viabilidad celular mediante el tratamien-
to con las distintas faPEDF fue dosis dependiente. Cuando las HUVEC fueron 
incubadas con faPEDF a una concentración de 5 nM, las fracciones faPEDF2 y 
faPEDF3 abolieron completamente los efectos de supervivencia celular mediada 
por VEGF comparada con otras faPEDF y alcanzaron significación estadística 
(p<0,05) (figura 25).
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Figura 25. Ensayo de viabilidad celular mediante exclusión por tinción con azul tripán. A 
concentraciones de 5 nM, las faPEDF2 y faPEDF3 mostraron una inhibición completa de la 
supervivencia celular mediada por VEGF.
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La primera fase de los experimentos in vivo fue realizada con el objetivo de 
determinar la reproducibilidad de la técnica de realización de las lesiones 
mediante láser verde de 532 nm y la caracterización de la evolución del mo-

delo de NVC para la posterior utilización en el estudio del efecto del colirio faPE-
DF3. Los animales utilizados en todos los procedimientos de este experimento 
in vivo fueron ratones C57BL/6N de 6 a 12 semanas de edad y fueron realizados 
utilizando anestesia inhalada.

4.2.1 Modelo animal de neovascularización coroidea
Para el desarrollo del modelo de NVC se dividió el ensayo en 3 fases. Una pri-
mera fase donde se realizó la fotocoagulación con láser verde de 532 nm, la se-
gunda fase que incluyó los estudios de seguimiento in vivo mediante angiografía 
fluoresceínica y electrorretinograma focal, y la última fase donde se realizaron los 
estudios post mortem que incluyeron la inmunofluorescencia en flatmount y la 
extracción de RNA de retina para análisis de expresión génica mediante q-PCR. 
La cantidad de ratones C57BL/6N y la distribución por grupos se encuentra en el 
apartado de material y métodos resumido en el esquema de la figura 12.

4.2.1.1 Fotocoagulación mediante láser verde 532 nm
Las condiciones del láser se establecieron a 250 mW de intensidad y 100 ms de 
duración, con un tamaño de spot de 50 µm. Estas condiciones se encontraban den-
tro del rango de parámetros recomendados por el fabricante del equipo Micron 
III (Phoenix Research Labs, Pleasanton CA, USA). Previamente, se desarrollaron 
diferentes estudios para testar los parámetros de láser en referencia a potencia, 
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duración de impacto y spot para determinar cuáles eran los más óptimos y por lo 
tanto aptos para ser utilizados en nuestro modelo animal.

Se probaron todas las combinaciones de parámetros que incluían potencias de 
entre 100-1000 mW, duraciones de impacto de entre 50-200 ms y tamaños de 
spot entre 50 y 75 µm. Inicialmente el método utilizado en los primeros ensa-
yos fue un oftalmoscopio indirecto con un láser verde de 532 nm incorporado y 
una lente de 90 dioptrías (figuras 26 y 27). Posteriormente se adquirió el equipo  
Micron III (figura 28) que fue el que se utilizó para el desarrollo de todo el ensayo 
con los parámetros previamente descritos. El objetivo era provocar una rotura de 
la membrana de Bruch para provocar la aparición de NVC (figura 29). Se realiza-
ron 4 lesiones de distribución peripapilar en cada animal.

4.2.1.2 Angiografía fluoresceínica
Se realizó angiografía fluoresceínica en diferentes tiempos: 2,4,7,9,11 y 14 días 
post-láser (figura 30). En cada prueba se tomaron fotos de las lesiones realizadas y 
se cuantificó su evolución midiendo el área de cada una de las 40 lesiones creadas. 

Se observó que durante los primeros días (2 a 4 días) existió una reducción en el 
tamaño de las lesiones, seguramente atribuida a una disminución en la inflama-
ción. Seguidamente, entre los 4 y 7 días, se observó un incremento de tamaño de 
estas lesiones que seguramente fue debido a la aparición de neovasos (figura 31). 
A partir de ese momento las áreas de lesión se estabilizaron y no aumentaron más 
debido al proceso de cicatrización, a pesar de que el proceso de neovascularización 
pudiera estar también evolucionando.

Figura 26. Desarrollo del modelo animal de NVC. En 
las fases iniciales el método utilizado para realizar la 
rotura de la membrana de Bruch fue utilizando un of-
talmoscopio indirecto con un láser verde de 532 nm 
integrado y una lente de 90 dioptrías.

Figura 27. Visualización externa de la NVC 
creada en el ratón C57BL/6N.
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Figura 28. Micron III para realización de NVC. Este sistema permite realizar los impactos de 
láser guiados por imagen y con un sistema de contacto.

Figura 29. Impactos de láser en la retina de ratones C57BL/6N de 6 a 12 semanas de edad. 
La potencia del láser se estableció en 250 mW de intensidad, 100 ms de duración y tamaño 
de spot de 50 µm. Se realizaron 4 impactos de distribución peripapilar en cada animal. En 
algunos casos observamos hemorragia debido al impacto del láser en algún vaso sanguíneo. 
Ojos derecho e izquierdo para cada animal (se indica el número del individuo).
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4.2.1.3 Electrorretinograma focal
Se realizó fERG en 10 animales los días 7 y 14 post-láser, previa adaptación a la 
oscuridad. Medimos la amplitud de las ondas a y b (figura 32) expresada en mi-
crovoltios que son indicativas de la actividad de las distintas capas de la retina. Se 
midió también el tiempo implícito, que es indicativo de la rapidez de la respuesta 
y por lo tanto del estado de la retina. Se realizaron lecturas en tres intensidades de 
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Figura 30. Análisis de la evolución de las lesiones mediante angiografía fluoresceínica. Las 
curvas de cuantificación muestran la evolución de cada lesión a lo largo del seguimiento los 
días 2,4,7,9,11 y 14.
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luz diferentes: 200, 800 y 12800 cd.s/m2. Únicamente se observaron diferencias 
estadísticamente significativas (p<0,05) a 1 semana post-láser, comparando con 
los animales control. Se observó una reducción en la amplitud de las ondas a y b 
y un aumento del tiempo implícito, indicativo de un mal funcionamiento de la 
retina (figura 33).
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Figura 31. Análisis de la evolución de las lesiones mediante angiografía fluoresceínica. Se 
observa el mayor incremento del tamaño de las lesiones en el período comprendido entre los 
días 4 y 7 debido a la aparición de neovasos.

Figura 32. Ejemplo de medición de las ondas a, b y tiempo de latencia de una NVC creada 
mediante láser en fERG.
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4.2.1.4 Inmunofluorescencia en “flatmount”
Los grupos de animales fueron sacrificados a diferentes tiempos post-láser para  
poder analizar post mortem la evolución de la formación de neovasos provocados 
por las lesiones. Se analizaron a los 1, 2, 3, 5, 7 y 14 días post-láser. La detección de 
isolectina B-4 determinó las zonas lesionadas en las que había células endoteliales 
de tal forma que se estudió la aparición de neovasos. En el análisis cualitativo se 
observó una señal inespecífica en los márgenes de la lesión en las muestras co-
rrespondientes a los 2 y 3 días post-láser, posiblemente siendo consecuencia de la 
propia inflamación. Entre los días 3 y 5 se observan indicios de células endoteliales 
en forma de punto en el centro de la lesión. Finalmente a partir del día 7 y sobre-
todo a partir del día 14 se observaron estructuras tubulares que correspondían a 
los neovasos apareciendo en los extremos de las lesiones (figura 34).

Figura 33. Análisis de la función visual mediante fERG. Se observa disminución en la amplitud 
de las ondas a y b junto con un aumento del tiempo implícito la primera semana post-láser.
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4.2.1.5 Extracción de RNA de retina y análisis de expresión génica mediante q-PCR
Los grupos de animales fueron sacrificados a diferentes tiempos post-láser para po-
der analizar post mortem la evolución de la formación de neovasos provocados por 
las lesiones. Se analizaron a 1, 2, 3, 5, 7 y 14 días post-láser. En este caso se aisló 
el tejido retiniano para extracción de RNA. El RNA obtenido se retrotranscribió 
a DNAc y se analizó la expresión de diferentes genes mediante q-PCR, comparán-
dolo con la expresión génica de retinas control sin lesiones. 

La primera proteína de la que se estudió su expresión fue la proteína fibrilar acídi-
ca de la glía, también denominada proteína gliofibrilar ácida (GFAP). Es una pro-
teína específica de los filamentos intermedios del citoesqueleto de células gliales 
que les confiere el mantenimiento de su estructura tridimensional. Esta proteína 
se debería encontrar sobreexpresada tras la lesión con láser en el tejido retiniano. 
Se observó un incremento en la sobreexpresión de GFAP a las 24 horas tras la 
lesión inducida con láser en comparación con el grupo control, alcanzando sig-
nificación estadística con su nivel máximo de expresión a los 3 días; y de nuevo 
disminuyendo hasta normalizar sus niveles el día 14. 

Se analizó la expresión de la proteína MCP-1 relacionada con los procesos infla-
matorios. Esta proteína se expresa en las células del EPR y en células endoteliales 

Figura 34. Estudio de inmunofluorescencia en flatmount. Los 3 primeros días tras la inducción 
de la lesión mediante láser verde se observan señales inflamatorias inespecíficas en el margen 
de la lesión. A partir del día 5 aparecen spots centrales que evolucionaran a estructuras tubula-
res correspondientes a los neovasos.
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y actúa como quimiocina atrayente de monocitos. Se encontró significativa-
mente elevada su expresión el primer día post-láser. Finalmente, se analizó la 
sobreexpresión de VEGF tras la inducción con láser, siendo uno de los principales 
agentes angiogénicos causantes de la NVC. Se observó un incremento significativo 
en los niveles de expresión de VEGF el día 3 post-láser (figura 35).

4.2.2 Administración tópica del tratamiento
Se estudió el efecto del colirio faPEDF en un modelo de NVC desarrollado pre-
viamente. La faPEDF3 es la que mostró más actividad antiangiogénica en los 
estudios in vitro realizados previamente, así que se comparó un tratamiento A 
compuesto de faPEDF3 1 mg/ml, un tratamiento B compuesto de faPEDF3 
10 mg/ml y finalmente un tratamiento C placebo. Es importante destacar que 
hasta después de haberse analizado todos los datos y concluido el experimento los 
investigadores no conocieron qué fármaco ni a qué concentración se encontraba 
en ninguno de los 3 grupos. Esta metodología fue utilizada para prevenir que los 
resultados de la investigación pudieran estar influidos por el sesgo del observador. 
Para el desarrollo de esta fase se dividió el ensayo en 3 fases. Una primera fase 
donde se realizó la fotocoagulación con láser verde de 532 nm, la segunda fase que 
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Figura 35. Análisis expresión génica en 
retina mediante q-PCR. Se observa un 
incremento en la expresión de GFAP que 
alcanza su máximo a los 3 días. La expresión 
de MCP-1 se encuentra elevada 24 horas 
tras la lesión con láser, indicando un proceso 
inflamatorio agudo. El VEGF se encuentra 
elevado sobretodo el día 3 post-láser.
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incluyó los estudios de seguimiento in vivo mediante angiografía fluoresceínica 
y la última fase donde se realizaron los estudios post mortem que incluyeron la 
inmunofluorescencia en flatmount y la extracción de RNA de retina para análisis 
de expresión génica mediante q-PCR. La cantidad de ratones C57BL/6N y la dis-
tribución por grupos se encuentra en el apartado de material y métodos resumido 
en el esquema de la figura 17.

4.2.2.1 Fotocoagulación mediante láser verde 532 nm
Los parámetros de láser para realizar la NVC se establecieron en una potencia 
de 250 mW, el tiempo de duración del impacto en 100 ms y un spot de 50 µm  
(figura 36). Estos parámetros fueron establecidos según los resultados obtenidos 
en el estudio previo de desarrollo de modelo animal de NVC y que permitieron 
romper la membrana de Bruch para que apareciera la NVC.

En los grupos utilizados posteriormente para realización de inmunofluorescencia 
se realizaron lesiones en 4 puntos de disposición peripapilar (3, 6, 9 y 12 siguiendo 
la disposición de las horas del reloj). Sin embargo, en los grupos utilizados poste-
riormente para extracción de RNA, el número de lesiones fue superior (entre 6 y 
8), siguiendo también la misma disposición peripapilar. Esto se realizó con el fin 
de aumentar la muestra poblacional y por consiguiente incrementar la fiabilidad 
de los resultados en el estudio de expresión génica mediante q-PCR.

4.2.2.2 Angiografía fluoresceínica
Se realizó angiografía fluoresceínica en diferentes tiempos según el grupo de trata-
miento: 3, 7 o 14 días post-láser. En cada prueba se tomaron fotos de las lesiones 
realizadas y permitió observar las lesiones y relacionarlas con la rotura de la mem-
brana de Bruch provocada por el láser (figura 37). Las áreas lesionadas observables 
a través de la angiografía fluoresceínica se cuantificaron a 7 y 14 días post-láser 
(figura 38), puesto que en los estudios previos de desarrollo del modelo de NVC 
mostraron un incremento del tamaño de la lesión a partir del día 7.

En el análisis a los 7 días no se observaron diferencias entre los 3 grupos de trata-
miento. Sin embargo, a los 14 días de haber generado la lesión con láser los ojos 
tratados con los colirios A y B (faPEDF3 1 mg/ml y faPEDF3 10 mg/ml respecti-
vamente) presentaron una reducción estadísticamente significativa de las áreas de 
neovascularización subretiniana comparados con el placebo (figura 39).

4.2.2.3 Inmunofluorescencia en “flatmount”
La detección de isolectina B-4 determinó las áreas de zonas lesionadas en las que ha-
bía células endoteliales. Con esta metodología se pudo comparar cuantitativamente 
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Grupo 14 días

Grupo RNA

Tratamiento A Tratamiento C

Figura 36. Imágenes representativas de retina en el momento de realizar la lesión con láser 
para provocar la NVC. Se observa como en el grupo RNA se realizan entre 6 y 8 lesiones de 
distribución peripapilar.
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Figura 37. Imágenes representativas de angiografía fluoresceínica en los 3 grupos de trata-
miento a diferentes días post-inducción de la NVC mediante láser verde.
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Figura 38A. 
Resultados de 
cuantificación de 
las áreas de NVC a 
7 días post-láser a 
través de angiografía 
fluoresceínica con el 
Tratamiento A.

Figura 38B. 
Resultados de 
cuantificación de 
las áreas de NVC a 
14 días post-láser a 
través de angiografía 
fluoresceínica con el 
Tratamiento A.
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cuantificación de 
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Figura 38D. 
Resultados de 
cuantificación de 
las áreas de NVC a 
14 días post-láser a 
través de angiografía 
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fluoresceínica con el 
Tratamiento C.
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cuantificación de 
las áreas de NVC a 
14 días post-láser a 
través de angiografía 
fluoresceínica con el 
Tratamiento C.
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la medida de las lesiones después de tratar a los ratones C57BL/6N con los dife-
rentes colirios A, B y C (figura 40) utilizando el software de imagen Image J. En 
los estudios realizados previamente para diseñar el modelo experimental de NVC 
en ratones C57BL/6N fue entre los días 3 y 5 post-láser cuando se empezó a ob-
servar indicios de células endoteliales en forma de punto en el centro de la lesión.

A partir del día 7 y sobretodo en el día 14 post-láser fue cuando se observa-
ron estructuras tubulares que corresponden a los neovasos apareciendo en los ex-
tremos de las lesiones. Por ese motivo, el análisis de cuantificación de neovasos 
en ratones C57BL/6N tratados con colirio se realizó el día 7 y el día 14 post- 
láser. El área de neovasos formados en los ojos tratados con el colirio A (faPEDF3  

Figura 39. Cuantificación de áreas de NVC a 7 y14 días post-láser a través de angiografía 
fluoresceínica. No se observaron diferencias entre los tres grupos de tratamiento a los 7 días. A 
los 14 días se observa una disminución significativa del tamaño de las lesiones con los grupos 
de tratamiento A y B (faPEDF3 1 mg/ml y 10 mg/ml) en comparación con el grupo C (place-
bo). Los datos se han procesado mediante ANOVA univariante y se han comparado mediante 
Bonferroni’s Multiple-Comparison Test.
.
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1 mg/ml) fue significativamente más pequeña tanto a los 7 días como a los 14 
días post-láser cuando la comparamos con el área de neovasos formados en los 
ojos tratados con el colirio C (placebo). Además, también se observaron dife-
rencias estadísticamente significativas entre el área de formación de neovasos de 
los animales tratados con el colirio A en comparación con el colirio B (faPEDF3  

Grupo 7 días post-láser

Grupo 14 días post-láser

Figura 40. Detección de isolectina-B4 a través de inmunofluorescencia, mostrando la zona 
donde se forman las células endoteliales que darán lugar a la formación de neovasos. La línea 
blanca delimita el área de formación de neovasos para su análisis cuantitativo.
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10 mg/ml) a los 7 días post-láser, siendo siempre menor la proliferación de 
neovasos en los animales tratados con el colirio A. Sin embargo, estas diferencias 
entre ambos no alcanzaron la significación estadística a los 14 días (figura 41).

4.2.2.4 Extracción de RNA de retina y análisis de expresión génica mediante q-PCR
El RNA obtenido a partir del aislamiento de los ojos tratados con colirio A, B 
y C (grupo RNA) se retrotranscribió a DNAc y se analizó la expresión de dife-
rentes genes mediante q-PCR, comparándolo con la expresión génica de retinas 
control sin lesiones provocadas con el láser y que también recibieron tratamiento. 
La primera proteína de la que se estudió su expresión fue la GFAP. Esta proteína 
se debería encontrar sobreexpresada tras la lesión con láser en el tejido retiniano. 
También se analizó la expresión de la proteína MCP-1 relacionada con los proce-
sos inflamatorios y la sobreexpresión de VEGF tras la inducción con láser.
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Figura 41. Cuantificación de las áreas de formación de neovasos a los 7 y 14 días post-láser  
a través de inmunotinción mediante isolectina-B4. Los ratones C57BL/6N tratados con el colirio 
A (faPEDF3 1 mg/ml) muestran significativamente menos área de neovascularización cuando 
se compara con el área de neovascularización formada en los ratones C57BL/6N tratados con 
el colirio B (faPEDF3 10 mg/ml) y colirio C (placebo) a los 7 días. A los 14 días las diferencias 
observadas entre A y B no son estadísticamente significativas.
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Por los resultados obtenidos mediante el análisis de expresión génica en los estu-
dios de diseño experimental de NVC en ratones C57BL/6N, se definió el día 3 
como el momento óptimo para analizar la expresión de GFAP, MCP-1 y VEGF. 
No se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de expresión 
de GFAP y MCP-1 entre los tratamientos A, B y C. Sin embargo, a diferencia de 
estos dos genes, sí que se observó una disminución significativa de la expresión de 
VEGF en los ojos de ratones C57BL/6N tratados con colirio A (faPEDF3 1 mg/
ml) y colirio B (faPEDF3 10 mg/ml) y no en aquellos tratados con colirio C (pla-
cebo), lo cual sugiere una disminución del proceso de neovascularización en esos 
dos grupos de tratamiento (figura 42).
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Figura 42. Cambios en los niveles de GFAP, 
MCP-1 y VEGF en los 3 grupos de tratamiento 
A, B y C. Únicamente se observa una dismi-
nución significativa de los niveles de VEGF 
en los ojos de ratones C57BL/6N tratados 
con colirio A (faPEDF3 1 mg/ml) y colirio B 
(faPEDF3 10 mg/ml).
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El objetivo esencial de este estudio fue evaluar la eficacia de la administra-
ción de una fracción activa de PEDF sintética por vía tópica con el fin de 
determinar una nueva vía terapéutica para la NVC secundaria a DMAE. 

Sabemos que la progresión de la DMAE exudativa depende de la disregulación 
entre factores pro- y anti- angiogénicos. Se ha observado una disminución en la 
expresión de PEDF en pacientes con DMAE 38 y una disminución de su concen-
tración en el vítreo de pacientes con NVC 39. Esta disregulación en el equilibrio 
entre VEGF y PEDF es la principal responsable de la formación de nuevos vasos 
sanguíneos aberrantes durante el desarrollo de la DMAE.40,41

Yamagishi et al. publicaron en 2005 que un polimorfismo genético rs1136287 
en el gen que codifica para el PEDF era un claro factor de riesgo para desarrollar 
DMAE seca.250 Sin embargo, una reciente revisión sistemática y meta-análisis pu-
blicado en la literatura sugiere que ese polimorfismo genético incrementa el riesgo 
de desarrollar la enfermedad en la población taiwanesa y coreana pero no se ha 
observado un mayor riesgo en la población general.251

El PEDF es la sustancia endógena intraocular (50 kDa) que posee la mayor capa-
cidad antiangiogénica conocida.46 Los tratamientos disponibles actualmente para 
la forma exudativa de degeneración macular son el ranibizumab (48 kDa, bloquea 
la isoforma VEGF-A), bevacizumab (149 kDa, bloquea la isoforma VEGF-A), 
pegaptanib (50 kDa, bloquea la isoforma VEGF145) y aflibercept (97 kDa, bloquea 
isoforma VEGF-A y el factor de crecimiento placentario). Disminuyendo la longi-
tud de la cadena de aminoácidos pero manteniendo su capacidad antiangiogénica 
pensamos obtener una fracción activa de PEDF más pequeña y con menos peso 
molecular que permita una mejor absorción y una mayor biodisponibilidad en la 
retina y, por consiguiente, un potente efecto antiangiogénico. Especialmente si el 
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fármaco es administrado de forma tópica aumenta el sentido que sea una molécula 
más pequeña y modificada específicamente para que facilite la absorción y sea más 
efectiva en el tejido retiniano. Además, los tratamientos que disponemos actual-
mente para el tratamiento de la NVC secundaria a DMAE se administran todos 
por vía intravítrea, de manera que el desarrollo de una nueva terapia administrada 
de forma tópica no invasiva disminuiría los riesgos asociados a las inyecciones 
intravítreas repetidas.

 En un estudio reciente se demuestra que el tratamiento con el extremo terminal 
34-mer del PEDF aumenta la neuroprotección de las células ganglionares de la 
retina y promueve la regeneración axonal, y que este efecto es más marcado cuan-
do el tratamiento es mediante aplicación de colirio diario en comparación con 
tratamiento intravítreo semanal.252

Específicamente para este estudio fueron diseñadas siete faPEDF de las cuales des-
conocíamos totalmente su secuencia de aminoácidos, su concentración y su peso 
molecular. Este ciego en el conocimiento de los fármacos por parte de los investi-
gadores reduce los sesgos producidos por el conocimiento de la información y le 
añade una mayor objetividad y fiabilidad a los resultados obtenidos a este ensayo 
preclínico. Además, existe la posibilidad de patentes en relación a las moléculas 
utilizadas en este estudio, dando más sentido si cabe a que las condiciones de 
realización del ensayo fueran las más estrictas desde un punto de vista científico.

Inicialmente, el estudio de eficacia de las siete faPEDF se realizó mediante cultivos 
celulares con células HUVEC. Pensamos que la creación de modelos de líneas 
celulares ha disminuido el número de animales necesarios para los estudios (con 
la consiguiente reducción del coste y el tiempo) y contribuye a acelerar el proceso 
de desarrollo de medicamentos.

Por otro lado, los modelos animales incrementan en gran medida la capacidad 
de los científicos de estudiar la eficacia y la seguridad de los candidatos a medica-
mentos nuevos. Diseñar un modelo de DMAE plausible en ratones C57BL/6N 
era necesario para evaluar el efecto de las faPEDF sobre la retina. A pesar de que 
los ratones no tienen fóvea, su retina es muy similar a la retina periférica de un 
primate. Además, la densidad de conos que tiene la retina de un ratón por mm2 
es muy similar a la que tiene un primate a 3 mm de la fóvea.
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El desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades complejas como 
la DMAE sigue siendo una labor difícil por la complejidad de reprodu-
cir exactamente todas las fases de la enfermedad en el tejido retiniano del 

animal. Sin embargo, los modelos animales de DMAE de los que disponemos 
actualmente han aportado mucha información acerca de los mecanismos fisiopa-
tológicos de la enfermedad. Los modelos en roedor ofrecen la ventaja de tener un 
buen perfil coste-beneficio y un relativo corto período de tiempo para reproducir 
la enfermedad.128 Además, también presentan muchas facilidades para ser mani-
pulados genéticamente. 

Gracias al modelo en ratón se ha sido capaz de reproducir cambios en la retina 
tales como el engrosamiento de la membrana de Bruch, el desarrollo de depósitos 
subretinianos drusen-like y provocar una disregulación inmune que active la vía 
del complemento y provoque el acúmulo de macrófagos y microglía.129 Adicio-
nalmente, el modelo de NVC en ratones inducido mediante láser ha servido de 
piedra angular para investigar nuevos tratamientos para la DMAE exudativa.130 
Sin embargo, este modelo se ve limitado por la ausencia de mácula anatómica, 
lo que explica porqué estos modelos no son capaces de recrear la complejidad de 
la evolución de una forma seca a una húmeda. Idealmente, un modelo animal de 
DMAE exudativa pensamos que debería incluir el componente neovascular de la 
enfermedad pero también los cambios seniles que aparecen en la mácula y que 
predisponen al crecimiento de los neovasos procedentes de la coroides.

En nuestro estudio, decidimos utilizar ratones C57BL/6N y recrear la NVC me-
diante láser ya que nos permitía generar varias lesiones en un mismo ojo e incre-
mentar así la muestra poblacional para el posterior análisis estadístico en un corto 
período de tiempo y con un alto rendimiento coste-beneficio. Otros modelos que 
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utilizan inyecciones subretinianas de sustancias reproducen muy bien la NVC ex-
perimental pero técnicamente requieren una curva de aprendizaje superior, tienen 
un menor rendimiento coste-beneficio y sólo reproducen una lesión por animal, 
lo cual incrementa mucho la muestra poblacional necesaria para el análisis esta-
dístico.128

Las condiciones del láser que mejor reprodujeron la NVC en el ratón fueron a 
250 mW de intensidad y 100 ms de duración, con un tamaño de spot de 50 µm. 
El objetivo era generar una rotura de la membrana de Bruch para provocar la 
aparición de NVC. Se realizaron cuatro lesiones de distribución peripapilar en 
cada animal.

Las quemaduras excesivamente potentes resultaron en hemorragias coroideas ex-
tensas con la consecuente cicatrización avascular y no consiguieron desarrollar 
NVC (figura 43), motivo por el cual no se tuvieron en cuenta a la hora de analizar 
los datos. Las quemaduras que provocaban un spot blanco en las que observamos 
la formación de burbujas en el centro con o sin hemorragia asociada son las que 
mostraron más roturas de la membrana de Bruch y consiguieron la formación de 
NVC.

Figura 43. A,B y C muestran hemorragias coroideas por exceso de potencia de láser al realizar 
la quemadura. Estas lesiones provocan cicatrización avascular y no desarrollan NVC. D,E y F 
muestran spots blancos en los que se observó la formación de una burbuja en el centro de la 
lesión al momento de realizar el impacto. Estas lesiones rompen la membrana de Bruch y dan 
lugar a la posterior formación de NVC.
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Los tratamientos para las enfermedades retinianas crónicas históricamente 
han estado limitados por varios factores. Muchos fármacos no pueden pasar 
a través de la córnea/esclera cuando son administrados tópicamente. Ade-

más, el ojo está protegido del torrente sanguíneo por la barrera hemato-retiniana 
por lo que la biodisponibilidad ocular después de una administración sistémica 
normalmente es muy baja. La alternativa a la administración tópica o sistémica es 
la inyección intravítrea. El fármaco se introduce directamente dentro de la cavidad 
vítrea mediante inyección a través de la esclera. Este procedimiento garantiza la 
llegada del fármaco a la retina en su máxima concentración, pero puede conllevar 
ciertos efectos adversos como endoftalmitis, catarata, desprendimiento de retina o 
hipertensión ocular. Los compuestos que se están usando actualmente tienen un 
tiempo de vida limitado dentro del ojo, obligando a administrarlos repetidamente, 
hecho que empeora los posibles efectos adversos debidos a la inyección intravítrea.

La terapia más efectiva hasta la fecha para el tratamiento de la NVC secundaria a 
la DMAE es la administración intravítrea mensual de anti-VEGF, pero esta terapia 
conlleva los riesgos de las repetidas inyecciones intraoculares y solamente actúa 
sobre la NVC.

En los últimos años se ha producido un aumento exponencial del uso de inyeccio-
nes intravítreas por la expansión de sus aplicaciones clínicas, principalmente ede-
ma macular, enfermedades inflamatorias y neovascularización subretiniana. Aun-
que algunos de los fármacos utilizados no estén diseñados para su uso intraocular, 
esta vía de administración es unánimemente aceptada, siendo en la actualidad su 
uso generalizado, reconociéndose sus ventajas frente a otras vías de administración 
en el tratamiento de ciertas enfermedades oculares.253 Este tipo de tratamiento se 
está aplicando a un gran número de pacientes, y así se prevé que se siga haciendo 
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hasta que se encuentren otras vías tanto o más eficaces para la introducción de 
fármacos dentro del globo ocular. Además, se están efectuando las inyecciones de 
forma repetida, puesto que las enfermedades que se tratan suelen ser de curso cró-
nico con necesidad de mantener el efecto terapéutico durante largos períodos de 
tiempo. Debemos tener en cuenta que el resultado de los tratamientos intravítreos 
dependen de la eficacia de la medicación inyectada y de los riesgos que conlleva el 
mismo procedimiento de inyección.

La vía de administración tópica de fármacos está actualmente en una situación 
emergente como alternativa en el tratamiento de las enfermedades vitreorretinianas 
(figura 44). La administración tópica no invasiva en forma de colirio permite 
disminuir mucho los riesgos asociados que presentan las inyecciones intravítreas 
repetidas y aumenta la adherencia del paciente al tratamiento. Riesgos como la 
endoftalmitis, la hemorragia vítrea y el desprendimiento de retina, a pesar de ser 
poco frecuentes, se reducen drásticamente cuando se cambia la forma de adminis-
tración de inyección intravítrea a una forma en colirio.

La administración de fármacos en forma de colirio para las enfermedades retinia-
nas tiene ciertas ventajas; permite que el propio paciente se aplique el tratamiento, 
provoca un efecto terapéutico localizado, es un modo de administración no inva-
sivo y indoloro y el paciente cumplirá mucho más la pauta terapéutica establecida.

Además de presentar una distancia de difusión más elevada, la trayectoria de un 
fármaco administrado por vía tópica que tiene que realizar su función terapéutica 
en el polo posterior del ojo es obstaculizado por muchos componentes, por ejem-
plo el epitelio y endotelio corneal, la conjuntiva, la esclera y la naturaleza acelular 
de humor vítreo.

Precisamente debido a estas barreras, el desarrollo de fórmulas tópicas para el tra-
tamiento de enfermedades retinianas se ha convertido en impredecible. Menos 
de 1/100.000 de la cantidad de fármaco administrada tópicamente alcanzará la 
retina, y a menudo esta cantidad estará por debajo de la concentración terapéutica 
del fármaco.

Todos los péptidos sintéticos derivados de la proteína PEDF que se sintetizaron 
específicamente pare este estudio fueron péptidos de peso molecular inferior a 
2 kDa , permitiendo de este modo que fuera más fácil su absorción y poder pene-
trar mejor las barreras biológicas explicadas anteriormente.

Estudios de Ahmed y Paton 239 demostraron la absorción de fármacos en los te-
jidos del polo posterior del ojo. También evaluaron la distribución y disposición 
del timolol aplicado tópicamente a través de la absorción por la vía corneal y no 
corneal. Identificaron que la absorción conjuntival fue la responsable del 40% de 
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la cantidad total de timolol intraocular. Acheampong et al.199 estudiaron la distri-
bución de brimonidina en el segmento anterior y posterior del ojo tras su aplica-
ción tópica en modelos de neuroprotección de monos y conejos, observando una 
elevada concentración de fármaco en la cavidad vítrea de esos animales. Palanki 
et al.248 desarrollaron inhibidores de la benzotriazina que se unían al VEGFR2 
en modelo animal de conejo con NVC inducida mediante láser. El tratamien-
to se aplicó de forma tópica, observando concentraciones significativas de fár-
maco en retina y coroides sugiriendo un efecto terapéutico del fármaco aplicado 
tópicamente en enfermedades del segmento posterior.

Las propiedades físico-químicas de los fármacos, tales como la lipofilicidad, solu-
bilidad en agua y peso molecular juegan un papel importante a la hora de deter-
minar la habilidad del mismo para cruzar las barreras biológicas del ojo y alcanzar 
la retina. Por ejemplo la dorzolamida (324 Da) y la brinzolamida (383 Da) son 
inhibidores de la anhidrasa carbónica utilizadas en el tratamiento del glaucoma 
primario de ángulo abierto. Ambas tienen pesos moleculares similares, sin embar-
go las características de lipofilicidad y solubilidad son muy diferentes. La aplicación 
tópica de dorzolamida obtuvo un incremento significativo en el flujo sanguíneo de 

Medicamento/formulación Modelo animal Resultado 

Brimonidina colirio Monos y conejos
Concentración de brimonidina en humor vítreo de mono fue de 
82 ± 45 nM. En conejos los resultados fueron similares, confirmando la 
capacidad de la brimonidina de alcanzar el polo posterior tras su 
aplicación tópica. 

Betoptic® (0.5% betaxolol) Conejo Se halló betaxolol en la retina y éste podría contrarrestar los efectos 
negativos de la isquemia/reperfusión.

Flunarizina Conejo y retina de rata La flunarizina se detectó en la retina tras su administración tópica. 

Dexametasona colirio Conejo
Aproximadamente el 60% de la concentración retiniana de dexametaso-
na se debe a su administración tópica, el resto proviene de la 
administración sistémica.

Dexametasona/ciclodextrina Humanos 
El complejo dexametasona/ciclodextrina fue bien tolerado y mejoró la 
agudeza visual, reduciendo el grosor macular central.

Trusopt® (dorzolamide 2%)
Azopt® (brinzolamida 1%)  Conejo Se obtuvo una mayor concentración de dorzolamida en los humores 

acuoso y vítreo y en nervio óptico, en comparación con brinzolamida.

Hesperidina y hesperetina Conejo El cloruro de benzalconio mejoró los niveles de hesperetina en el 
segmento posterior.

Aesculina gel   Conejo La concentración de aesculina fue significativamente mayor en 
presencia de goma gelano desacetilada.

Voclosporina nanomicelar  Conejo Se detectó una alta concentración de voclosporina en retina y coroides.

Dexametasona nanomicelar Conejo 

scFv, fragmento de anticuerpo (~28 kDa) Conejo El scFv fue detectable en el vítreo tras 4-12 h, y el uso de caprato de 
sodio incrementa su permeabilidad.

Se detectó dexametasona en retina/coroides (~50 ng/g de tejido).

Figura 44. Fármacos que alcanzan el polo posterior tras su aplicación en colirio. Adaptado de 
Boddu S. et al. Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 2014, 8, 27
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la retina y del disco óptico comparado con la brinzolamida.254 Esta variación en el 
efecto farmacológico es principalmente debida a la habilidad de la dorzolamida de 
penetrar mejor las barreras oculares y alcanzar el segmento posterior del ojo con 
mayores concentraciones de fármaco.

Actualmente existen otros sistemas diseñados para administrar fármacos en el polo 
posterior del ojo de una manera más prolongada que están siendo utilizados o bien 
se encuentran en diferentes fases de desarrollo e investigación (figura 45).

La difusión transescleral es una técnica interesante para administrar fármacos en 
el segmento posterior porque aplica la molécula directamente adyacente en la co-
roides y en el EPR. A pesar de que la inyección periocular es habitualmente más 
segura que la inyección intravítrea, existen barreras de absorción a través de esta 
ruta, puesto que el fármaco tiene que atravesar la epiesclera, la esclera, la coroides, 
la membrana de Bruch y el EPR. Muestra de ello es que la concentración más ele-
vada de fármaco mediante esta técnica se encuentra en la esclera y las menores en 
retina y vítreo. Además, los mecanismos de aclaramiento subconjuntival pueden 
afectar la duración de tiempo de actuación del fármaco. A pesar de todo, con el 
desarrollo de nuevas modificaciones en los dispositivos de liberación de fármacos, 
esta ruta puede realmente ser una alternativa viable a la inyección intravítrea.

Pontes de Carvalho et al.255 han descrito un reservorio epiescleral de fármaco. 
Mediante un explante de silicona impermeable, se fija a la esclera y los fárma-
cos dispuestos en su interior tienen una exposición limitada en el tiempo de ser 
aclarados por los vasos conjuntivales. Este dispositivo incrementa la cantidad de 
fármaco que se administra a la retina y el vítreo comparado con las inyeccio-
nes perioculares. En modelos animales, este reservorio epiescleral aumentó la 
biodisponibilidad intravítrea entre 30-40 veces más en comparación con la inyec-
ción estándar subtenon. El tiempo de duración de la acción farmacológica tam-
bién se incrementó 21 veces más comparativamente. Además, la administración 
transescleral de biopéptidos de tamaño similar al bevacizumab (149 kDa) ha sido 
posible mediante este sistema.256 Otro mecanismo de liberación transescleral es un 
dispositivo de silicona que actúa a modo de cavidad y se coloca anatómicamente 
en el área macular. En estudios con conejos, se llenó la cavidad con betametasona 
y los niveles de fármaco se mantuvieron durante cuatro semanas en la coroides del 
área macular. 257 También se ha investigado colocar en el espacio subconjuntival 
bevacizumab formulado en modo de tableta sólida depot, viéndose incrementada 
la duración de la acción de inhibición del VEGF de 2 horas a 6 días.258

Se han desarrollado implantes intraoculares de liberación sostenida y algunos in-
cluso ya están disponibles comercialmente desde hace tiempo. Las ventajas que 
proporcionan al ser administrados directamente en la cavidad vítrea son evidentes: 
se eliminan las barreras de biodisponibilidad y las dosis efectivas son previsibles, 
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evidentes y con mínimos picos de variación. Sin embargo, la implantación quirúr-
gica es invasiva y no está libre del riesgo de crear yatrogenia. El objetivo de estos 
implantes es incrementar el tiempo de duración del efecto terapéutico del fármaco 
en cuestión, disminuir los efectos de dosis en forma de pulsos y mejorar la flexibi-
lidad de las pautas de tratamiento. Se han diseñado tanto sistemas biodegradables 
como no biodegradables. Algunos requieren de implantación en quirófano mien-
tras otros se pueden insertar cómodamente en la consulta. De los dispositivos 
biodegradables, el primer implante intraocular de liberación sostenida diseñado 
fue el Vitrasert® (Bausch + Lomb), un dispositivo que se fija a la esclera y dispensa 
ganciclovir durante 6 meses en pacientes con retinitis por citomegalovirus. El Re-
tisert® es otro dispositivo de acetónido de fluocinolona (Bausch + Lomb) fijado a 
esclera que libera medicación durante 3 años en pacientes con uveítis. Sin embar-
go, se observó una elevada tasa de catarata y un 40% de los pacientes requirieron 
cirugía de glaucoma.259

Otro dispositivo que es implantado quirúrgicamente y que utiliza la tecnología 
de células encapsuladas, está siendo actualmente desarrollado por Neurotech. El 
implante se introduce a la cavidad vítrea a través de una incisión escleral y se fija 
con una sutura. Este dispositivo contiene células de EPR humano genéticamente 
modificadas para secretar una sustancia. La presencia de una membrana semiper-

Ozurdex®
Iluvien®

IBI-20089
RETAAC

MEMS

NT-501

NOVA63035

Retisert®
Vitrasert®

I-vation™

©
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Figura 45. Ejemplos de dispositivos de liberación sostenida intravítrea de fármacos. Adaptado 
de Kuno N, Fujii S. Biodegradable intraocular therapies for retinal disorders. Drugs Aging 
2010,27,117-34.
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meable permite al difusión hacia fuera del fármaco y otros metabolitos celulares y 
la difusión hacia dentro de nutrientes que permiten la supervivencia celular y a la 
vez protege el contenido de ser atacado inmunológicamente. Una versión de este 
dispositivo (NT-501) ha sido diseñada para secretar factor ciliar neurotrófico y ya 
ha sido evaluada en un ensayo fase II para el tratamiento de la atrofia geográfica 
secundaria a DMAE.260 Otra versión (NT-503) secreta una proteína de fusión Fc 
que actúa de VEGFR y que ha demostrado ser 20 veces más eficiente neutralizan-
do el VEGF que el ranibizumab en un modelo animal de conejo.

El Iluvien® (acetónido de fluocinolona, Alimera Sciences) es otro dispositivo no 
biodegradable que no se fija a esclera y por lo tanto no requiere ser implantado 
quirúrgicamente. El dispositivo es suficientemente pequeño para poder ser in-
yectado en la consulta mediante una aguja de 25G y que proporciona liberación 
sostenida de fluocinolona en la cavidad vítrea durante 3 años. En el ensayo fase 
III aleatorizado con 36 meses de seguimiento, la incidencia de cirugía de catarata 
en paciente fáquicos de inicio fue del 80%, mientras que el 4,8% de los pacientes 
requirieron cirugía para reducir la presión intraocular.261

El I-vation® es un implante helicoidal de titanio recubierto de componentes 
poliméricos que liberan gradualmente el fármaco. El concepto proviene origina-
riamente de los stents coronarios utilizados en arterias estenosadas de pacientes 
con cardiopatía isquémica. En un estudio fase I de pacientes con edema macular 
diabético se observó la liberación de triamcinolona mediante este dispositivo du-
rante 18-38 meses.262

El Ozurdex® (dexametasona, Allergan) es un implante intravítreo de liberación 
sostenida biodegradable con una duración del efecto de entre 3 y 6 meses, inyec-
tado mediante una aguja de 22G. Actualmente está aprobado su uso en pacien-
tes con uveítis, edema macular diabético y edema macular secundario a oclusión 
venosa de la retina. Diferentes estudios difieren acerca de la incidencia de la ne-
cesidad de cirugía de catarata (5%) y cirugía de glaucoma (1%) a los 6 meses en 
pacientes tratados con Ozurdex.263

Los sistemas micro-electromecánicos (MEMS) también han sido estudiados 
para administrar fármacos intraoculares. Los dispositivos MEMS contienen un 
reservorio de medicación con un acceso para ser rellenados, una batería y un sof-
tware electrónico que se implanta en el espacio subconjuntival con una cánula 
flexible que se inserta a través de una incisión escleral a la cavidad vítrea donde 
libera el fármaco. Este sistema utiliza el concepto de la electrolisis para transmitir 
el volumen y la dosis deseados. Puede ser recargado con fármaco permitiendo ob-
tener terapias mucho más largas sin la necesidad de cirugías repetidas.264,265
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La iontoforesis es una novedosa técnica no invasiva que utiliza una corriente eléc-
trica para conducir fármacos en forma de iones a través de un tejido o membrana. 
Una señal de corriente eléctrica débil dirige las moléculas cargadas a través de la 
esclera hacia la coroides, retina y vítreo. En realidad, el fármaco en si mismo se uti-
liza de propio conductor. Este nuevo mecanismo de iontoforesis no ha reportado 
hasta el momento alteración de la estructura funcional del ojo. Se puede utilizar 
para en forma de depot en la esclera para una liberación sostenida y así reducir el 
número y la frecuencia de tratamientos necesarios.266

También se han utilizado microagujas del tamaño de entre 800 µm a 1000 µm 
para inyectar nanopartículas en el espacio supracoroideo en ojos de conejo, cerdo 
y de cadáver humano. La inyección mediante microagujas permite alcanzar el te-
jido coroideo mucho mejor que la inyección intravítrea, permitiendo administrar 
el fármaco de una forma segura y disminuyendo la exposición local y sistémica del 
mismo.267 El espacio supracoroideo también se ha investigado como espacio ana-
tómico para el implante de sistemas de liberación sostenida.268 Existe un dispositi-
vo disponible comercialmente para administrar fármacos al espacio supracoroideo 
denominado iTrack microcatheter (iScience Interventional). Contiene una micro-
cánula que incorpora una fibra óptica que permite la transmisión de luz desde el 
extremo para guiar la inserción quirúrgica. Tetz et al. han publicado la administra-
ción de 4 mg de bevacizumab y 4 mg de triamcinolona al espacio supracoroideo a 
nivel submacular mediante este dispositivo en 21 pacientes con DMAE exudativa 
sin complicaciones intra ni postoperatorias severas.269,270

El dispositivo ideal para administrar fármacos al segmento posterior de una mane-
ra prolongada y constante debería combinar las siguientes consideraciones: tener 
una localización anatómica apropiada, por ejemplo en la cavidad vítrea, el espacio 
subretiniano o el espacio supracoroideo; la capacidad de poder liberar múltiples 
fármacos para terapias combinadas; una liberación controlada que permita que el 
fármaco alcance el objetivo terapéutico en el tiempo deseado y la suficiente con-
centración que le permita mantener durante el máximo tiempo posible un efecto 
terapéutico y los mínimos efectos adversos. A pesar de ser tecnológicamente difícil 
de desarrollar, un reservorio rellenable sería el diseño ideal.

La investigación del uso de proteínas o cadenas de aminoácidos con fines terapéu-
ticos para tratar enfermedades de la retina está actualmente en aumento. A pesar 
de que ya se han desarrollado dispositivos de liberación sostenida de corticoides, 
la administración de proteínas en el marco de sistemas de liberación sostenida 
presenta algunos problemas acerca de la estabilidad de las cadenas de aminoácidos 
en el dispositivo a la temperatura corporal humana, principalmente debido a que 
temperaturas elevadas aceleran la degradación de proteínas. Sin embargo, el prin-
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cipal problema en relación a los dispositivos de liberación sostenida de proteínas 
reside en el fenómeno de la hidrólisis. Las proteínas requieren una formulación en 
seco para mantener su estabilidad, así que un sistema de liberación sostenida de 
proteínas debería incorporar una barrera para evitar la hidrólisis. En contraposi-
ción, los sistemas de polímeros biodegradables y las bombas necesitan el proceso 
de hidrólisis para su correcto funcionamiento, hecho que hace más dificultoso el 
concepto de combinar la administración de proteínas mediante estos sistemas.

La terapia génica, al provocar que las propias células del individuo sean las que 
produzcan las proteínas terapéuticas de manera continua, se ha convertido en una 
potente área de desarrollo. A través de vectores adenovirales, se introducen unos 
genes determinados en las células para que expresen las moléculas terapéuticas de-
seadas. Actualmente hay un ensayo clínico en fase I en pacientes con DMAE a los 
que se les inyecta el compuesto biológico (rAAV.sFlt-1) subretiniano y se compara 
con pacientes tratados con ranibizumab.
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Cuando los estudios in vitro compararon las siete faPEDF con efectos 
antiangiogénicos a diferentes concentraciones en cultivos celulares con 
células endoteliales y VEGF, se observó de una manera muy clara que 

disminuían el efecto angiogénico producido por el VEGF, demostrando el potente 
efecto antiangiogénico que ejerce el PEDF.

La migración de células endoteliales tiene un papel muy importante en muchos 
procesos tanto fisiológicos como patológicos,271 tales como el desarrollo embrio-
nario, la remodelación y regeneración tisular, cicatrización de tejidos, angiogénesis 
y muchos otros más. La mínima concentración necesaria para inhibir la migración 
de células endoteliales para la formación de neovasos fue de 10 nM y la observa-
mos en las faPEDF2 y faPEDF3.

Las células endoteliales forman estructuras tubulares imitando los pasos que se 
producen durante la formación de vasos en la angiogénesis. La faPEDF2 se mos-
tró efectiva en disminuir la formación tubular desde concentraciones muy bajas 
(5 nM). Sin embargo, la faPEDF3 empezó a ser efectiva inhibiendo la formación 
de túbulos a partir de concentraciones 10 nM. Claramente estas 2 fracciones ac-
tivas de PEDF se mostraron superiores a las demás a la hora de inhibir procesos 
que imitan la angiogénesis, sugiriendo un mayor efecto en patologías en las que la 
formación de neovasos sea el principal mecanismo a inhibir.

Inicialmente, el factor VEGF fue identificado como factor de crecimiento de célu-
las endoteliales estimulando la angiogénesis y la permeabilidad vascular. También 
presenta funciones autocrinas que le permiten actuar como factor de supervivencia 
de células protegiéndolas del estrés causado por la hipoxia. Las diferentes faPEDF 
actuaron bloqueando la supervivencia celular generada por el VEGF. Observamos 
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que dicha inhibición fue dosis dependiente, y que a partir de concentraciones 
5 nM las faPEDF2 y faPEDF3 abolieron completamente los efectos de supervi-
vencia celular mediada por VEGF.

La efectividad antiangiogénica evaluada en los ensayos in vitro puso de manifiesto 
que las faPEDF2 y faPEDF3 fueron las que más eficacia demostraron y por lo 
tanto las que potencialmente funcionarían más en un modelo in vivo de DMAE 
exudativa para poder ser posteriormente desarrolladas como posibles agentes tera-
péuticos. Al valorar conjuntamente con la empresa desarrolladora de las moléculas 
su inclusión y adaptación a la fase in vivo del ensayo se decidió que la faPEDF3 
presentaba unas características que la convertían farmacológicamente más desarro-
llable a nivel industrial que la faPEDF2. Así pues, los tres principios activos de los 
colirios desarrollados para la fase in vivo fueron la faPEDF3 1 mg/ml (colirio A), 
faPEDF3 10 mg/ml (colirio B) y placebo (colirio C).
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En la primera fase del desarrollo del modelo animal de NVC observamos 
que el mayor incremento de tamaño de lesión se produjo entre los 4 y 7 
días posteriores a la realización de la lesión mediante láser verde con unos 

parámetros establecidos en 250 mW de potencia, 100 ms de duración y 50 µm 
de spot. En los estudios con angiografía fluoresceínica observamos inicialmente  
(2-4 días) una disminución en el tamaño de las lesiones inducido por una dismi-
nución en la respuesta inflamatoria, incrementando su tamaño posteriormente 
con la aparición de neovasos. Con los resultados obtenidos, la hipótesis que se 
planteó es que el lapso de tiempo en el que podríamos observar un beneficio del 
tratamiento mediante faPEDF sería entre los días 4 y 7.

Los estudios mediante fERG mostraron una reducción en la amplitud de las ondas 
a y b y un aumento del tiempo implícito, indicativo de un mal funcionamiento de 
la retina en las zonas que se habían lesionado con el láser verde. Sin embargo, estos 
resultados fueron debidos en su gran mayoría a la lesión provocada por el láser  
y no a las consecuencias derivadas de esta (inflamación, neovascularización), por 
ese motivo pensamos que el fERG no era una buena prueba para monitorizar el 
efecto del tratamiento con las diferentes faPEDF en la NVC. Además, existen 
diferencias anatómicas entre los modelos múrido y los humanos en lo que se re-
fiere al efecto de coagulación que se produce en la retina neurosensorial adyacente  
al realizar el impacto mediante láser en los ratones, cosa que no ocurre en la 
DMAE exudativa en humanos. Actualmente se desconoce qué extensión de tejido 
retiniano circundante se puede alterar al realizar la NVC experimental, la cual 
cosa dificultaría aun más la valoración de un posible efecto terapéutico mediante  
esta técnica.
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La aparición de las primeras células endoteliales se observó a partir de los días 3-5 
posteriores a la inducción de la lesión con láser y fue a partir del día 7 cuando se 
empezó a observar la formación de neovasos. El marcador de estrés glial GFAP 
evaluado a través de la extracción de RNA de la retina y el análisis de su expresión 
génica mostró su máxima expresión el día 3 post-láser. Las propiedades estructu-
rales del citoesqueleto de las células astrocíticas son mantenidas gracias a la red 
de filamentos intermedios de la cual el componente fundamental es la proteína 
GFAP. Además de las propiedades estructurales, se ha propuesto que la red de fila-
mentos intermedios tiene otras asociadas a transducción de señales biomecánicas y 
moleculares. La sobreexpresión de la proteína GFAP fue provocada como respues-
ta al daño provocado en el tejido neurorretiniano a través de la lesión producida 
mediante el láser.

La proteína relacionada con los procesos inflamatorios MCP-1 es atrayente de 
monocitos y es expresada por las células endoteliales y las células del EPR. Única-
mente se encontró elevada su expresión el primer día post-láser, indicando que es 
consecuencia de un proceso inflamatorio agudo durante las primeras horas y que 
rápidamente vuelve a su condición normal.

La sobreexpresión de VEGF mostró su nivel máximo el día 3, alcanzando sig-
nificación estadística. El VEGF es un factor proangiogénico y se encuentra 
sobreexpresado en procesos de neovascularización, como es en el caso de la NVC.

A través de los resultados obtenidos en la aparición de neovasos mediante los estu-
dios con inmunofluorescencia en flatmount y sabiendo que el tamaño de la NVC 
se estabiliza e incluso empieza a disminuir a partir del día 14 post-inducción con 
láser por el propio proceso de cicatrización (a pesar de que la NVC sigue activa), 
decidimos crear 2 ventanas de evaluación del efecto terapéutico de las diferentes 
faPEDF a los 7 y 14 días.

Se han encontrado niveles aumentados de PEDF en vítreo durante los siete pri-
meros días tras inducción de NVC mediante láser en estudios con ojos de rata.272  
Sin embargo, los niveles de PEDF volvieron a su nivel basal a partir de ese momen-
to. Este incremento transitorio de los niveles de PEDF puede ser a consecuencia de 
la liberación por parte de las células dañadas, concretamente de las células del EPR 
localizadas en la matriz de los interfotorreceptores, el complejo funcional donde 
las células del EPR interaccionan con los fotorreceptores. También podría deber-
se a un intento que realiza el propio cuerpo para compensar endógenamente el  
incremento de los niveles de VEGF.

El tratamiento mediante el péptido PEDF entero y del extremo 34-mer 
subconjuntival ha demostrado la capacidad de inhibir la formación de vasos san-
guíneos y atenuar la NVC en modelo animal de rata inducida mediante láser.127 Al 
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cortar el extremo carboxilo (COOH-terminal) del péptido se mantuvo la misma 
actividad antiangiogénica que con el péptido entero, así pues, al utilizar una mo-
lécula más corta y con menos peso molecular como el péptido 34-mer se favorece 
la absorción de la molécula y su biodisponibilidad en el polo posterior.

Pensamos que al utilizar una fracción de la molécula 34-mer que sea funcional-
mente activa y por lo tanto disminuyendo aun más el tamaño de la molécula 
efectiva se verá incrementada su penetración hacia el tejido retiniano potenciando 
así su efecto terapéutico.

El tratamiento tópico de las faPEDF3 1 mg/ml, faPEDF3 10 mg/ml y placebo 
se inició dos días antes de la inducción de la NVC con el fin de alcanzar unos 
niveles elevados de PEDF desde el primer momento y poder observar su efecto 
terapéutico en la retina. Se decidió realizar una pauta de instilación única cada 
24 horas, ya que el objetivo del estudio era determinar si la faPEDF ejerce algún 
efecto sobre la NVC y no el determinar la posología necesaria. No se observaron 
efectos secundarios groseros a nivel ocular en los ratones con ninguna de las dosis, 
pero esto debe ser estudiado más en profundidad porque tampoco se diseñó como 
un estudio de toxicidad.

Hasta la conclusión del ensayo y el posterior análisis de datos los investigadores 
no conocieron a qué concentración se encontraba la faPEDF3 en cada grupo ni 
cuál era el grupo placebo. Esta metodología fue utilizada para prevenir que los 
resultados de la investigación pudieran estar influidos por el sesgo del observador.

En el análisis a los 7 días mediante angiografía fluoresceínica no se observaron 
diferencias entre los 3 grupos de tratamiento. Esto puede ser debido a que durante 
los primeros días tras la formación de la NVC el tamaño de las lesiones tiende a 
disminuir y es a partir del día 7 cuando la tendencia es a incrementar su tamaño 
por la formación de neovasos. Sin embargo, a los 14 días post-láser los ojos tra-
tados con los colirios A y B (faPEDF3 1 mg/ml y faPEDF3 10 mg/ml respectiva-
mente) presentaron una reducción estadísticamente significativa de las áreas de 
neovascularización subretiniana en comparación con el placebo.

En el estudio de inmunofluorescencia en flatmount para la detección de células 
endoteliales se observó que el área de neovasos formados en los ojos tratados con 
el colirio A (faPEDF3 1 mg/ml) fue significativamente más pequeña tanto a los 7 
días como a los 14 días post-láser cuando la comparamos con el área de neovasos 
formados en los ojos tratados con el colirio C (placebo). Además, también se ob-
servaron diferencias estadísticamente significativas entre el área de formación de 
neovasos de los animales tratados con el colirio A en comparación con el colirio 
B (faPEDF3 10 mg/ml) a los 7 días post-láser, siendo siempre menor la prolife-
ración de neovasos en los animales tratados con el colirio A. Sin embargo, estas 
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diferencias entre los dos tratamientos no alcanzaron la significación estadística a 
los 14 días, a pesar de ser claramente más inhibidor para la formación de neovasos 
el tratamiento A que el B.

Estas diferencias entre los tratamientos A y B se podrían explicar por la diferente 
osmolalidad y pH entre los colirios que hacen que el tratamiento B con faPEDF3 
10 mg/ml sea más inestable en su forma de colirio y por lo tanto menos eficaz.  
Una vez roto el ciego, el laboratorio nos informó que el vehículo utilizado en 
ambos colirios era un tampón y se había comprobado que la fuerza iónica (con-
centración de sales en el tampón) mantuviera el pH tanto para la concentración 
de péptidos 1 mg/mL como para la concentración 10 mg/ml.

Los datos de osmolalidad son determinaciones que se estudian una vez obtenida la 
prueba de eficacia, para caracterizar la formulación final a desarrollar. Los péptidos 
aportan osmolalidad y a más concentración mayor es este aporte. El colirio de 
concentración 10 mg/mL podría estar fuera del rango de osmolalidad permitido 
para un colirio: 270-330 mOsm/Kg, impidiendo que esta dilución fuera capaz de 
atravesar las membranas tan bien como la concentración 1 mg/ml.

Respecto a la justificación de dosis, la concentración 1 mg/mL es económicamente 
viable a nivel comercial, y se basa en el rango de concentración del principio activo 
en la mayoría de colirios aprobados y en uso clínico (0.1%). Por ejemplo, el colirio 
de somatostatina que está actualmente en evaluación en fase II/III también tiene 
una concentración 0,1% (1 mg/mL).245

La idea de utilizar una concentración 10 veces superior era explorar un rango 
superior muy por encima de 1 mg/mL por si no se hubiese obtenido actividad a 
1 mg/mL. Si 1 mg/mL no hubiera sido activo y 10 mg/mL sí hubiese sido activo, 
se podría haber realizado un segundo ensayo para encontrar la mínima dosis eficaz 
(e.g. con 5 mg/mL, 2 mg/mL). También queda abierto el determinar cuál es la 
posología ideal que muestra más efecto terapéutico, puesto que en el diseño de 
este estudio sólo se aplicó el tratamiento una vez al día, quedando para evaluar el 
efecto que tendrían dosis repetidas de fármaco.

En el análisis de los niveles de expresión génica de GFAP y MCP-1 no se obser-
varon diferencias significativas entre los tratamientos A, B y C. La expresión de 
GFAP si se encontró más disminuida en los tratamientos con colirio faPEDF3 A 
(1 mg/ml) y B (10 mg/ml), pero sin alcanzar significación estadística. Sin embar-
go, dicha disminución no se observó al analizar la expresión génica de MCP-1 
relacionada con procesos inflamatorios. Esto puede ser debido a que la mayor 
expresión de MCP-1 tras la formación de la NVC ocurre en las primeras 24 horas, 
evaluando en este caso sus niveles a los 3 días.
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Sin embargo, a diferencia de estos dos genes, sí que se observó una disminución 
significativa de la expresión de VEGF en los ojos de ratones C57BL/6N tratados 
con colirio A (faPEDF3 1 mg/ml) y colirio B (faPEDF3 10 mg/ml) y no en aque-
llos tratados con colirio C (placebo), lo cual sugiere una disminución del efecto 
de neovascularización en esos dos grupos de tratamiento. Sabemos que una de 
las vías propuestas de inhibición de la angiogénesis por el PEDF es a través de su 
adhesión con integrinas favoreciendo su unión al receptor del VEGF121. Por otro 
lado, se ha postulado también que el epítopo funcional del PEDF 44-mer se une 
a un receptor induciendo el efecto neurotrófico, mientras que el péptido 34-mer 
se uniría a otro tipo de receptor induciendo la apoptosis, bloqueando la migración 
de células endoteliales y por lo tanto inhibiendo la angiogénesis.93

Se ha descrito la disminución de los niveles de PEDF en el lugar de la NVC indu-
cida mediante el láser así como también en la coroides de humanos con DMAE.273 

Así pues, la administración local de la faPEDF3 podría incluso ser útil no so-
lamente como tratamiento de la NVC sino también para restablecer el balance 
antiangiogénico y evitar así que aparezca la NVC. Diferentes estudios han demos-
trado el efecto de incrementar los niveles endógenos de PEDF mediante terapia 
génica provocando una disminución en la aparición de NVC.274-277 Así pues, del 
mismo modo en que la disminución de los niveles de PEDF juega un papel muy 
importante en el desarrollo de NVC, los resultados obtenidos de este estudio su-
gieren que utilizar una fracción activa de PEDF puede ser útil en el tratamiento 
de la DMAE exudativa.
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1. Fase in vitro:
Las faPEDF2 y faPEDF3 se mostraron eficaces inhibiendo los efectos del VEGF, 
la formación tubular, la migración y proliferación celular.

2. Fase in vivo:
2.1.	La realización de láser verde 532 nm mediante el equipo Micron III con  

parámetros de 250 mW de potencia, 100 ms de duración y 50 µm de tama-
ño de spot fue el modelo más adecuado y reproducible de NVC en ratón 
C57BL/6N.

2.2.	La administración diaria de la faPEDF3 en forma de colirio a una concen-
tración de 1 mg/ml en ratones C57BL/6N causó una mayor reducción de la 
superficie de NVC respecto al placebo cuando esta fue evaluada mediante 
inmunofluorescencia y angiografía fluoresceínica.

2.3.	La faPEDF3 1 mg/ml provocó una disminución en la expresión de VEGF 
en los ojos tratados respecto al placebo. No se observaron modificaciones en 
la expresión génica de GFAP y MCP-1 de los ojos tratados con la faPEDF3 
1 mg/ml en comparación con el placebo.

Conclusiones

5.6
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Laura Fontrodona Montals 77617765X I 

Josep Badal Lafulla 39360057L I 
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* I  investigador   E experimentador 

 
3. SEGUEIX ALGUNA LÍNIA DIRECTRIU OFICIAL? 
S’entén per línia directriu oficial aquella que apareix en el DOGC, BOE, DOCE..., o altres 
publicacions d’administracions  organismes públics (FDA, EMEA, ...). 
 

 Sí; especificar quina i adjuntar una fotocòpia: 

     

 
 

 No, ni existeixen publicacions que utilitzin un disseny similar. 

 No, però s’adjunten fotocòpies de publicacions que utilitzen un disseny similar (PDF o en 
el seu defecte, fotocòpies). 
 
Títols de les publicacions que utilitzen un disseny similar: 
 
Hyeong Gon Yu et at, Increased Choroidal Neovascularization following Laser Induction in 
Mice Lacking Lysyl Oxidase-like 1. IOVS. 2008;6:2599-2605. 
 
Amaral J & Becerra SP, Effects of Human Recombinant PEDF Protein and PEDFDerived
Peptide 34-mer on Choroidal Neovascularization. IOVS. 2010;51:1318-1326. 
 
Ebrahem Q et al, Increased neovascularization in mice lacking tissue inhibitor of 
metalloproteinases-3. IOVS10-5899; published ahead of print January 31, 2011, 
doi:10.1167/iovs.10-5899 
 
Tomida et al, Suppression of choroidal neovascularization and quantitative and qualitative 
inhibition of VEGF and CCL2 by heparin. IOVS10-6737; published ahead of print February 4, 
2011, doi:10.1167/iovs.10-6737 
 
4. ANTECEDENTS (màx. 1 pàg.) 
Resum dels antecedents utilitzant un vocabulari no excessivament tècnic. 
 
La degeneración macular asociada a la edad (DMAE) es una de las principales patologías 
que causa ceguera legal en los adultos de los países desarrollados. En personas de más de
65 años es la principal causa de ceguera (Macular Photocoagulation study Group 1991); en 
Estados Unidos se estima que casi el 10% de la población mayor de 65 años sufre esta 
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enfermedad en alguno de sus grados, y la prevalencia se hace mayor llegando casi hasta el 
20% en pacientes mayores de 75 años.  
Se clasifica en dos grupos: no exudativo (“seco”) y exudativo (“húmedo”). En su forma 
exudativa, aparecen membranas de neovascularización, normalmente de origen coroideo, 
produciendo exudación de fluido, hemorragias, edema macular y en estadios finales muerte 
de los fotorreceptores y fibrosis subretiniana que conlleva una pérdida permanente y 
considerable de la agudeza visual de los pacientes sin presentar dolor.  
La angiogénesis ocular está controlada por el equilibrio entre los factores que estimulan o 
inhiben la formación de nuevos vasos. En la DMAE el aumento de los niveles de  “Vascular 
Endothelial Growth Factor” (VEGF) (Roh et al, Retina. 2009) junto con la disminución de los 
niveles de “Pigment Epithelium Derived Factor” (PEDF) es responsable de la patogenia de la  
neovascularización coroidea (Bhutto IA et al. Exp Eye Res. 2006;82(1):99-110).   
El PEDF es una glicoproteína que representa el factor antiangiogénico más potente en el ojo 
(Sheikpranbabu et al Life Sci. 2009. 85(21-22):719-731), y también tiene efecto neurotrófico 
y antinflamatorio (Xiaohong et al. Mol Vision 2009;15:438-450; McLeod DS et al. 2006 Exp 
Eye Res. 2006;82(1):99-110). Actualmente está considerado como posible diana terapéutica 
en la prevención de la muerte de las células de la retina y contrarrestar el crecimiento de 
vasos anormales inducidos por el VEGF (Tombran-Tink J. Curr Mol Med. 2010;10(3):267-
278).   
Recientemente se ha demostrado que la administración subconjuntival diaria de la proteína 
humana recombinante PEDF así como el péptido sintético del PEDF  34-mer, derivado de 
las posiciones Asp44-Asn77 es capaz de reducir las lesiones neovasculares coroideas en el 
52% y 47% respectivamente en modelos animales in vivo (Amaral J & Becerra P. Invest 
Ophthalmol Vis Sci. 2010;51:1318-1326). 
Otra forma de proveer la liberación en dosis continuas y a largo plazo es la administración 
intravítrea de un polímero biodegradable impregnado del fármaco.  
 
 
5. OBJECTIUS 
Descriure els principals objectius que es pretenen assolir, explicar la seva aplicabilitat y 
possibilitat de patent. 
 

1) Evaluar y comparar la eficacia de 2 fracciones del péptido PEDF sintéticas 
desarrolladas por la empresa BCNpeptides, diferentes a la fracción 44-mer, en 
administración tópica en el control o disminución de la neovascularization coroidea. 

 
 
6. DEFINICIÓ I JUSTIFICACIÓ DE L’ANIMAL SELECCIONAT  
6.1 Definició: 
 

Model Animal: Neovascularización coroidea inducida   
(Animal que té una malaltia que és la mateixa o similar a una malaltia en els essers humans). 
Animal   Ratón  
Soca o raça:   C57BL/6J 
Sexe:    macho 
Edat o Pes:   10-12 semanas  
Tipus d’OGM: TG KO KI Mutant Altres
(Organisme Genèticament Modificat) 

Condicional     Induïble  
 
6.2. Justificar els motius d’aquesta selecció i que el model animal proposat és el de 
menor nivell de sensibilitat neurovegetativa que permet assolir els objectius: 
http://www.ccac.ca/en/alternatives/reduction/theme03.html
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7. DISSENY I METODOLOGIA 
Descriure de forma seqüencial: les fases i la seva durada; els grups experimentals amb el nombre 
d'animals en cadascú; els tractaments i les manipulacions a què seran sotmesos els animals. 
 
Modelo animal de neovascularización coroidea (NVC): 
La NVC será inducida por lesión con láser en la membrana de Bruch en ratones adultos  
(10-12 semanas) C57BL/6j. 
Los ratones serán anestesiados con isoflurano, las pupilas serán dilatadas con 1 gota de 
tropicamida 0,5%. La fotocoagulación con láser se realizará mediante el equipo MicronIII, 
realizando 4 aplicaciones (75-µm de tamaño; 0.1 s duración; 600 mW) en cada ojo en las 
posiciones de 3, 9, 6 y 12 horas (posición reloj) en el polo posterior en la misma distancia del 
nervio óptico. 
El desarrollo de los vasos será monitorizado mediante realización de angiografía 
fluoresceínica (AF) con el equipo MicronIII cada 2 días, para determinar la progresión de las 
lesiones. 
 
 
 
Experimento de puesta a punto del modelo de NVC: 
Para determinar la evolución de las lesiones creadas por nuestro sistema de lesión con 
láser, se va a realizar un primer experimento: 
 

Grupo Láser Pruebas in vivo Día 
eutanasia 

Nº 
animales 

1 250 mW, 100 ms AF en día 
eutanasia 

1 6 

2 250 mW, 100 ms AF en día 
eutanasia 

2 6 

3 250 mW, 100 ms AF en día 
eutanasia 

3 6 

4 250 mW, 100 ms AF en día 
eutanasia 

5 6 

5 250 mW, 100 ms AF en día 
eutanasia 

7 6 

6 250 mW, 100 ms AF cada 2 días 14 6 
7 

Control 
sin láser 

--  14 6 

Total nº animales 42 
 
Después de cada eutanasia, los ojos de los ratones serán enucleados. Cada ojo derecho se 
usará para realizar immunofluorescencia en “flat-mount” para la detección de las lesiones y 
la posible neovascularización. Cada ojo izquierdo será usado para extracción de RNA y RT-
PCR para el estudio de la expresión génica de varios genes pro- y anti-angiogénicos, así 
como genes relacionados con la inflamación y la apoptosis.  
Este primer experimento nos servirá para determinar el mejor punto de análisis post-lesión, 
así como para evaluar la eficacia de la generación del modelo y sus potenciales incidencias, 
datos que se usarán para el ajuste de la n en los experimentos posteriores. 
Criterios de exclusión de animales: 
- provocación de hemorragia intravítrea o sub-retiniana en el momento de la realización de 
las lesiones.  
- Desarrollo anormal de las lesiones (unión de dos lesiones creando una macro-lesión). 
- No desarrollo de lesión en el sitio donde se ha aplicado el láser.  
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La neovascularización coroidea (NVC) es una invasión aberrante de estructuras vasculares 
de la coroides debajo de la neuro-retina. Ocurre generalmente en la región macular y causa 
un compromiso severo de la visión. La forma exudativa de la DMAE es caracterizada por 
esta lesión. El mecanismo patológico de la NVC no está aún determinado (Ambati et al 
2003, Hollyfield et al 2008).  
El modelo animal de NVC inducida por láser es el modelo más aceptado para el estudio de 
la DMAE, pues presenta muchos aspectos similares importantes a la DMAE exudativa. 
Como ejemplo, la acumulación de macrófagos en el sitio de la lesión (Humphrey et al 1996 
& Sakurai et al 2006), el aumento de expresión de VEGF, que lleva a la NVC (X Yi et al 
1997, Sakurai et al 2006, Tomida et al 2011), y liberación de otras citocinas inflamatorias 
como el TNFalpha que también ha sido relacionado con la formación de la NVC inducida por 
láser (Shi X  et al 2006). 
Fueron descritos la utilización de diversos animales como modelos de NVC inducida por 
láser. Entre ellos el conejo (Humphrey et al 1996), la rata (Yi X et al 1997) y el ratón (Hyeong 
Gon Yu et at 2008, Ebrahem Q et al 2011, Tomida et al 2011) son los más citados. El 
modelo animal de menor nivel de sensibilidad neurovegetativa de la NVC y que presenta 
mayores similitudes con los humanos es el ratón. Utilizado en la mayoría de los estudios de 
DMAE exudativa. 
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Experimento de estudio de la administración tópica de los fármacos: 
La solución de los péptidos sintéticos del PEDF (faPEDF3 y faPEDF5) será diluida en 
tampón fosfato (PBS) y esterilizada por filtración. Las diluciones serán preparadas a una 
concentración de 0.1 mM en un volumen de 2 μL por animal. En los animales control será 
administrado 2 μL de PBS. La administración de los tratamientos se realizará con 
micropipeta sobre la córnea o el lagrimal de los dos ojos, con el animal despierto 
inmovilizado manualmente. El tratamiento se aplicará diariamente, hasta la eutanasia. Los 
animales serán divididos en 3 grupos entre tratamiento y control compuestos de 6 animales 
por grupo. 
 

Grupo Tratamiento Primer día 
administración 

Último día 
admnistración 

Día 
eutanasia 

Nº 
animales 

1 faPEDF (3 
1mg/ml) 

1 * * 6** 

2 faPEDF (3 
10mg/ml) 

1 * * 6** 

3 PBS 1 * * 6** 
Total nº animales 18** 

* Día de eutanasia determinado en experimento anterior (no más de 14 días) 
** El número de animales puede variar dependiendo de los resultados obtenidos en el 
experimento de puesta a punto del modelo.  
 
Todos los animales serán eutanasiados con CO2 según el protocolo estándar establecido en 
el animalario. En 3 animales de cada grupo los ojos serán enucleados y los neovasos serán 
visualizados con microscopia confocal utilizando “flat mount” de la coroides/EPR marcados 
con IB4 isolectina conjugada con un fluorocromo (Alexa fluor 568) para la identificación de 
las células endoteliales. Los neovasos serán cuantificados utilizando un software de imagen 
3D (Velocity, PerkinElmer, Wellesley, MA). El resto de globos oculares serán diseccionados 
y las retinas serán aisladas para extracción de RNA y RT-PCR. Se analizará la expresión 
diferencial de genes pro- y anti-angiogénicos, inflamatorios y apoptóticos.  
 
 
 
7.1 Nombre d’animals: 
http://www.ccac.ca/en/alternatives/reduction/theme01.html 
Nombre total d’animals a utilitzar en el procediment: 60  
 
Es posible que durante el estudio haya un cambio en el número de animales por diversos 
factores como: no obtención de la neovascularización, muerte de algún animal post 
anestesia o complicaciones oculares (endoftalmitis). Estimamos que pueda haber un 
incremento de aproximadamente 10% debido a estos factores, o mayor (+ 18 animales) si se 
tiene que repetir el experimento de tratamiento por completo debido a una falta de efecto del 
péptido y necesidad de re-ajuste de concentración. Es este último caso, se partirá de la
dosis máxima para maximizar la probabilidad de obtener efectos del tratamiento. En caso 
que no se obtuvieran buenos resultados se concluiría el tratamiento como no efectivo y se 
pensaría en desarrollar otros péptidos; si da resultados positivos, se puede valorar de repetir 
experimentos para el estudio de posibles efectos tóxicos así como el ajuste de dosis.  
  
Indicar si aquests animals ja havien estat utilitzats prèviament en un altre procediment: 

 No 
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 Sí; especificar en quin: 

     

  
 
7.2 Durada del procediment:  
Temps que passa des de la primera manipulació de l’animal fins a la seva eutanàsia.  
 
Entre 1 y 14 días. 
 
7.3 Justificació del nombre d’animals per procediment: 
Especificar els paràmetres a analitzar i raonar el nombre d’animals en base a criteris estadístics i/o 
referències bibliogràfiques que avalin aquest nombre, o en funció del nombre d’alumnes, si es tracta 
d’un procediment de docència. 
 
En publicaciones previas el número de animales utilizados por grupo de estudio es en su 
mayoría 10. Un artículo reciente utilizó 5 animales por grupo de NVC inducida por láser con 
éxito (Ebrahem Q et al, 2011).  
 
La n mínima en nuestro estudio será de 5 animales (10 ojos). Prevemos un 10% de 
incidencias asociadas a la técnica de inducción de la lesión. Aplicando la fórmula de 
incidencias secuenciales,  
 
X= N/(A/100 * B/100 .etc)  
 
Donde:
X= nº final de animales por grupo  
N= n mínima estadísticamente  
A= 100 - % incidencia 1   B= 100 - % incidencia 2    
C= idem y así sucesivamente 
 
X= 5/(90/100)= 5,55= 6  
 
 
Krishnamoorthy V et al. Intravitreal Injection of Fluorochrome-Conjugated Peanut Agglutinin
Results in Specific and Reversible Labeling of Mammalian Cones In Vivo. IOVS 
2008;49:2643–2650. 
 
Hyeong Gon Yu et al, Increased Choroidal Neovascularization following Laser Induction in 
Mice Lacking Lysyl Oxidase-like 1. IOVS 2008;49:2599–2605 
 
Ebrahem Q et al, Increased neovascularization in mice lacking tissue inhibitor of 
metalloproteinases-3. IOVS10-5899; published ahead of print January 31, 2011, 
doi:10.1167/iovs.10-5899 
 
 
7.4 Anestèsia i Analgèsia 
http://www.ccac.ca/en/alternatives/refinement_raffinement/theme02.html 
http://www.ccac.ca/en/alternatives/refinement_raffinement/theme03.html 
 

 No, en cap moment, ja que el procediment  no ho requereix. 
 No, en cap moment, ja que és incompatible amb el procediment. 
 Sí: omplir el quadre següent 

 

Fase Producte* 
(principi actiu, no Via  

Dosi 
 

Freqüència 
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comercial)   
Anestesia Isoflurano Aérea 2% 1 ó 6 
Anestesia  Prescaina 0.4% Tópico 1 gota 1 ó 6 

Monitoratge de l’anestèsia: Reflejos estación, palpebral y temperatura.  
 
7.5 Dejuni 

 No, en cap moment. 
 Sí: omplir el quadre següent. 

 

Fase Aliment Aigua Hora d’inici Hora final 
 

Durada (h) 
 

     

   

     

 

     

 

     

 
Suplementacions: 

     

 
 
 
7.6 Administracions de productes químics i biològics 
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/28/Refinamiento%20administracion%20sustancias.pdf 
http://www.lal.org.uk/pdffiles/refinement.pdf 
 

 No, en cap moment. 
 Sí: omplir el quadre següent. 

 

 
Producte* 

 
Via Freqüència 

d’administració 

 
Volum o 

concentració 
 

 
Dosi 

 

Péptido sintético 
faPEDF (3 1mg/ml)  

Topica/colirio diario 1 gota de 2 ul 1 mM 

Péptido sintético 
faPEDF (3 10mg/ml) 

Tópica/colirio Diario 1 gota de 2 ul 1 mM  

PBS (vehiculo) Tópica/colirio Diario 2 ul  
*Principi actiu, no comercial 
 
 
7.7 Extracció de sang 
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/22/Refinamiento%20extraccion%20sangre.pdf 
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/29/Safena.pdf 
http://www.ccac.ca/en/alternatives/refinement_raffinement/theme04.html 
http://www.lal.org.uk/pdffiles/BLOOD.PDF 
http://www.lal.org.uk/pdffiles/LAB1607.PDF 
 

 No, en cap moment. 
 Sí: omplir el quadre següent. 

 

Via d’extracció 
 

Volum de cada extracció 
 

Freqüència d’extracció 

     

 

     

 

     

 

     

 

     

 

     

 
 
 
8. SUPERVISIÓ DELS ANIMALS 
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8.1 Classificar la severitat de les diferents fases del procediment dins de les quatre 
categories: sense recuperació, lleu, moderat i sever; en base al grau de dolor, 
patiment, angoixa  o danys perdurables que puguin experimentar els animals en el 
procediment. 
Expert working Group on severity classification of scientific procedures performed on animals: 
http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/pdf/report_ewg.pdf  
http://www.lal.org.uk/pdffiles/FelasaPain.pdf 
 
Fase de creación de la neovascularización coroidea: MODERADO 
Aplicación tópica de los péptidos: LEVE 
 
8.2 Protocol de supervisió: ADJUNTAR document per al seguiment dels animals.  
 
ANNEX 1 
Per detectar situacions anteriors, indicant: paràmetres a controlar, freqüència de supervisió, 
personal que el realitza i quines mesures correctores estan previstes aplicar. 
 
 
8.3 Criteris de punt final 
Indicar, si es necessari, quins seran els motius i/o criteris d'aplicació d'eutanàsia abans de
finalitzar el procediment si l'estat de l'animal el requereix. 
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/34/Punto%20final.pdf 
http://www.ccac.ca/en/CCAC_Programs/Guidelines_Policies/GDLINES/ENDPTS/g_endpoints.pdf 
http://dels.nas.edu/ilar_n/ilarjournal/41_2/ 
http://www.olis.oecd.org/olis/2000doc.nsf/4f7adc214b91a685c12569fa005d0ee7/c125692700623b74c12569bb00
5aa3d5/$FILE/00087372.PDF 
http://www.lal.org.uk/endpoints.php 
 
En base al procedimiento no se espera ningún criterio de punto final,. Entretanto, los 
animales serán evaluados diariamente durante todo el procedimiento en el momento de la 
administración de los fármacos. Si se da alguna alteración de carácter infeccioso en el ojo 
(endoftalmitis) los animales serán eutanasiados.  
 
 
9. FINALIZACIÓ DEL PROCEDIMIENT 
 
9.1 En finalitzar el procediment està previst: 
 

 Mantenir els animals vius amb la finalitat de (explicar els motius):  
 Eutanàsia dels animals. 

 

9.2. Tècnica d’eutanàsia / puntuació 
 

 Isoflurà - Sobredosi d’anestèsic, sedant prèviament l’animal / 5 
 Pentobarbital - Sobredosi d’anestèsic, sedant prèviament l’animal / 5 
 Dislocació cervical (rosegadors <150g) / 4 
 Asfixia per CO2 >70% / 4 
 Decapitació / 2 
 Exsanguinació sota anestèsia / mètode acceptat sense puntuació 
 La realització del procediment implica la mort del animal 
 Altres: 

     

 Puntuació: 

     

   
 
 



162	 Anexo

 
 

 

 

 

 

Si el mètode proposat no té una puntuació de 4 ó 5 és necessari justificar l’estricta 
necessitat d’utilitzar la tècnica proposada: 

     

 
 
Segons les Recomanacions que es basen en el document publicat per FELASA en Laboratory 
Animals (1996) Vol.30(4):293-316 Recomendaciones para la eutanasia de los animales de 
experimentación, parte 1 y parte 2   
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/26/Eutanasia1.pdf 
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/27/Eutanasia2.pdf  
http://www.ccac.ca/en/alternatives/refinement_raffinement/theme09.html 
http://www.lal.org.uk/index.php?option=com_content&view=article&id=56&Itemid=60 
 
 
9.3. Tècnica eutanàsia per sacrificar els animals descartats del procediment en base a 
criteris de punt final (si és diferent de l’anterior) 
Tècnica: 
Puntuació: 
 
10. MÈTODES ALTERNATIUS 
Són mètodes que no impliquen la utilització de l’animal, permeten reduir el nombre a utilitzar 
o comporten un menor grau de patiment de l’animal 
 
10.1 Indicar els motius pels quals no es planteja aplicar un mètode alternatiu al 
procediment proposat:  
 

 El mètode proposat és un mètode alternatiu. 
 

 No existeix cap mètode alternatiu al procediment proposat. 
 

 Existeixen mètodes alternatius, però no estan validats. 
 

 Altres motius: (especificar detalladament): 
 
10.2 Descriure el treball realitzat per garantir l'aplicació de les 3 Rs (Reemplaçament, 
Refinament i Reducció dels animals) en aquest procediment: 
http://www.ccac.ca/en/alternatives/intro.html 
 
El modelo animal utilizado en este estudio es el de menor nivel de sensibilidad 
neurovegetativa, reemplazando otros modelos como conejos, cerdos, perros etc. Todos los 
procedimientos quirúrgicos serán realizados por personal cualificado y con experiencia en 
procedimientos del segmento posterior en ratones, el que disminuye el número de animales 
utilizados en el estudio pues la probabilidad de éxito es alta. Todos los animales serán 
manipulados por personal cualificado disminuyendo las probabilidades de estrés de los 
animales. Todos los procedimientos serán realizados después de adecuada anestesia y así 
los animales no sufrirán ningún dolor en ninguna fase del estudio. En este estudio estamos
utilizando el numero mínimo de animales por grupo descrito en bibliografía previa. 
 
 
11. INSTAL LACIONS 

  
Indicar el lloc on es mantindran els animals durant el procediment:: Vall d’Hebron Institut de 
Recerca 
 
Número de Registre DMAH (Departament de Medi Ambient i Habitatge): B9900062 



 
 

 

 

 

 

 
 
La persona que signa en qualitat de personal investigador responsable d'aquest 
procediment, informa: 
 
Que coneix i complirà la legislació i altres normes reguladores de la utilització d'animals per 
a investigació i docència. 
 
Que és conscient que aquest procediment proposat no pot ser iniciat fins que es compleixin 
tots aquests requisits: 
 
1 El CEEA (Comitè Ètic d'Experimentació Animal) informi favorablement el procediment 

proposat. 
 
2 Es trameti al DMAH (Departament de Medi Ambient i Habitatge) la Memòria Descriptiva 

del Procediment, l'informe del CEEA i el full de Notificació Prèvia de Procediments. 
 
3 El DMAH hagi concedit, si és el cas, l'Autorització Expressa per a aquells casos que el 

requereixin. 
 
4 En cas de ser aprovat el procediment, es compromet a tramitar anualment la 

documentació que a efectes estadístics pugui requerir el DMAH. 
 
5 Sol licitar un nou informe al CEEA i una nova autorització al DMAH, si és necessari, 

prèviament a la introducció de qualsevol canvi rellevant en el protocol i informació que 
aquí es presenta. 

 
 
Nom i cognoms: José García-Arumí  
 
Lloc i data: Barcelona 20/8/2014 
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ADJUNTAR DOCUMENT PER AL SEGUIMENT DELS ANIMALS  
 
Evaluación de los animales durante el estudio.    
 

 
 

PARAMETRO 
**                INDICACIONES PUNTUACIÓN FRECUENCIA 

Peso cambios * Normal 0 

2 v/sem <10% pérdida peso 1 
10-20% pérdida peso 2 
>20% pérdida peso 3 

Condición 
corporal * 

Buena: vertebras, huesos pélvico o espinal no 
prominentes 0 

diario Regular: evidencia de segmentación de 
columna vertebral, huesos pélvicos palpable 1 
Emanciación: esqueleto extremadamente 
marcado, poca o ninguna carne para cubrir 3 

Apariencia física Normal 0 

diario Desaparece acicalamiento 1 
Pelaje en mal estado/secreciones nasales 2 
Pelaje en muy mal estado, postura anormal 3 

Comportamiento Normal 0 

diario 
Cambios menores: débil 1 
Anormal: movilidad reducida, inactivo 2 
Inmovil o muy quieto, vocalizaciones, 
automutilaciones 3 

Alteraciones 
oculares 

Epífora 1 

diario Blefaroespasmo 1 
Hiperemia conjuntival 1 
Endoftalmitis 3 

Medidas correctoras: epífora y blefaroespasmo (administracion de 1 gota de tropicamida – 
midriatico/cicloplejico) 
Investigadores responsables por la evaluación de los animales: Anna Salas; Bárbara Ferreira  
Cuando se obtiene una puntuación de 3 en un parámetro o de 8 
en parámetros combinados el animal debe ser eutanasiado   
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