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Objetivos

1.1 Justificacion
1.2 Hipotesis
1.3 Objetivos







Justificacién

a DMAE es una de las principales causas de ceguera legal en adultos de

paises desarrollados. Actualmente, todos los tratamientos disponibles para

la DMAE exudativa estdn dirigidos a detener la pérdida de la visién, no ha-
biendo tratamientos que puedan revertir el dano. Los tGinicos tratamientos de uso
autorizados para la DMAE exudativa hasta el afio 2005, eran la fotocoagulacién
con ldser y la terapia fotodindmica con verteporfina, siendo este tltimo el trata-
miento mds utilizado. Sin embargo, estos tratamientos eran apropiados sélo en
algunos tipos de pacientes.

La fotocoagulacién con ldser térmico era tnicamente util en pacientes con le-
siones pequenas extrafoveales, y la terapia fotodindmica con verteporfina estaba
principalmente indicada en los pacientes que presentaban los subtipos de DMAE
neovascular denominados como clésica y predominantemente cldsica. Ambos tra-
tamientos pueden producir efectos adversos. El ldser térmico puede dafar el tejido
sano de la retina de la zona a tratar, provocando asi una disminucién de la agudeza
visual y un escotoma visual permanente. La terapia fotodindmica con verteporfina
se asocia con alteraciones tales como disminucién de agudeza visual y alteraciones
en el campo visual, ademds de fotosensibilidad durante los dias siguientes a la
administracién de la verteporfina.

EI'VEGEF juega un papel central en la patogénesis de la neovascularizacion coroidea.
Provoca la neovascularizacién al estimular la proliferacién celular, la permeabili-
dad vascular, y la inflamacién ocular. Los niveles de VEGF raras veces estdn ele-
vados en pacientes sin neovascularizacién ocular, sin embargo estdén aumentados
en el epitelio pigmentario de la retina y en los vasos sanguineos coroideos de la
mdcula en pacientes con DMAE exudativa. Desde el afio 2005, el tratamien-
to de la neovascularizacién coroidea secundaria a DMAE ha ido pasando de las



terapias destructivas no selectivas a las destructivas selectivas; entrando en una
nueva fase con las terapias inhibidoras anti-VEGE. Actualmente se dispone de
tres firmacos de administracién intravitrea aprobados para el tratamiento de la
neovascularizacién coroidea secundaria a DMAE: pegaptanib sédico, ranibizumab
y aflibercept. Todos ellos tienen diferente mecanismo de accién pero comparten
el objetivo final: la disminucién de los niveles de VEGE Estas terapias requieren
la administracién repetida de inyecciones intravitreas hasta conseguir inactivar el
estimulo angiogénico.

La progresién de la DMAE exudativa depende de la disregulacién entre factores
pro- y anti- angiogénicos, con un aumento de los niveles de VEGF y una dismi-
nucién de los niveles de PEDE Desarrollar una terapia no invasiva y eficaz para
el tratamiento de la DMAE huimeda basada en una fraccién activa de PEDE, per-
mitirfa mejorar la seguridad y comodidad de aplicacién del tratamiento abriendo
una nueva via terapéutica.



Hipétesis de trabajo

| desequilibrio entre los factores angiogénicos (VEGF) y los factores

antiangiogénicos (PEDF) en el ojo es un acontecimiento clave en el desa-

rrollo de la neovascularizacién coroidea asociada a la DMAE himeda. Bajo
esta premisa, las hipStesis de trabajo son las siguientes:

1. El tratamiento con PEDF puede ser la mejor opcién terapéutica para la
DMAE, no sélo inhibiendo la neovascularizacién coroidea inducida por el
VEGE sino también ejerciendo una accién antiinflamatoria, neurotréfica y
protectora en el epitelio pigmentario de la retina.

2. La administraciéon tépica de una faPEDE por tener menor tamafo, puede
penetrar la cérnea y ser efectiva en la parte posterior del ojo, ofreciendo una
forma de administracién no invasiva.

3. LafaPEDF puede mantener la capacidad antiangiogénica, neurotréfica y anti-
inflamatoria del péptido entero.






Objetivos

cién de una faPEDF sintética por via tépica con el fin de determinar una

I E | objetivo principal de este proyecto es evaluar la eficacia de la administra-

nueva via terapéutica para la NVC secundaria a DMAE.
Los objetivos especificos de cada fase del trabajo son:

1. Fase in vitro:

Determinar iz vitro el efecto antiangiogénico de las diferentes faPEDF me-
diante ensayos de migracién celular, formacién tubular y proliferacién 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 administracién tépica de la faPEDF en el control de
las lesiones neovasculares en el modelo animal de ratén C57BL/6N.

2.3 Evaluar los efectos antiinflamatorios, antiangiogénicos y neurotréficos en
la retina de ratén C57BL/6N tratada con la faPEDFE
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Introduccidn
Degeneracién macular
asociada a la edad

2.1.1 Definicion

La DMAE es una de las principales causas de ceguera legal en adultos de paises
desarrollados, siendo la principal causa de ceguera en personas de més de 65 afios.’
La DMAE afecta a la mdcula, region central de la retina que contiene la mayor
densidad de fotorreceptores y es responsable de generar la alta resolucién visual
central. Una de las principales caracteristicas de la DMAE es la aparicién de drusas
coroideas, depdsitos de detritos celulares localizados entre el EPR y la membrana
de Bruch. Estas representan el primer signo clinico de la patologfa. En individuos
mayores de 50 afios pueden aparecer pocas drusas pequefias que no tengan rela-
cién con la maculopatia asociada a la edad, pero el exceso en nimero y/o aparicién
de drusas medianas o grandes pueden llevar a la destruccién del EPR que, en
combinacién con procesos inflamatorios, causa atrofia de la retina y disminucién
moderada en la agudeza visual.

La presencia de drusas y, en consecuencia, atrofia de la mécula, caracteriza la
DMAE seca o no exudativa. Esta puede progresar a DMAE htimeda o exudativa
si aparecen membranas neovasculares subretinianas, normalmente de origen
coroideo, produciendo exudacién 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.” Los sintomas iniciales de esta patologfa son: disminucién
de la agudeza visual central, escotoma central (un punto ciego en el campo visual)
y metamorfopsia (distorsién de la imagen). Es una patologia con tendencia a la
bilateralidad, aunque el grado de afectaciéon de cada ojo puede ser asimétrico.



2.1.2 Epidemiologia 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. Segtin
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en las préximas décadas la DMAE
triplicard su prevalencia como consecuencia del incremento de longevidad de las
sociedades industrializadas. El grado de incapacidad de los individuos afectados
serd uno de los problemas sociosanitarios mds importantes.”* Es la principal causa
de ceguera legal (agudeza visual inferior a 20/200) en los sujetos adultos de origen
europeo.””” Si bien suele aparecer entre los 50 y 65 afos, su prevalencia aumenta
de manera exponencial a partir de los 70 afos. La prevalencia global de DMAE
se estima en un 1% para las personas entre 65 y 74 afios de edad, un 5% para
aquellos entre 75 y 84 afios de edad, y un 13% para el grupo mayor de 85 afos.’

#0219 Estimaron que el

En Estados Unidos, se han realizado diferentes estudios.
nimero de individuos con DMAE en el afio 2005 fue de aproximadamente de
1,75 millones, y que esta cifra aumentard en al menos un 50% para el afio 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 serdn 4,8 millones.'" La mayoria de autores cuando hablan
de DMAE se refieren a la presencia de formas neovasculares o formas atréficas
avanzadas (atrofia geogréfica), pero algunos otros consideran como DMAE la sim-

ple presencia de drusas.

En Espana, la escasa informacion epidemioldgica disponible proviene de los datos
de afiliacién de la Organizacién Nacional de Ciegos Espanoles (ONCE). Pero en
ellos no se contempla la DMAE de forma aislada, sino dentro de las maculopatias
(11,5% sobre el total de afiliados y un 25,5% sobre el total de altas en el ano
2010). Segin la pirdmide poblacional espafiola, las estimaciones son que en 2015,
400.000 pacientes sufririn DMAE y mds de un millén de personas puede con-
siderarse poblacién de riesgo.'” Muchos son los factores que se han relacionado
como causa de esta enfermedad. De todos ellos, la edad constituye el de primera
magnitud.”"”

Si bien, aunque esta relacion es estrecha, no es en absoluto sinénimo de que el
envejecimiento sea su tnica causa. El tabaquismo se ha relacionado con esta pato-
logia como consecuencia del incremento del estrés oxidativo derivado de su con-
sumo. Su efecto parece ser dosis dependiente.'’ Se entiende por estrés oxidativo al
dano celular causado por distintos radicales libres derivados del metabolismo del
oxigeno molecular, entre los que cabe destacar a los singletes de oxigeno y el pe-
réxido de hidrégeno.' La retina es particularmente susceptible al estrés oxidativo
por una serie de motivos: 1) su consumo de oxigeno es muy alto generando gran



cantidad de radicales libres en el 4mbito retiniano; 2) recibe importantes cantida-
des de irradiacién luminica de distintas longitudes de onda; 3) las membranas de
los segmentos externos de los fotorreceptores contienen numerosos 4cidos grasos
poliinsaturados, susceptibles a fenémenos de peroxidacién lipidica que generan
gran cantidad de radicales libres; y 4) contiene muchos grupos croméforos, entre
ellos rodopsina y lipofuscina, que mediante la absorcién de la luz pasan a un esta-
do excitado, lo que acaba provocando un importante dafo tisular a causa de una
reaccién fotoquimica en la que se forman radicales libres.”

101718 también podria favorecer la aparicién de

El exceso de exposicién luminica
DMAE por el incremento de estrés oxidativo que ejerce sobre la retina. La cirugia
de cataratas, puede favorecer el desarrollo de DMAE en ojos predispuestos.'” Se ha
postulado que el cristalino opaco bloquea la radiacién ultravioleta y asi evita que
llegue a dafar la retina pero tras la cirugfa se liberarian mediadores inflamatorios
que harfan progresar la DMAE. La DMAE es una patologia multifactorial donde
varios factores de riesgo y variantes genéticas actdan 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), asi como el polimorfismo Ala69Ser en el gen 2 de sensibilidad a
maculopatia asociada a la edad (ARMS2).2%*

Hay otras evidencias de la implicacién del sistema inmunolégico en el desarrollo
de la DMAE.” Investigaciones clinicas han demostrado que las drusas actiian
como estimulo antigénico, estin asociadas con el reclutamiento de macréfagos
en la membrana de Bruch y coroides y alteran el fenotipo de los macréfagos re-
sidentes en la coroides.” El desarrollo de grandes drusas y la apoptosis del EPR
son senales de la respuesta inmune y estos constituyen un factor que determina el
riesgo de progresién a DMAE avanzada.”* El mecanismo que lleva al desarrollo de
las lesiones de DMAE temprana y tardia ain es desconocido. Se sabe que el proce-
so de desarrollo de la DMAE es semejante al de otras patologias degenerativas del
envejecimiento pero las caracteristicas inmunoldgicas especificas del medio intrao-
cular son las responsables de la forma de presentacién de esta patologia ocular. El
privilegio inmune fisiolégico 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.”*

2.1.3 Tipos de DMAE

Existen esencialmente dos tipos de DMAE, la forma atréfica o seca y la forma exu-
dativo-hemorrdgica o htiimeda. La forma exudativa es la menos prevalente pero es
responsable del mayor nimero de casos de pérdida severa de agudeza visual. Entre



un 10% y un 20% de las DMAE atréficas evolucionan hacia formas exudativo-he-

morrdgicas en un plazo de 5 anos.”>*

2.1.3.1 DMAE seca o atrdfica
Maculopatia asociada a la edad (MAE) y Degeneracién Macular Asociada a la

Edad (DMAE), en su forma atréfica o seca, son conceptos que se han manejado
indistintamente en la préctica clinica. La MAE incluye los signos relacionados con
cambios maculares asociados a la edad, con o sin afectacién de la agudeza visual:
drusas, cambios pigmentarios y hallazgos caracteristicos de DMAE. El concepto
de DMAE incluye la pérdida visual como consecuencia de drusas, atrofia geogré-
fica del epitelio pigmentario (forma seca o atréfica) o neovascularizacién coroidea
(forma hiimeda o exudativo-hemorrdgica).”

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 neovascularizacién coroidea, desprendimientos
del epitelio pigmentario o atrofia geogrdfica. Su aparicién se asocia a una cierta
predisposicién genética pero se considera que son primordialmente adquiridas.”

Oftalmoscépicamente se manifiestan como depésitos subepiteliales de color blan-
co amarillento distribuidos de manera asimétrica en el fondo de ojo. Su tamafo
es muy variable. Son asintomdticas clinicamente salvo que se asocien a una le-
sién macular, en cuyo caso pueden cursar con disminucién de la agudeza visual y
metamorfopsias.

Dependiendo de su aspecto clinico, caracteristicas angiogréficas y relevancia cli-

nica se clasifican en cinco tipos: duras, blandas, mixtas, laminares, basales y calci-
ficadas.”

Los cambios pigmentarios se corresponden con dreas de hipo o hiperpigmentacién
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 févea que
posteriormente pueden evolucionar hacia dreas de atrofia geografica.

A medida que se suceden los cambios pigmentarios las dreas atrofiadas van aumen-
tando en tamafo y en ocasiones en niimero. Cuando estas 4reas confluyen dan
lugar a placas de atrofia uniformes, de contornos irregulares y muy bien definidos,
los cuales permiten diferenciar con precisién los limites entre la retina sana y la
atréfica. Los estudios histopatoldgicos demuestran que en estas dreas de atrofia
geogréfica existe una destruccién neurosensorial de la retina, del epitelio pigmen-
tario y, con relativa frecuencia de la capa coriocapilar subyacente.



En 1995 el grupo epidemiolégico internacional de la MAE propuso una clasifi-
cacién a fin de unificar los criterios de diagnéstico y progresién de la MAE: MAE
incipiente o bien MAE avanzada (incluye DMAE atréfica o atrofia geografica).

No hay un tratamiento adecuado que evite el riesgo de progresién 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 podrian disminuir el riesgo de evolucién a formas mds graves
de DMAE, especialmente en pacientes que ya presentan una afectacién severa en
un ojo.”® Nuevas conclusiones del estudio AREDS no encuentran relacién entre la
aportacién de suplementos de luteina con la disminucién del riesgo de presentar
formas avanzadas de DMAE.” Aun asi, parece recomendable el aconsejar un apor-
te suplementario de antioxidantes y micronutrientes, ya que aparentemente tales
suplementos disminuyen el riesgo de progresién de MAE incipiente hacia formas
de DMAE atréficas o exudativo-hemorrdgicas.

2.1.3.2 DMAE exudativa

La DMAE de tipo exudativo (llamada hiimeda o neovascular), corresponde a una
forma avanzada de DMAE (figura 1). Se produce una neovascularizacion 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 direccion horizontal entre la cara interna de dicha membrana
y el epitelio pigmentario de la retina (neovascularizacién coroidea oculta). Del
crecimiento de los neovasos a través de la capa de células del epitelio pigmentario
resulta la formacién de una neovascularizacién coroidea cldsica. Este crecimien-
to vascular causa una alteracion fisiolégica marcada en el drea macular con una
disfuncién de la retina neurosensorial. En este proceso estin 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 lesién,
se incrementa el de tejido fibroso, lo que produce una cicatriz disciforme en el
ultimo estadio de la enfermedad.*

La evolucién natural de la enfermedad estd 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 mdximo 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 sefales de trafico. Las actividades que implican una discriminacién
visual, como el reconocer la cara de una persona, se relacionan mds con la sensibi-
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Figura 1. Diferentes formas de DMAE. Desprendimiento seroso del EPR mediante retinografia
(A), AGF (B), ICG (C) y FAF (D). NVC asociada a DMAE exudativa mediante retinografia (E), FAF
(F), AGF temprana (G), AGF tardia (H). Drusas blandas y atrofia geografica mediante retinografia
(I K)y FAF(J,L).

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 podrédn producir una exudacién 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 hemorrdgico de la retina) o de hemorragias intrarretinianas y,



si traspasa la membrana limitante interna, hemorragias prerretinianas, pudiendo
incluso penetrar hasta el vitreo, produciendo un hemovitreo.

Debido a la ocupacién del espacio retiniano por nuevos vasos es frecuente la pre-
sencia de un desprendimiento de EPR, que consiste en una acumulacién anormal
de liquido entre el EPR y la membrana de Bruch, casi siempre en la zona de
la mdcula. A veces esto se asocia a una acumulacién de liquido intrarretiniano
o subretiniano. Una hipdtesis sobre el origen de esta acumulacién de liquido
intrarretiniano o subretiniano, expone que es debido a que las células del epitelio
no consiguen bombearlo a través de la membrana hidréfoba de Bruch, lo que
explicaria los desprendimientos de epitelio sin neovascularizacién.”’ Existen datos
en los hasta un 67% de los desprendimientos del epitelio pigmentario de la retina
desarrollan una neovascularizacién en el plazo de un afio.”

En funcién del tipo de NVC y de su localizacién podremos dividirlas en varios
grupos. Segun la localizacién de la NVC con respecto a la févea® se pueden defi-
nir como NVC subfoveal (ubicada en el centro de la févea), yuxtafoveal (localizada
a una distancia entre 1 y 200 um del centro de la févea), extrafoveal (a mds de
200 um del centro de la févea) y yuxtapapilares (adyacentes al disco 6ptico).

Desde el punto de vista angiogréfico la lesidn se puede clasificar en’' NVC cldsi-
ca (membranas con patrén en rueda de carro, bien definida y cuya extensién es
mayor del 50% del tamafio de la lesién), oculta (mal definida, no se aprecia el
patrén tipico en rueda de carro. Se observa un patrén de hiperfluorescencia tardia
de origen indeterminado o como desprendimiento fibrovascular del EPR) o bien
mixta (combinacién de ambas).

La llamada Proliferacién Angiomatosa Retiniana (RAP) podria estar producida
por un mecanismo similar a la NVC. Parece desarrollarse en el marco de una MAE
temprana, y en ella los vasos sanguineos retinianos invaden la retina externa, mani-
festacién que puede preceder o darse de forma simultdnea a la NVC.”” Esta pato-
logia 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, anastomosdndose ocasionalmente con la circulacién coroidea.
La presencia de hemorragias intrarretinianas, telangiectasias y microaneurismas
puede ayudar al diagndstico de esta entidad, especialmente en el estadio final.
La Proliferacién Angiomatosa Retiniana en su inicio se sucede como una proli-
feracién 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 cicatrizacién es variable: depende de la extensién de la
lesion, de la sangre subepitelial y del estado del epitelio pigmentario, entre otros



factores. El tamano y la localizacién de la cicatriz disciforme condicionarn la
agudeza visual del paciente afectado.

Uno de los factores clave en la progresién de la DMAE es la angiogénesis ocular.
Esta estd controlada por el equilibrio entre los factores que estimulan y los que in-
hiben la formacién de nuevos vasos sanguineos. 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 VEGE se da una pérdida de liquido por
los vasos de la retina, generando actimulo de liquido y edema macular.”” Ademds,
la liberacién de VEGF también afecta la funcién del EPR.***> Hay una gran evi-
dencia clinica de que la expresién de VEGF estd aumentada en las membranas de
NVC extraidas quirdrgicamente de pacientes con DMAE.**?” Ojos con DMAE
temprana también presentan aumento en la expresién de VEGF en el EPR y pa-
cientes con NVC presentan aumento de VEGF en el vitreo.

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 patologia. Se ha observado disminucién en la expre-
sién en pacientes con DMAE* y disminucién de la concentracién en el vitreo de
pacientes con NVC.?” Esta desregulacion en el equilibrio entre VEGF y PEDF es
la principal responsable de la formacién de nuevos vasos sanguineos aberrantes
durante el desarrollo de la DMAE.“*! Un estudio reciente ha demostrado que la
transicién de la DMAE de seca a hiimeda se da cuando la capacidad del PEDF de
regular la protedlisis del receptor 2 del VEGF es reducida, generando una desre-
gulacion de la sefial del VEGF en el EPR."

Hay evidencias de que la latencia en la divisién de las células endoteliales y las
funciones de barrera endoteliales en el ojo también son reguladas por el balance
entre VEGF y PEDE* En las células endoteliales, el PEDF compite con el VEGF
por el receptor VEGFR2,* también regula la expresion de VEGF “* y disminu-
ye la fosforilacién del receptor de VEGE* Un estudio realizado con endotelio
demostré que el mecanismo inhibitorio del VEGF via PEDF es inducido por la
protedlisis intermembrana del receptor VEGF-R1 por la gamma-secretasa.*

Ademis del VEGF y el PEDE estudios recientes indican que las angiopoyetinas 1y
2y su receptor Tie-2 contribuyen en la formacién de la NVC. La angiopoyetina 1
funciona como agonista, y promueve la integridad vascular y la maduracién, 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 VEGE. Se ha
demostrado que el receptor Tie-2 y las angiopoyetinas 1 y 2 estdn presentes en
el tejido de la NVC."” Ademds hay receptores especificos para el endotelio ac-



tivo de las membranas de la NVC, como las a-integrinas y el receptor CD105
del factor transformador del crecimiento beta (TGF-f). Estos receptores pueden
representar un objetivo potencial para futuros tratamientos antiangiogénicos.
En un modelo de NVC se pudo inhibir el crecimiento vascular afiadiendo anti-
cuerpos monoclonales contra las o-integrinas.”® El bloqueo del receptor CD105
del factor transformador del crecimiento beta se asocia a la inhibicién de la proli-
feracion endotelial.”’

Sobre estos hechos, se ha desarrollado la hipétesis 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 sanguineos coroideos, y que esta inhibicidn varia en respuesta a
los cambios asociados a la edad.

Se desconoce cudl es el estimulo para modificar la produccion del factor de cre-
cimiento del EPR, se presume que pueda ser debido bien a una deficiencia en el
aporte metabdlico desde el plasma debido por una menor difusién de sustancias a
través de la membrana de Bruch engrosada, o bien a un menor aporte de oxigeno
como resultado de los cambios en los capilares coroideos.”

2.1.4 Histopatologia de la DMAE

Desde un punto de vista histolégico en la DMAE ocurren ciertos cambios anato-
mopatoldgicos.

Los cambios mds importantes en la retina neurosensorial debidos a la edad se
producen en la células de Miiller y en los axones de las células ganglionares:
hipertrofia, acumulacién de lipidos o disminucidn y sustitucion por tejido conec-
tivo.”! Mientras que los bastones desaparecen con el envejecimiento, incluso sin
enfermedad manifiesta del epitelio pigmentario, los conos empiezan a degenerar
Unicamente en las fases avanzadas de DMAE no exudativa.’>** La mayor pérdida
de células fotorreceptoras se localiza en el drea parafoveal y en presencia de atrofia
geogréfica o degeneracién disciforme, y puede, finalmente, dar como resultado la
desaparicién de todos los fotorreceptores. A nivel del EPR, ya en fases tempranas
se puede observar una disminucién de su ndmero y densidad a nivel de la retina
central.

La membrana de Bruch va engrosindose progresivamente durante el envejeci-
miento, por acumulacién de desechos membranosos lipidicos y de componentes
anormales de matriz extracelular, sobretodo las capas de coldgeno interno. La acu-
mulacién de material en la capa coldgena interna, protruyendo hacia la retina, es
lo que precisamente se conoce con el término de drusas.”






Introduccién
Tratamientos para

la DMAE

odos los tratamientos disponibles hasta la actualidad estdn encaminados a

frenar la progresién 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 patologia se produce una penetracién de los vasos
sanguineos en la membrana de Bruch desde la coroides, por lo que numerosos tra-
tamientos se han dirigido a suprimir los vasos sanguineos. Hasta hace poco tiempo
estos tratamientos consistian en medios fisicos, como el calor por fotocoagulacién,
la generacién de radicales libres por radiacién ionizante o terapia fotodindmica
mediante colorantes fotosensibilizantes, esperando poder destruir los nuevos vasos
sin dafar el epitelio pigmentario de la retina, del cual depende la supervivencia de
las células fotorreceptoras y, por tanto, la preservacién de la vision.

Los pacientes con NVC que no reciben ningtin tratamiento tienen un mal pro-
néstico. Un 62% de los ojos con NVC extrafoveal y un 65% de los ojos con NVC
yuxtafoveal sufren una pérdida grave de visién. Entre los ojos con NVC subfoveal
aquellos con una buena visién inicial presentan una probabilidad de entre 55 y
65% de sufrir una pérdida visual grave.”* Los datos del Macular Photocoagulation
Study' concluyen que la fotocoagulacion no esta indicada en la mayoria de los ca-
sos con NVC macular. Otra alternativa terapéutica es la terapia fotodindmica con
verteporfina, aunque la mayoria de los pacientes no experimenta mejoria visual.”
Asi pues, los firmacos antiangiogénicos administrados de forma intravitrea, se han
convertido en la primera opcidn terapéutica para la DMAE neovascular.” >



2.2.1 Fotocoagulacion con laser

El ensayo clinico realizado por el Macular Photocoagulation Study estudié en los
afos 80 y 90 el empleo de la fotocoagulacién con ldser en la NVC, basdndose en
el efecto térmico del ldser que induce el cierre de la estructura neovascular. En este
estudio se le dio gran relevancia a la localizacién de la lesién respecto a la févea y
a la composicién de la misma. En este sentido, lesiones alejadas de la févea, con
predominio del componente cldsico eran susceptibles de los mejores resultados,
aunque también se trataron lesiones subfoveales buscando un escotoma menos
extenso del que produciria la evolucién natural. Las principales complicaciones
de la fotocoagulacién con ldser son: la aparicién de un escotoma irreversible como
consecuencia del dano directo de la retina neurosensorial por la accién térmica
del propio léser, especialmente grave en NVC subfoveal y, la elevada incidencia
de recidiva de la actividad neovascular semanas después de la aplicacién del trata-
miento, con el consecuente deterioro visual asociado y el crecimiento de la cicatriz
meses después de la administracién del tratamiento. En la actualidad, es posi-
ble tratar con ldser lesiones cldsicas bien delimitadas de localizacién 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 ldser. También se puede considerar la fotocoagulacién con ldser en el
tratamiento de lesiones peripapilares y en la vasculopatia coroidea polipoidea y en
la proliferacién angiomatosa retiniana.

2.2.2 Terapia fotodindmica con verteporfina

La terapia fotodindmica es una modalidad de tratamiento en la que se inyec-
ta, en primer lugar, un colorante fotosensible, verteporfina (Visudyne®, Novar-
tis, Basilea, Suiza) por via intravenosa, que, en una segunda fase, es activado en
el tejido neovascular por la accién de un ldser cuya longitud de onda coincide con
el pico de absorcién del producto.” La activacidn selectiva del firmaco en el tejido
neovascular induce un dafo selectivo de dicho tejido, ocasionando la oclusion
de la estructura neovascular en una reaccién mediada por la liberacién de
radicales libres.

Los ensayos pivotales con terapia fotodindmica demostraron que ésta reducia el
riesgo de pérdida visual moderada y severa en NVC predominantemente cldsica ™
y tenia un efecto beneficioso respecto al grupo control en NVC oculta, con pro-
gresion reciente y tamafo pequefo o agudeza visual inferior a 20/50°. A pesar de
ello, el cambio medio en la agudeza visual ha sido de una ligera pérdida de visién y
el porcentaje de pacientes que mejoran la agudeza visual con terapia fotodindmica
es escaso, por lo que ha sido desplazada por los antiangiogénicos como tratamien-
to de primera linea en la NVC.” Por dicho motivo, hoy se considera la utilizacién



de terapia fotodindmica en caso de no poder emplear los antiangiogénicos o en
asociaci6n a los mismos.

2.2.3 Otros tratamientos

La cirugia de la extirpacién de la NVC ha caido progresivamente en desuso con-
forme han mejorado los resultados del tratamiento intravitreo, por presentar
numerosas complicaciones y unos resultados poco reproducibles. En la actualidad,
se mantiene la indicacién quirtrgica en caso de hemorragia submacular masiva
y en algunas membranas yuxtapapilares cuya extension no afecta a la zona avascular
foveal.

La termoterapia transpupilar es una variante de fotocoagulacién de baja radiancia
en la retina, lo que se asocia a un menor dano tisular local y permite el tratamiento
del drea subfoveal. Se han publicado diversos ensayos clinicos y series de casos de
pacientes con NVC tratados con termoterapia transpupilar; aunque los primeros
resultados fueron esperanzadores, no han no han demostrado una mejorfa signifi-

cativa sobre otras variantes terapéuticas.®’

2.2.4 Farmacos antiangiogénicos

Los avances de la dltima década en tratamientos oncoldgicos con moléculas
antiangiogénicas han facilitado el desarrollo de lineas de investigacién con resulta-
dos significativos en el tratamiento de la DMAE exudativa.

Michelson (1948) describié el denominado “factor X”, producido en la retina en
respuesta a agresiones externas de tipo infeccioso e inflamatorio. Posteriormente,
Folkman (1972) descubrié el factor antiangiogénico, y Kohler y Miltein (1975)
desarrollaron anticuerpos monoclonales. En 1989, Napoleone Ferrara cloné y pu-
rificé el factor de crecimiento vascular endotelial, este hecho junto con la huma-
nizacién de los anticuerpos y el conocimiento histopatoldgico de la DMAE, senté
las bases del tratamiento antiangiogénico.®’ Como ya hemos visto los cambios
relacionados con la edad que estimulan la neovascularizacién patolégica en el drea
macular son procesos complejos todavia no bien conocidos. La NVC es el para-
digma de la DMAE exudativa,*” producida principalmente por el VEGF como

respuesta a la isquemia o a otros factores.”

El factor de crecimiento vascular endotelial A (VEGF-A), citocina soluble que fa-
vorece la angiogénesis y aumenta la permeabilidad vascular, desempefia un impor-
tante papel en la formacién de neovasos. De todas las isoformas biolégicamente
activas de VEGF-A,® dos de ellas parecen estar implicadas en la aparicién de lesio-
nes NVC secundarias a la DMAE. Todo ello ha permitido la investigacién de dis-

tintos farmacos dirigidos contra el VEGE con aplicacién directa en el tratamiento



de la DMAE exudativa. Hasta el momento actual, encontramos cuatro moléculas
especificas disponibles en el mercado para el tratamiento de la DMAE exudativa:
pegaptanib, un aptdmero que bloquea de manera selectiva la isoforma 165 del VE-
GF-A, ranibizumab, un fragmento de un anticuerpo monoclonal recombinante
humanizado, con buena penetracién al espacio coroideo y capaz de bloquear to-
das las isoformas del VEGEF-A, bevacizumab, que es un anticuerpo monoclonal
humanizado IgG1 y capaz de inhibir todas las isoformas biolégicamente activas
del VEGF-A y finalmente aflibercept es una proteina de fusién que acttia compi-
tiendo con el VEGF por la fijacién a su receptor, compitiendo con las isoformas
de VEGF-A y el factor de crecimiento placentario. La eficacia y seguridad de estos
fdrmacos han sido probadas en multiples estudios.

2.2.4.1 Pegaptanib sodico

Fue el primer firmaco anti-VEGF que obtuvo la indicacién 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 oligonucleétido 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 proteina de tipo aptdmero que se
une especificamente a la isoforma 165 del VEGE, bloquedndolo, impidiendo su

interaccién con los receptores de superficie de las células endoteliales.”” 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 aptidmera, tiene una elevada afinidad y selectividad, y no es
inmunogénica ni téxica. En el Estudio VISION “ realizado en 1.186 pacientes,
el 70% de los pacientes tratados con el firmaco perdieron menos de 15 letras de
agudeza visual en el test ETDRS de visién (Early Treatment Diabetic Retinopathy
Study), comparado con el 55% del grupo control, a las 54 semanas. Una vez pe-
netra en el humor vitreo, es degradado enzimdticamente por las nucleasas intrao-
culares, las fracciones glucidicas aumentan su semivida y actian selectivamente
frente al VEGF1,” evitando la unién de éste con sus receptores VEGFR 1 y 2.
Su semivida es de 8 a 14 dias consiguiendo una dosis plasmética de 80 pg/mL,
y se elimina por orina. No suele presentar otros efectos adversos que los asociados
a la administracién intravitrea.’

2.2.4.2 Ranibizumab

Férmaco sintetizado por Genentech (San Francisco, California, Estados Unidos)
y comercializado fuera de Estados Unidos por Novartis. Aprobado por la FDA el



30 de junio de 2006 y por la European Medicines Agency el 22 de enero de 2007
para la indicacién exclusiva en DMAE huimeda. 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 penetracién 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 neovascularizacion
(angiogénesis). Tiene una afinidad 5-10 veces mds alta que otros antiangiogénicos
como el bevacizumab.

Una vez inyectado en la cavidad vitrea se une a isoformas de VEGF-A, ge-
neradas por corte y empalme alternativo del ARN, VEGEF,;; y VEGF;,
asi como al producto biolégicamente activo derivado de la escision
proteolitica de dichas isoformas, el VEGF,;,. La unién del ranibizumab al
VEGEF-A impide la interaccién de este dltimo con sus receptores VEGFR-1 y
VEGFR-2 en la superficie de las células endoteliales. La unién del VEGF y el
tamano relativamente menor del fragmento Fab con respecto al del anticuerpo
integro facilita la penetracién de la molécula en la retina.

En los estudios Marina“ y Anchor,*””" el 96% de los pacientes tratados con in-
yecciones mensuales de 0,5 mg de ranibizumab perdié menos de 15 letras ETDRS
de agudeza visual y al menos el 33% gané mds de 15. Aunque los mejores resulta-
dos del tratamiento se han obtenido con inyecciones aplicadas cada mes durante
2 afnos. Después de la administracién intravitrea, las concentraciones séricas de
ranibizumab son generalmente bajas. La concentracién mdaxima suele ser infe-
rior a la concentracién necesaria para inhibir la actividad biolégica de VEGF un
50% (11-27 ng/mL, determinado en un ensayo de proliferacién celular iz vitro).
La concentracién méxima fue proporcional a la dosis en el intervalo de dosis de
0,05 a 1,0 mg/ojo. Los anilisis de farmacocinética poblacional y la desaparicién
de ranibizumab del suero en los pacientes tratados con la dosis de 0,3 mg indican
que la semivida de eliminacién vitrea de ranibizumab es de unos 10 dias. Después
de la administracién intravitrea mensual de ranibizumab (0,3 mg/ojo), la con-
centracién mdxima de ranibizumab en el suero a las 24 horas varia entre 0,46 y
1,76 ng/mL, y la concentracién minima entre 0,04 y 0,29 ng/mL. La exposicién
sérica a ranibizumab es unas 90.000 veces menor que la exposicién intravitrea al
farmaco.”!

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 cdncer metastdsico colorrectal asociado al
5-fluorouracilo y al 4cido félico. La European Medicines Agency acepté su uso



el 12 de enero de 2005. Se ha ido ampliando su indicacién a otras patologfas
entre las que no se incluye la DMAE hdmeda. Es un anticuerpo monoclonal
humanizado IgG1, anticuerpo de especificidad tnica resultante de un solo clon
de células plasmiticas. Se desarroll6 para inhibir la vascularizacién de los procesos
de crecimiento tumoral. Al igual que ranibizumab, es capaz de inhibir todas las
isoformas biolégicamente activas del VEGF-A. El peso molecular de bevacizumab
es de 149kDa, tres veces mayor que ranibizumab, lo que tedricamente puede
comprometer su penetracién en las capas de la retina.

Rosenfeld ez a/”> observaron que algunos pacientes con diferentes neoplasias y
DMAE concomitante tratados con bevacizumab sistémico experimentaron
mejorfa de su agudeza visual. Basindose en este hecho y para evitar los efectos
secundarios sistémicos asociados a la administracién intravenosa de bevacizumab,
decidieron inyectar el firmaco directamente en el vitreo. Los resultados prelimi-
nares fueron muy satisfactorios, lo que avalé el uso intravitreo del firmaco en-
tre los oftalmélogos de todo el mundo.”””” No obstante, hasta la fecha la via de
administracién intraocular no ha sido aprobada por las autoridades sanitarias.
Las dosis usuales pueden variar desde 1,25mg (0,05ml) a 2,5mg (0,1 ml). Su
semivida es de 4,3 dias y mantiene concentraciones de 10 pg/mL a los 10 dfas.”
Su forma de presentacién es en forma liquida, con pH de 6,2, cuya concentracién
es de 25 mg/mL.

2.2.4.4 Mlibercept

El aflibercept es una proteina de fusién que consiste en porciones de los dominios
extracelulares de los receptores 1y 2 del factor de crecimiento endotelial vascular
humano fusionados con la porcién Fc de la IgG1 humana, obtenida en células K1
de ovario de hdmster chino (CHO) mediante tecnologia de DNA recombinante.
Estd 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 actdan como potentes factores mitégenos, quimiotdcticos y de
permeabilizacién vascular para las células endoteliales.

El VEGF acttia a través de dos receptores a tirosina quinasa, VEGFR-1 y
VEGEFR-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 activacion excesiva de estos receptores por el
VEGF-A puede provocar una neovascularizacion patoldgica 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 infiltraciéon
leucocitaria y la inflamacién vascular.



El bloqueo de estos receptores producido por el aflibercept inhibe o reduce la
NVC patoldgica retrasando la DMAE. El aflibercept se administra directamente
en el vitreo para ejercer efectos locales en el ojo. Tras su administracién intravitrea,
el aflibercept se absorbe lentamente desde el ojo a la circulacién 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 endégeno.
Después de la inyeccién intravitrea de 2 mg de aflibercept las concentraciones
plasmdticas méximas del firmaco libre fueron bajas, con una media de aproxi-
madamente 0,02 pg/ml y fueron indetectables dos semanas. El aflibercept no se
acumula en el plasma cuando se administra por via intravitrea cada 4 semanas. La
concentracién plasmdtica maxima media de aflibercept libre es aproximadamente
de 50 a 500 veces menor que la concentracion de aflibercept necesaria para inhibir
la actividad biolégica del VEGEF sistémico en un 50% en los modelos animales, en
los que se observaron cambios en la presion arterial cuando se alcanzaron niveles
de aflibercept libre circulantes de alrededor de 10 ug/ml, que regresaron a los va-
lores basales cuando los niveles cayeron por debajo de aproximadamente 1 pg/ml.

En humanos la administracién intravitrea de 2 mg ocasiona una concentracién
plasmdtica mdxima media de aflibercept libre 100 veces inferior que la concen-
tracién de aflibercept necesaria para unirse al VEGF sistémico. Por lo tanto, son
improbables los efectos farmacodindmicos sistémicos, como por ejemplo cambios
en la presién arterial. El aflibercept libre se une al VEGF formando un complejo
estable que se metaboliza y elimina como cualquier otra proteina. Al comparar
aflibercept con bevacizumab y ranibizumab, se observaron concentraciones plas-
miticas mds prolongadas en el tiempo con aflibercept, incluso mds alld de los siete
dias post-inyeccién.”* En la tercera fase del estudio VIEW1 y VIEW?2, se observé
que, administrada mensualmente o cada 2 meses, prevenia 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. Ademds, a
partir de afno de dosis administrada regularmente, los pacientes requirieron una
media de 4,2 inyecciones durante el segundo ano.






Introduccién
Vascular endothelial

growth factor (VEGF)

| proceso de angiogénesis estd principalmente dirigido por el VEGE. Es

uno de los factores mds importantes en la regulacién de la formacién de

vasos sanguineos y linféticos durante el desarrollo embrionario y también
durante los procesos angiogénicos postnatales tales como la cicatrizacién y el man-
tenimiento de la homeostasis de los vasos sanguineos en adultos. También estd
implicado en la neovascularizacién asociada a enfermedades, ya que se encuentra
sobreexpresado en tumores sélidos, en algunas neoplasias hematoldgicas, en pa-
cientes con retinopatia diabética, en artritis reumatoide, en psoriasis y en pacientes
con DMAE exudativa.

El VEGEF tiene ademds un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso
central actuando como un potente factor de neurogénesis y plasticidad neuro-
nal.” A consecuencia de esta implicacién del VEGF en procesos patoldgicos se
ha evaluado la regulacién de su expresién como posible terapia tanto pro como
antiangiogénica. La familia del VEGF consiste de siete glicoproteinas que se deno-
minan VEGFA (la mds importante en angiogénesis), VEGFB, VEGFC, VEGFD,
VEGFE, VEGEFF y también se incluye en esta familia el factor de crecimiento

placentario.”>”*7*

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 transfosforilacién de la tirosina del
dominio intracelular dando una senal a través de las vias de MAPK (Mitogen-Ac-
tivated Protein Kinases) y Akt, activando de este modo las diferentes cascadas de
senalizacién 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



VEGEFD. Existe una forma soluble de VEGFRI1 que inhibe la proliferacién de
células endoteliales inducidas por el VEGE secuestrando el VEGF y impidiendo
que se una al VEGFR2. Este receptor soluble podria actuar como antagonista es-
pecifico de VEGFA.”>7¢7% El receptor VEGFR2 se expresa predominantemente
en células endoteliales vasculares ademds de en otros tipos celulares, y es el media-
dor mds importante de las respuestas celulares del VEGE siendo la via de sena-
lizacién a través del VEGFR2 para la actividad vasodilatadora, la migracién y la
proliferacién celular del VEGE”’ En contraposicién, el receptor VEGFR1, el cual
se expresa en células endoteliales, pericitos, monocitos y macréfagos entre otros
tiene poco efecto proliferativo sobre las células endoteliales, pero puede formar
heterodimeros con el VEGFR2 aumentando la sefal angiogénica.

Asi pues, el VEGF es un mitégeno especifico de las células endoteliales vasculares,
el cual acttia a través de sus receptores por activacion de la cascada de senalizacién,
induciendo la proliferacién, migracion y supervivencia de estas células inhibiendo
la apoptosis, asi como estimulando la sintesis de moléculas vasodilatadoras.®'*7*
También es un factor involucrado en la permeabilidad vascular por su capacidad
de fenestracién endotelial. El VEGF se encuentra regulado por los niveles de oxi-
geno a través del factor de transcripcién inducible por hipoxia (HIF1), y por la
expresién de varios factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante alfa y beta (TGFa,
TGEP), el factor de crecimiento insulinico (IGF), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGEF),
el 6xido nitrico, las interleuquinas IL-1a y IL-6, y oncégenos como mutacién o

amplificacién de Ras, entre otros.”**!

De todas las isoformas, el VEGFA es el componente mds 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 estd compuesto
de 8 exones y 7 intrones que a través de un proceso de splicing da lugar a cuatro
isoformas maduras: VEGF s, VEGF,;, VEGF 39 y VEGF,(. También existen
dos isoformas menos frecuentes, la VEGF 45 y la VEGF1g;. Todas las isoformas
tienen propiedades biolégicas diferentes, pero todas relacionadas con procesos
angiogénicos.”*®!

La VEGF ;s es la isoforma mds predominante y se trata de una glicoproteina de
45kDahomodiméricade uniénalaheparina, producida por las células endoteliales,
macréfagos o células T activadas, entre otras, con efecto proangiogénico especifico
para células endoteliales. La VEGF,,; es un polipéptido acidico que no se una a la
heparina, mientras que las isoformas VEGF 3y y VEGF,4 son bésicas y tienen mu-
cha afinidad por la heparina. Por este motivo, la VEGF,,, es una proteina comple-
tamente soluble, mientras que la VEGF g y la VEGF,4 se encuentran totalmente



retenidas en la matriz extracelular.”® La isoforma VEGF,4s presenta propiedades
intermedias ya que es secretada pero una fraccién importante se mantiene rete-
nida en la superficie celular y en al matriz extracelular. Las isoformas VEGF 4
y la VEGFg; 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
VEGF,,, y la VEGEF 45 in vivo.”*"!

A pesar de que la expresién de VEGE ya sea en exceso o en defecto, estd asociada
a multiples patologias, el VEGF también juega un papel clave en la angiogénesis
fisiolégica y la homeostasis de los vasos sanguineos en adultos® (figura 2). Asi
pues, el VEGF actda como un potente factor de supervivencia endotelial ya que
induce la expresién de proteinas antiapoptéticas en estas células.””®" Se observa
una accién paracrina del VEGF que actiia en las células endoteliales adyacentes
y una funcién autocrina del VEGF expresado por las propias células endoteliales
para asegurar su supervivencia y mantener la homeostasis vascular.””
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Figura 2. Vias activadas por las diferentes isoformas de la familia del VEGF y su funcion celular.
Adaptado de FalkT. et al. Int J Mol Sci 2010.






Introduccién
Pigment epithelium

derived factor (PEDF)

| factor derivado del epitelio pigmentario, también denominado SER-

PINF1 (serine proteinase inhibitor clade F member 1), fue inicialmente

descrito como un factor neurotréfico secretado por las células del epitelio
pigmentario de la retina.*”* No obstante, posteriormente Dawson D.W. ez al.*
lo definieron también como un potente inhibidor endégeno de la angiogénesis.
En condiciones fisiolégicas normales, existe una actividad antiangiogénica que
permite que la vascularizacién de la retina se mantenga quiescente.

La pérdida de esta situacién de quiescencia, y por lo tanto la activaciéon de la
neovascularizacién, produce un crecimiento vascular anémalo que desencadena
diferentes patologias. Dawson D.W ez al. realizaron un estudio para identificar
factores antiangiogénicos en el ojo regulados por el gen de supresién tumoral de
retinoblastoma. El andlisis de las proteinas sobreexpresadas en ese contexto permi-
ti6 identificar una glicoproteina de 50 kDa de la familia de los inhibidores de la seri-
na proteasa, el PEDE. Esta glicoproteina fue capaz de inhibir la neovascularizacién
en la cérnea de rata iz vivo y de inhibir la migracién de células endoteliales iz vitro
de manera mds activa que otras moléculas antiangiogénicas como la angiostatina,
la trombospondina-1 o la endostatina. Se observé también que la ausencia de
PEDF por neutralizacién con un anticuerpo anti-PEDF inducia la formacién de
nuevos vasos sanguineos en la cornea de la rata a pesar de la ausencia de inductores
angiogénicos. Ademds, el PEDF inhibia la migracién de células endoteliales indu-
cida por factores angiogénicos como el VEGE, el PDGE la IL-8 y el FGE supri-
miendo la proliferacién celular y induciendo apoptosis de las células endoteliales
de los neovasos en formacidn sin afectar los vasos maduros ya preexistentes.®

El PEDF se expresa durante el desarrollo embrionario sugiriendo que puede estar
involucrado en el patrén celular y en la vasculogénesis inicial, a causa de su capa-



cidad de unién a la matriz extracelular, la cual cosa le permite participar en la defi-
nicién del desarrollo de los vasos sanguineos.”” En adultos, el PEDF es sintetizado
por un amplio nimero de érganos incluyendo el sistema nervioso central, cerebro,
médula espinal, retina, musculo esquelético, hueso, corazén, placenta, testiculos,

88,89

ovarios y higado.®** Algunos de estos 6rganos secretan el PEDF al torrente san-

guineo, donde lo encontramos a una concentracién considerable de 100 nM, la

% A nivel celular se

cual cosa le permite ser purificado a partir de plasma humano.
expresa en fibroblastos quiescentes para mantener la homeostasis de los vasos san-

guineos, en células endoteliales y en células del epitelio pigmentario de la retina.”

2.4.1 Estructura del PEDF

El PEDF es una glicoproteina secretada de 50 kDa que presenta una homologia
tanto en la secuencia como en la estructura secundaria y terciaria con la familia de
las serpinas (proteinas inhibidoras de las serina proteasas).*”**%

La proteina de PEDF humana estd constituida por 418 aminodcidos codifica-
dos por un solo gen que se sittia en el cromosoma 17p13.3. Este gen presenta 8
exones y 7 intrones con una alta conservacién en la filogenia.*” Como otras ser-
pinas, contiene una regién denominada reactive center loop. A pesar de que no se
conoce exactamente cual es su funcidn, se cree que esta regién es una diana para
la interaccidn inicial con otros factores y moléculas de la matriz extracelular y de
control del sistema del reticulo endoplasmdtico que pueden incrementar el efecto
antiangiogénico del PEDF y sus funciones neuroprotectoras.” Por otro lado se ha
identificado una secuencia sefal de secrecidn altamente conservada entre especies
de naturaleza hidrofébica que permite su transporte y secrecién por mecanismos
convencionales dependientes del reticulo endoplasmdtico 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 sefial de localizacién nuclear
y una glicosilacién en el extremo C-terminal, y que por lo tanto, a parte de su
secrecion, el PEDF puede migrar al nicleo para desarrollar funciones como la di-
ferenciacion celular y la regulacién especifica del proceso del ciclo celular como la
transicién de G1 a GO. En efecto, el PEDF se expresa en estadios de GO del ciclo
celular, a pesar de que se pierde en senescencia de fibroblastos y aumenta la super-
vivencia y diferenciacién de neuronas en cultivo. Precisamente por este motivo el
PEDF también se le ha denominado EPC-1 (early population doubling cDONA-1).”
Su estructura cristalina muestra un tinico motivo inhibidor serpin proteasa y unos
dominios de unién a heparina y coldgeno, los cuales son importantes para sus

funciones antiangiogénicas.”#"*%



La capacidad de unién del PEDF a heparina o coldgeno se da gracias a que presen-
ta una carga asimétrica. Por un lado tiene una parte con alta densidad de residuos
bésicos (positivos) que interaccionan con heparina y glicosaminoglicanos, mien-
tras que en el lado opuesto hay un drea rica en residuos dcidos como el glutdimico y
aspdrtico cargada negativamente que le permite la unién por interacciones iénicas
con las dreas cargadas positivamente de las moléculas de coldgeno tipo I 'y con me-
nos afinidad a las de coldgeno tipo II y tipo III.”° Esta unién al coldgeno permite
que haya un reservorio de PEDF en la matriz extracelular de algunas células que
puede ser la clave en la regulacién de la biodisponibilidad de PEDE Ademds, este
reservorio es esencial para que pueda desarrollar sus actividades antiangiogénicas
y neurotréficas.”?” %

En relacién al lugar de unién del PEDF a la heparina, del mismo modo que
ocurre con otras serpinas, también es importante para su actividad antiangiogé-
nica.”>??*!% Esto es debido a que la unién de PEDF a heparina le produce un
cambio conformacional que podria permitir la exposicién del epitopo involucra-
do en la unién al receptor y por lo tanto podria regular las interacciones con los

receptores de membrana celular.'’'%

2.4.2 Regulacion, sefializacion y funcion del PEDF

El PEDF est4 asociado a multiples procesos bioldgicos importantes: antitumorales,
antiangiogénicos, neurotréficos, neuroprotectores y de vasopermeabilidad, asi

§7,8099,103,104 Fxisten evidencias

también como antiinflamatorios y antioxidativos.
que indican que hay regiones separadas en el PEDF que realizan sus dos funciones

principales: neuroprotectora y antiangiogénica.”

2.4.2.1 Funcion antiangiogénica

A pesar de que no estd muy claro cuales son las vias implicadas en los efectos
antiangiogénicos del PEDE, algunos autores han propuesto posibles mecanismos
descritos a continuacidn.

Existen estudios que indicarfan que el efecto antiangiogénico del PEDF serfa por
su accién sobre la ruta de sefalizacién de VEGF y su capacidad de inhibicién de
la migracién celular inducida por varios factores angiogénicos tales como FGE
PDGE, IL-8%. Por otro lado, a través de su capacidad de induccién de apoptosis

de las células endoteliales proliferantes.'”>'*

Este efecto antiangiogénico del PEDF a través de la actuacidn sobre la ruta del
VEGEF se ha demostrado en varios estudios. Por ejemplo, en una linea celular de
osteosarcoma se observé que la adicién de la proteina PEDF de manera exdgena
disminufa el VEGF tanto a nivel de mRNA como de proteina, sugiriendo una



posible inhibicién de la angiogénesis tumoral por parte del PEDE'"” En otro es-
tudio, usando en un ensayo iz vitro células endoteliales de pulmén deficientes en
PEDF se observé una mayor capacidad de migracién de estas células asi como de
expresion de VEGF sin afectar la expresion de los receptores VEGFR1 y VEG-
FR2."% Este efecto del PEDF sobre la expresién de VEGF también se observé en
patologias como la retinopatia diabética, donde la sobreexpresién exdgena de la
proteina PEDF inhibia los niveles de VEGF inducidos por la hipoxia en las células
endoteliales de la retina. No obstante, este efecto sélo se observé en condiciones
patoldgicas, no en condiciones fisiolégicas, indicando que el PEDF tiene un papel

importante en el mantenimiento de los niveles normales de VEGF en la retina.'"*

Otros autores han propuesto un mecanismo de inhibicién de la angiogénesis me-
diante la induccién de un corte en el extremo C-terminal del receptor VEGFR1
en el dominio transmembrana. Este corte se produciria por la accién de la y-secre-
tasa, la actividad de la cual se ha visto incrementada por la accién del PEDE ha-
ciendo que el dominio intracelular del receptor se libere de la membrana plasmati-
cay no se pueda translocar el nicleo impidiendo asi la cascada de senalizacién. Es
interesante destacar que este mecanismo antiangiogénico del PEDF solamente se
produce en presencia de VEGE Esto es debido a que la unién del VEGF al VEG-
FR1 induce un cambio conformacional en el receptor el cual es necesario para que
la y-secretasa pueda proteolizarlo.'” También se ha observado que el PEDF puede
inhibir la fosforilacién del VEGFR1%, asi como disminuir la fosforilacién del VE-
GFR2 en células endoteliales HUVEC en cultivo, reduciendo de esta manera la
actividad angiogénica del VEGF”. Esta desregulacién en el equilibrio entre VEGF
y PEDF es la principal responsable de la formacién de nuevos vasos sanguineos
aberrantes durante el desarrollo de la DMAE.***! Un estudio reciente ha demos-
trado que la transicién de la DMAE seca a htimeda se da cuando la capacidad del
PEDF de regular la protedlisis del receptor VEGFR2 es reducida, generando una
desregulacién de la sefial del VEGF en el EPR.” Hay evidencias de que la latencia
en la division de las células endoteliales y las funciones de barrera endoteliales en

el ojo también son reguladas por el balance entre VEGF y PEDE*

Por otro lado, el PEDF podria presentar una funcién antiangiogénica a través de un
efecto apoptético. Cuando existe un estimulo 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 expresion 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.'”>!'"” Otro mecanismo propuesto es que la induccién de la



apoptosis observado en células HUVEC i vitro por parte del PEDF estd asociada
a la activacién de la proteina p38 MAPK mediante su fosforilacién. Una vez la
p38 MAPK estd activada, esta proteina regula el corte de multiples caspasas como
las caspasas 3, 8 y 9 induciendo asi la apoptosis. Por tanto, la accién apoptética del
PEDF seria dependiente en parte de la activacién de las caspasas, las cuales se ven
aumentadas con la expresién del PEDF via p38 MAPK.””'%

2.4.2.2 Funcion anfifibrética

También se ha descrito una funcién del PEDF antifibrética en diferentes patolo-
gias gracias a su papel regulador de la quiescencia de los fibroblastos.”'""'"* En es-
tudios en modelo de rata con nefropatia diabética se observéd que la sobreexpresién
mediante vectores adenovirales de PEDF mejoraba la fibrosis y la proteinuria del
riién de estos animales a través de una disminucién significativa de los niveles
de fibronectina, asi como de la expresion y funcién de los factores profibréticos
TGF-B1 y CTGF (connective tissue growth factor). Ademds también se observéd
que la sobreexpresién de PEDF incrementaba uno de los principales factores de-
gradadores de matriz extracelular, la metaloproteinasa-2 (MMP-2).""> De manera
muy similar, en un modelo de infarto agudo de miocardio, la sobreexpresién del
PEDF reducia la fibrosis cardiaca a través de la disminucién de TGF-f1 y de la
expresién de coldgeno tipo I1I, mejorando de esta manera la funcién ventricular
izquierda.'” Paralelamente, en un modelo de pancreatitis en ratdn, el cual estd
asociado a procesos fibréticos, se observé que la expresién de PEDF aumentaba
en los animales con pancreatitis inducida, en comparacién con el grupo control.'®
No obstante, en casos como la fibrosis pulmonar idiopdtica o la glomerulonefritis,
a diferencia de otras patologias donde un exceso de angiogénesis estd asociada a
procesos fibréticos, se ha observado que una angiogénesis reducida estd asociada a

una respuesta fibrética progresiva.''”'"¢

2.4.2.3 Funcion neuroprotectora

EI PEDF es un factor neurotréfico 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 axotomfa, la excitotoxicidad por glutamato
y el estrés oxidativo.” Esta neuroprotecciéon del PEDF estaria regulada a través
del factor nuclear kappa-B (NFkB). Por ejemplo, en las células del cerebelo el
tratamiento con PEDF estimula la fosforilacién de IkB, dando una activacién y
translocacién de NFkB al nidcleo. A continuacién, NFkB induce la expresion de
multiples genes antiapoptéticos y neuroprotectores que controlan la supervivencia

celular, la proliferacién y muerte de estas células.””



2.4.2.4 Receptores de PEDF

No se ha identificado un receptor especifico del PEDE Se sugiere que puede actuar
mediante multiples receptores,” y a causa de la dificultad en identificar los recep-
tores se piensa que el PEDF sigue un patrén de sefializacién no cldsico (figura 3).
Se ha observado que el PEDF se une a dos receptores: un receptor de 60kDa en
células endoteliales, y un receptor de 80kDa que se ha encontrado en células del
epitelio pigmentario de la retina y hepatocitos.'"'* Estudios de Filleur ez a/. de-
mostraron que existen dos epitopos funcionales de PEDF: un péptido 34-mer y
un péptido 44-mer. Este tltimo se uniria al receptor de 80 kDa induciendo el efec-
to neurotréfico, mientras que el péptido 34-mer se unirfa al receptor de 60 kDa
induciendo la apoptosis, bloqueando la migracién de células endoteliales y por lo
tanto inhibiendo la angiogénesis.” El receptor de 60 kDa corresponde a un recep-
tor de laminina (no integrina) el cual facilita la actividad antiangiogénica y inhibe
la proliferacién y migracién celular. Este receptor interacciona con el PEDF en la
membrana celular de las células endoteliales induciendo su apoptosis, inhibiendo
la migracién y bloqueando la angiogénesis inducida por factores proangiogénicos
tales como el VEGF y el FGE."" Por otro lado, el receptor de membrana de 80 kDa
corresponde a una proteina 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 PEDE
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Figura 3. Vias activadas por el PEDF y su funcion celular. Adaptado de FalkT. et al. Int J Mol
Sci 2010.



Otra hipdtesis propuesta por Ren ez al. es que el PEDF ejerza sus funciones a
través de la interaccion con integrinas. Proponen que el PEDF se une a una o més
integrinas directa o indirectamente por la via 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 via o bien inhi-
biendo la activacién de kinasas. Las dos opciones bloquearian la fosforilacién o
transduccién de senal inhibiendo asi la angiogénesis.'”’

2.4.3 PEDF en patologia ocular

El balance entre el factor proangiogénico VEGF y el factor antiangiogénico PEDF
permite el funcionamiento normal de la retina y determina la formacién de vasos
nuevos, ya que el PEDF es un antagonista endégeno del VEGE'** Las células del
EPR una vez diferenciadas incrementan significativamente tanto los niveles de
VEGF como de PEDE'* Se ha observado una disminucién en la expresién de
PEDF en pacientes con DMAE,” asi como también una disminucién de la con-
centracion en el vitreo de pacientes con NVC.”

Tanto el PEDF como el VEGEF se secretan en las células del EPR. Mientras que el
VEGEF 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 VEGEF secretados por las células
del EPR. Esta pérdida de polaridad provoca una disrupcién del equilibrio secretor
entre las superficies apical y basolateral del EPR conduciendo a la alteracién de
la homeostasis retiniana y favoreciendo la aparicién de situaciones patolégicas.'**

Actualmente se ha demostrado que el PEDF representa el factor antiangiogénico

mds potente del ojo *

y también tiene efecto neurotréfico y antiinflamatorio,'”
siendo considerado como posible diana terapéutica en la prevencién de la muerte

de células de la retina y control del crecimiento de vasos anormales inducidos por
el VEGE'*

Recientemente se ha demostrado que la administracién subconjuntival diaria de
la proteina humana recombinante PEDE, asi 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 iz vivo.'*’

Por las caracteristicas descritas previamente, el PEDF puede tratarse de la diana
terapéutica mds importante para la DMAE.






Introduccidén
Modelos animales de
DMAE exudativa

esarrollar modelos animales de una enfermedad en concreto ayuda en

gran medida en el desarrollo de nuevas vias terapéuticas. El modelo ani-

mal ideal para estudiar la DMAE serfa un modelo poco costoso, que imi-
te los cambios histolégicos y funcionales de la enfermedad pero a la vez que tenga
una evolucién rdpida en el tiempo que permita estudios mds eficaces. Muchos
modelos animales imitan los cambios patolégicos 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
tardia es un objetivo altamente dificultoso por la cantidad de obstdculos que se
presentan. En primer lugar la DMAE es proceso complejo que engloba cambios
genéticos y ambientales.

No estd provocada por un defecto genético tnico, sino que existen numerosos po-
limorfismos genéticos implicados en contribuir a incrementar el riesgo de presen-
tar DMAE. El estrés oxidativo, la inflamacidn, el metabolismo de los lipidos y los
carbohidratos son mecanismos que también se han implicado en la fisiopatologia
de la DMAE. Ademis, las mayor complejidad anatémica de la retina humana en
comparacién con los modelos animales utilizados anaden mayor dificultad al ob-
jetivo. Los animales mds 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 ripida progresién de la enfermedad y son ficilmente mane-
jables genéticamente. Sin embargo, una clara desventaja que se presenta tanto en
ratones como en ratas es la ausencia de una mécula anatémica. Sin embargo los
primates no humanos presentan la anatomia retiniana mds parecida a un humano,
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Figura 4. Modelos animales que imitan NVCy sus caracteristicas. Tomado de Pennesi M. et al.
Mol Aspects Med 2012; 33: 487-509.

pero son dificiles de manipular genéticamente, caros de mantener y el curso evo-

lutivo de la enfermedad es lento.'*

2.5.1 Modelo de DMAE exudativa en roedor

La NVC es la lesion representativa de DMAE exudativa y es una causa importante
de disminucién 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 informacién acerca de los mecanismos
moleculares involucrados en la patogénesis de la formacién de la NVC al mismo
tiempo que resultaron ser modelos muy reproducibles para identificar y estudiar
tratamientos novedosos en un relativo corto periodo de tiempo. Como conse-



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

Figura 6. Red vascular coroidea
del ratén C57BL/6N observada a
través de microscopia confocal.

cuencia de esto, la terapia antiangiogénica alteré dramdticamente el pronéstico 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 continda siendo
una incégnita en algunos aspectos. Del mismo modo, los modelos animales de
NVC estdn limitados en su capacidad de imitar la compleja cadena de sucesos
que conllevan a la aparicién de NVC en pacientes con DMAE. Idealmente, un
modelo animal de DMAE exudativa deberia incluir el componente neovascular de



Figura 7. Imagen transversal (A) y sagital (B) de microscopia confocal en la que se muestra la
formacion de NVC tedido de rojo y las células del EPR tefiidas de azul.

la enfermedad pero también los cambios seniles que aparecen en la macula y que
predisponen al crecimiento de los neovasos procedentes de la coroides.

La mayoria de los modelos actuales se basan en realizar lesiones mediante ldser o
directamente de una manera mecdnica crear una lesién 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 inyeccién
de sustancias al espacio subretiniano o internamente como los modelos animales
genéticos knock-out.

2.5.1.1 NVC inducida mediante ldser

El modelo de crear una NVC mediante laser fue desarrollado inicialmente en
primates no humanos.'”” Actualmente, la adaptacién a roedores es la mds utilizada

(figura 8).

En este modelo se utiliza una alta potencia de ldser focalizada en la retina para
provocar una rotura en la membrana de Bruch. En 1989 Dobi ez a/. describieron
un modelo en rata usando un ldser de criptén de 647 nm con unos pardmetros
de 50-160 mW, spor de 100 pm y duracién de 0,1 segundos.'* Sus observaciones
iniciales fueron que las potencias mds bajas no conseguian 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 cicatrizacién avascular y tampoco consiguieron desarrollar NVC.

Las quemaduras que provocaban un spor blanco con la formacién de burbujas en
el centro con o sin hemorragia asociada son las que mostraron mds roturas de la



Figura 8. Imagen de la forma-
cion de NVC en ratén C57BL/6N
a través de microscopia confocal.

membrana de Bruch y formacién de NVC, y eso lo consiguieron con potencias
de ldser de 120 mW."*"

El primer modelo en ratén se public6 por Tobe ez al. en el ano 1998 utilizando
también un ldser de criptén de 647 nm con unos parimetros de 350-400 mW, spor
de 50 pm y duracién de 0,05 segundos para realizar 3 lesiones en el polo posterior,
consiguiendo la formacién de NVC en el 87% de los casos a las 2 semanas. Los
autores también notaron un incremento en la formacién de NVC si observaban
las burbujas en el centro al momento de realizar la lesién.'*” También se han utili-

zado variaciones utilizando un ldser de diodo, de argén o incluso Nd:YAG.'##133:134

Se han descrito numerosos métodos par analizar las NVC experimentales. A tra-
vés de angiografia fluoresceinica se puede visualizar la fuga de contraste de las
membranas, a pesar de que es dificil de cuantificar. Histolégicamente se pueden
verificar las NVC sobretodo cuando se utilizan tinciones inmunohistoquimicas

tales como la fosfatasa alcalina o anticuerpos CD31 o CD102.'%15¢

Sin embargo,
es una técnica costosa, dificil de cuantificar y técnicamente complicada para obte-
ner la muestra suficiente necesaria para la evaluacién. Otra opcién validada para
valorar la creacién de NVC es el flatmount de esclera-coroides-EPR."” La técnica
consiste en enuclear los ojos para su diseccién, eliminando el segmento anterior
y la retina. Se fija el polo posterior de una pieza compuesto de EPR, coroides
y esclera. A continuacién 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 deteccién de isolectina B-4
determina las zonas lesionadas en las que hay células endoteliales de tal forma que
se estudia la aparicién de neovasos. Con el reciente desarrollo de los SD-OCT



portitiles y modalidades avanzadas in vivo de captura de imdgenes con algoritmos
sofisticados de proceso post-adquisicién de imagen obtendremos nuevos métodos

de eleccién para estudiar la formacién de NVC mediante ldser.'*

El modelo de NVC mediante lser en roedor es atractivo por su bajo coste, por su
habilidad en generar eficientemente un alto nimero de lesiones en un solo ojo en
lo que se refiere a temas de andlisis estadistico y el corto periodo 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 ldser siguen los
mismos estadios de desarrollo: formacién precoz de la membrana, establecimiento

de una red fibrovascular madura y involucién.'**

El tiempo para la formacién de
una NVC mediante l4ser es similar en ratones y ratas, con la fase precoz ocurrien-
do la primera semana y las membranas mds maduras alrededor de los 10 dfas.'” El
principal inconveniente del modelo de DMAE exudativa inducido mediante ldser
en roedor es la inhabilidad que presenta de reproducir la compleja secuencia de
eventos que ocurren previamente y que finalmente terminan en la formacién de la
NVC. Es un modelo en el que se realiza una lesién aguda y la consecuente infla-
macién en lugar de ser el resultado de una degeneracién senil a lo largo del tiempo
y como consecuencia de una inflamacién crénica. Existen también diferencias
anatomicas en lo que se refiere al efecto de coagulacién que se produce en la retina
neurosensorial adyacente al realizar el impacto mediante ldser, cosa que no ocurre
en la DMAE exudativa en humanos. Actualmente se desconoce que extension 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 ldser 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 muridos de NVC mediante l4ser, incluido la secrecién de FGEF-2,'3140
Ang-2,"' VEGE"**'* éxido nitrico '* y metaloproteinasas.'*'*" El estudio de se-
fales intracelulares mediante kinasas o el estudio de factores de crecimiento tam-
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bién se han estudiado gracias al desarrollo de este modelo animal,
los diferentes tipos celulares involucrados en la formacién de la NVC, tales como
macréfagos " células endoteliales, '*° fibroblastos '’ y las células del EPR."
Finalmente, el modelo de NVC experimental en roedor también ha aportado da-
tos en relacién al rol de la cascada del complemento.”*">

A nivel molecular, el modelo de NVC mediante ldser en roedor ha ayudado a
establecer el concepto de farmacoterapia en los nuevos tratamientos para la NVC.
En el ano 1999, Seo er al. demostraron una reduccién significativa de la NVC
en modelo animal mediante ldser con el tratamiento via oral de un inhibidor

de la proteina kinasa.'*® Desde entonces, la inhibicién farmacoldgica de la NVC



inducida mediante ldser ha sido un drea muy activa de investigacién: las inyec-
ciones intravitreas de corticoides,”* firmacos antiangiogénicos y antiinflamato-

155-158 134,159,160 161,162 han sido

rios, anticuerpos y dispositivos de liberacién sostenida
estudiados mediante este modelo. Incluso el tltimo 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 ldser en roedor.'®

* También se realizaron ensayos preliminares en mode-
lo animal mdrido mediante ldser para evaluar la terapia génica como tratamien-
to coadyuvante a los antiangiogénicos para la NVC'**'® y que actualmente ya
se estd desarrollando en humanos. El tnico inconveniente es la investigacién de
anticuerpos humanizados mediante este modelo animal; un estudio en ratas no en-
contré una inhibicién significativa en la evolucién de la NVC cuando estas fueron
tratadas mediante bevacizumab y ranibizumab intravitreo, seguramente atribuible

a diferencias entre especies.'®’

2.5.1.2 NVC inducida mediante inyeccion subrefiniana

La inyeccién de sustancias entre la retina neurosensorial y el EPR es un mecanis-
mo adicional para formacién de NVC experimental muy prometedor. Con esta
técnica se pueden aplicar sustancias angiogénicas muy cerca de la vascularizacion
coroidea y lesionar el EPR durante la inyeccién, lo que nos permitird generar una
NVC que invada el espacio subretiniano.'"!

2.5.1.2.1 Inyeccion subretiniana de Matrigel®

Matrigel® es el nombre comercial de una mezcla de proteinas de matriz extracelular,
produciday secretada por las células de sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm.
Estd disponible en el mercado a través de una compania biotecnolégica 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 proteinas estructurales como laminina, coldgeno, algu-
nos péptidos adhesivos y factores de crecimiento. Esta mezcla es liquida a 4°C y
solidifica a 24-37°C, de tal modo que cuando es inyectada iz vivo se convierte
en forma sélida y permite que los factores angiogénicos se liberen de una forma
lenta y sostenida. Cuando fue utilizado en ratén se observé una degeneracién del
EPR y de los fotorreceptores, migracién de las células del EPR y formacién de
NVC."? En un modelo similar en ojo de conejo se realizd inyeccién subretiniana
de Matrigel® solo o bien Matrigel® con VEGE, consiguiendo la formacién de NVC
en el 100% de los casos.'”” Este modelo se utilizé también para evaluar el efecto
antiangiogénico del VEGF-trap, y demostré no solamente la inhibicién de la NVC
en ratas tratadas, sino también el mismo patrén celular a la respuesta neovascular
destacando la similitud con las lesiones de DMAE exudativa en humanos.'”” El



hecho de imitar el depésito subretiniano que encontramos en la DMAE exudativa
q
y su capacidad de actuacién mds larga para promover la angiogénesis, convierte el

uso de Matrigel® subretiniano en una técnica muy atractiva.'*'”’

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 disfuncién de este sistema juega un papel muy importan-
te en la patogénesis de la NVC."”! Muchos grupos de investigaciéon han tratado
de crear modelos animales de NVC induciendo una sobreexpresiéon de VEGF
en las células del EPR. Se ha descrito la creacién de un modelo de NVC en rata
mediante inyeccién subretiniana de vectores adenovirales expresando VEGE'7*!7
Se observé también una mayor duracién de los complejos de neovascularizacién,

incluso hasta los 20 meses post-inyeccién'’.

El problema de la inyeccién subretiniana en estos modelos se dilucida mediante
los ratones transgénicos. En los ratones rho/VEGF se produce un incremento
en la secrecién de VEGF de los fotorreceptores, y los cambios observados son

en forma de neovascularizacién retiniana sin NVC.!”®

Cuando la sobreexpresién
de VEGF ocurre en las células del EPR inducidas, como ocurre en los ratones
VMD2/VEGEF se observa neovascularizacién intracoroidea pero sin NVC que pe-
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netre la membrana de Bruch.'”® Sin embargo con el trauma local que se realiza en

la integridad del EPR al realizar la inyeccién subretiniana del vector adenoviral si

que se observa formacién de NVC.""!

2.5.1.2.3 Inyeccion subretiniana de macréfagos, hidroperdxido lipidico 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 macréfagos
son células importantes que participan en la formacién de la NVC, secretan una
variedad de factores de crecimiento que promueven la angiogénesis y se han aisla-
do a partir de complejos neovasculares.””'”* Jo et al. intentaron imitar el aspecto
fibrético de las NVC mediante inyecciones subretinianas de macréfagos en rato-

nes C57BL/6N."°

El depésito lipidico en la membrana de Bruch es una caracteristica de la patogénesis
de la DMAE."® De hecho se han encontrado lipidos oxidados en la membrana de
Bruch de pacientes con edad avanzada.'®' La inyeccién subretiniana de un lipido
oxidado (13(S)-Hydroperoxy-9Z,11E-octadecadienoic acid, HpODE) promovié
la formacién de NVC en conejo.'™ Baba ez al. reprodujeron la inyeccién del
HpODE en rata, observando una degeneracién de fotorreceptores, macréfagos



y células del EPR cargados de lipidos y la formacién de NVC.'® Utilizando esta
técnica también fue necesario crear una rotura en la membrana de Bruch con el
fin de estimular la formacién de NVC.

El rol que ejerce la cascada del complemento en la formacién de NVC ha sido
previamente demostrado en un modelo animal mediante ldser."** Lyzogubov et
al. utilizaron polietilenglicol-8 (PEG-8) para crear un modelo animal de NVC.'®
En este modelo, la inyeccién de PEG-8 promovié la activacion de la cascada del
complemento y la formacién de NVC.






Introduccidn
Administracién tépica

de fdrmacos para el segmento posterior

a administracién de fdrmacos al polo posterior del ojo sigue siendo actual-
mente una tarea complicada debido a las barreras tanto anatdmicas

como fisiolégicas existentes.'*

Las estructuras internas y externas
del ojo estdn protegidas por diferentes barreras que dificultan la pene-
tracién de fidrmacos a la concentracién necesaria. La estructura del ojo
se divide en dos segmentos: anterior y posterior. El segmento anterior estd com-
puesto por la cérnea, el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino.'®” El segmento poste-
rior estd bdsicamente compuesto por el humor vitreo, la retina, la coroides y el
nervio 6ptico. Las enfermedades que afectan al segmento posterior tales como la
retinopatia diabética, la DMAE, el edema macular diabético, uveitis requieren
una inmediata atencién para prevenir la pérdida de agudeza visual.'®*'"

Las enfermedades que afectan el polo posterior del ojo presentan unas barreras
anatomicas y fisioldgicas que hardn 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 mayoria de enfermedades que afectan
al polo posterior. Al aplicar un fdrmaco a nivel tépico las barreras estdticas (ca-
pas corneales, barrera hemato-acuosa, barrera hemato-retiniana) y las barreras
dindmicas (flujo sanguineo coroideo y conjuntival, aclaramiento linfdtico y
dilucién de la ligrima) impiden que el firmaco alcance la retina. Unicamente
1/100.000 de la cantidad de firmaco observado en la ldgrima alcanza la retina
y la coroides. ""'Los sistemas mds utilizados para tratar las enfermedades del seg-
mento posterior son las inyecciones tanto a nivel sistémico como intraocular y los
implantes. La administracién sistémica de firmacos no alcanza concentraciones
adecuadas en el tejido retiniano y presenta efectos adversos sistémicos severos.
Sin embargo, la administracion intravitrea proporciona una elevada concentra-



cién de firmaco en la retina con los inherentes efectos adversos que limitan la
terapia a largo plazo (incremento de la presién intraocular,hemorragia, catarata y

192-196) * Ademas, la naturaleza crénica de las enfermedades retinianas

endoftalmitis
hace que se suelan requerir maltiples inyecciones, incrementando el riesgo de he-
morragia vitrea, desprendimiento de retina y progresién de la catarata. La admi-
nistracién periocular permite alcanzar una elevada concentracién inicial, debido
al efecto bolus, seguido de un aclaramiento rdpido. Ademds presentan el riesgo de
producir penetracién o perforacién del globo ocular, fibrosis orbitaria, ptosis y
diplopia. Los implantes han mejorado mucho las desventajas de tener que realizar
multiples inyecciones intravitreas; sin embargo, el procedimiento quirtirgico y el
riesgo de precipitacién del firmaco puede conllevar a efectos indeseados.'”’

Actualmente se estdn desarrollando nuevas modalidades terapéuticas para facilitar
la administracién tépica de firmacos. No existen formulaciones tépicas comercia-
lizadas para el tratamiento de enfermedades del segmento posterior, sélo algunos
compuestos se estdn investigando en ensayos clinicos. 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 firmaco desde una gota hacia la retina o
el humor vitreo es limitada, principalmente debido a la larga distancia de difusion
desde el lugar de aplicacién hasta la retina y por las barreras dindmicas comentadas
anteriormente.'”® En los dltimos anos, algunos investigadores han documentado la
capacidad que tienen las moléculas pequenas de alcanzar concentraciones terapéu-

ticas en la retina y el humor vitreo aplicadas tépicamente.'”**

2.6.1 Riesgos de las inyecciones intravitreas

En el ano 2004, Jager ez al. publicaron la revisién mds importante que se ha lle-
vado a cabo sobre los riesgos de este procedimiento,”” en un nimero de 14.866
inyecciones intravitreas de agentes antivirales (ganciclovir, cidofovir, fomivirsen),
triamcinolona, firmacos anti-VEGE, 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 aument$ cuando el seguimiento
era mds largo), uveitis/iritis (6,3%), hipertensién ocular mantenida (2,4-38,3%);
mds raramente hipotensién ocular, atrofia dptica, catarata traumdtica y obstruc-
cién vascular retiniana.

La hipertension ocular mantenida, la uveitis y la aparicién o progresién de una
catarata, estarfan relacionados con el firmaco introducido, al igual que la uveitis,
la hipotonia ocular y la obstruccién vascular retiniana (cidofovir y fomivirsen).
El desprendimiento de retina estaria relacionado con la patologia ocular sub-



yacente (retinopatia por CMV y hemovitreo diabético). Este estudio considera
la endoftalmitis infecciosa como el riesgo mds 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 inyeccién de triamcinolona intravitrea.

En noviembre de 2005, el comité ético del centro médico del pacifico en Cali-
fornia®® propuso un cuestionario clinico para la recogida de datos de seguridad
tras la inyeccién intravitrea de bevacizumab. Desde noviembre de 2005 a junio de
2006 se recogieron datos de 70 centros de 12 paises, con un total de 7.113 inyec-
ciones en 5.228 pacientes, alcanzando las siguientes conclusiones:

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

(0,03%).

En relacién con el firmaco, se comunicaron los siguientes efectos adversos: infla-
macién (0,14%), progresion de cataratas (0,01%), oclusién 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 hallé 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 ez 2/.207 publicaron un estudio retrospectivo y colaborativo
de PACORES sobre la seguridad y complicaciones de las inyecciones intravitreas
de 1,25 mg o0 2,5 mg de bevacizumab, con un seguimiento de 12 meses. Recogie-
ron 4.303 procedimientos de inyeccién intravitrea en 1.310 ojos de 1.173 pacien-
tes. Reportaron complicaciones sistémicas en el 1,5% de los pacientes (0,59% de
elevacién de la tensidn arterial, 0,5% de accidentes cerebrovasculares, 0,4% de in-
fartos de miocardio, 0,17% de aneurismas arteriales ilfacos 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 uveitis, un 0,02%
de desprendimientos de retina regmatégenos y un 0,02% de hemorragias vitreas).
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Por otra parte, Moshfeghi ** publicé una revisién de 19.830 inyecciones intravitreas
de firmacos anti-VEGF realizadas, con un resultado del 0,015% de endoftalmitis.
Pilli ez al.*” publicaron una revisién de 10.254 inyecciones intravitreas de medi-
cacién anti-VEGF (406 de pegaptanib sédico, 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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En estudios anteriores de inyeccién intravitrea de firmacos antiangiogénicos, la
incidencia de endoftalmitis por inyeccién fue de 0,1 a 0,2%. *'°*"* Estudios rea-
lizados presentaron un riesgo de endoftalmitis infecciosa mds alto por inyeccién
de triamcinolona: entre el 0,1%,”” el 0,2%, ** el 0,87% " y el 1,9%*"°. A esto
hay que afadir los casos de endoftalmitis no infecciosa y pseudoendoftalmitis por
cristales de triamcinolona en cdmara anterior: entre el 0,133 y el 0,8%. *'*" En
la figura 9 se muestra el algoritmo de la inyeccién intravitrea propuesto por la
Sociedad Espafola de Retina y Vitreo en 2012 con el objetivo de disminuir la tasa
de complicaciones asociadas.

2.6.2 Obstdculos en la aplicacion topica de farmacos para
el segmento posterior

El tratamiento de las enfermedades que afectan la parte posterior del ojo es rela-
tivamente mds complejo y dificultoso comparado con las enfermedades del seg-
mento anterior.'””'® Ademds de presentar una distancia de difusién mds elevada,
la trayectoria de un firmaco administrado por via tépica es obstaculizado por
muchos componentes, por ejemplo el epitelio y endotelio corneal, la conjuntiva,
la esclera y la naturaleza acelular de humor vitreo.”"”

Precisamente debido a estas barreras, el desarrollo de fé6rmulas tépicas para el tra-
tamiento de enfermedades retinianas se ha convertido en impredecible.

Menos de 1/100.000 de la cantidad administrada tépicamente alcanzard la retina,
y a menudo esta cantidad estard por debajo de la concentracién terapéutica del

firmaco.'%%

197:220:223 E] volumen normal de ldgrima en un ojo normal es de 7-9 pl,
con una tasa de recambio de 0,5-2,2 pl/min.*** Tras la administracién de una gota
de colirio (35-56 pl), el volumen de ldgrima se ve incrementado, dando lugar a un
aumento en la tasa del reflejo de parpadeo. El exceso de volumen es drenado hacia
la circulacidn sistémica a través del conducto lacrimonasal.””* Los vasos linféticos
y la sangre de los vasos conjuntivales también colaboran al drenaje sistémico del
fidrmaco aplicado tdpicamente. A pesar de que no sea del todo cierto, la absor-
cién de fdrmaco a través de la conjuntiva se considera no productiva debido al
drenaje sistémico que realiza. El epitelio escamoso no queratinizado de la cérnea
y conjuntiva protegen el ojo de patégenos y firmacos.””” La presencia de bom-
bas que generan flujo de salida como las glicoproteinas-P en el epitelio corneal y
conjuntival dificultan también la absorcién de firmacos.”*””***' Todo estos facto-
res conjuntamente disminuyen la absorcién de firmacos aplicados tépicamente
desde la regién precorneal.

Principalmente, la penetracion de firmacos a través de la cérnea y conjuntiva se
realiza mediante un gradiente de concentracién, y depende del peso molecular



del firmaco y de su perfil lipofilico. El epitelio corneal y conjuntival actdan li-
mitando la tasa de absorcién del firmaco. Dependiendo de su lipofilicidad, el
fidrmaco penetrar el epitelio corneal y conjuntival a través de rutas paracelulares
o transcelulares. Las drogas hidrofilicas penetran el epitelio a través de una via
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transcelular. El espacio intercelular del epitelio corneal y conjuntival se en-

cuentra sellado por complejos de unién que dificultan el transporte de compues-
tos hidrofilicos.””

Por otro lado, la cantidad de firmaco que penetra por la via paracelular disminuye
a medida que incrementa su peso molecular. La conjuntiva es entre 15-25 veces
mds permeable a sustancias hidrofilicas que la cérnea, principalmente debido a
que presenta un mayor tamano en el didmetro de los poros paracelulares (3,0 nm),
permitiendo penetrar moléculas de entre 5-10kDa. Sin embargo, el didmetro de
los poros paracelulares del epitelio corneal es de 2,0 nm, permitiendo la penetra-
cién de moléculas con tamano inferior a 500 Da.*** Asi pues, la conjuntiva cubre
aproximadamente el 8% de la superficie ocular, su densidad de poros es 16 veces
mayor al de la cérnea y el tamafo del espacio paracelular es aproximadamente
230 veces mayor que el de la cérnea.”” Estas propiedades del epitelio conjuntival
ha hecho que tenga mucha mds importancia el estudio de la via de absorcién no
corneal en el tratamiento tépico de enfermedades de la retina.

La penetracién de firmacos a través de las uniones estrechas paracelulares se puede
potenciar afiadiendo un agente quelante como el EDTA y potenciadores de per-
meabilidad como el éter polioxietileno-20 estearil.””**" A pesar de la elevada per-
meabilidad que presenta la conjuntiva cuando es aislada, los firmacos que entran
a través de esta ruta sufren un aclaramiento rdpido en un modelo animal debido a
la presencia de circulacién sanguinea y linfitica.””* Cuando la fraccién de firmaco
supera las barreras conjuntivales penetrard a través de la esclera hacia la circulacién
coroidea y llegard hasta las células del EPR (barrera hemato-retiniana externa)
antes de alcanzar la retina neurosensorial.

2.6.3 Vias de penetracion del farmaco hasta el polo posterior

La administracion tépica sigue siendo el modo de eleccién para el tratamiento de
enfermedades que afectan al segmento anterior, y los firmacos en forma de colirio
constituyen actualmente mds del 90% de las medicaciones comercializadas en
oftalmologia. Sin embargo, a pesar de que esta ruta estd bien establecida presenta
considerables dificultades a la hora de alcanzar el segmento posterior. Las mismas
propiedades anatémicas y fisiolégicas que protegen el globo ocular dificultan la
correcta absorcién de fdrmacos. A pesar de la baja biodisponibilidad en el tejido
retiniano, la administracién tépica para el tratamiento de enfermedades retinianas
es atractiva por su naturaleza minimamente invasiva. La absorcién no corneal jue-



ga un papel importante en la absorcién de firmacos hidrofilicos que dificilmente
penetran la cérnea.

Menos del 5-10% del férmaco que supera el aclaramiento precorneal entra en el
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ojo principalmente a través de la cérnea”’ y de la conjuntiva
corneal, el firmaco entra a la cdmara anterior y se distribuye alrededor de los
tejidos como el cristalino, iris, cuerpo ciliar, vitreo y retina.””’ Algunos estudios
indican también que el firmaco que penetra a través de la cérnea se difunde late-

ralmente hacia la esclera y se distribuye en otros tejidos intraoculares.”

La pene-
tracién de fdrmacos hacia el polo posterior tras absorcién no corneal puede ocurrir
de tres formas: por difusién a través de la conjuntiva, esclera, coroides y retina, o
bien por aclaramiento del firmaco por los vasos sanguineos conjuntivales hacia la
circulacién sistémica y re-entrando en el ojo a través de esta, o bien por difusién
lateral desde la conjuntiva hacia la cérnea, iris, cuerpo ciliar y por lo tanto hacia la

cdmara anterior y otros tejidos intraoculares ***** (figura 10).

Muchos de los estudios realizados para identificar el rol de la rutas corneal y no

corneal los realizaron Ahmed y Patton,”” concluyendo que mds del 90% del fér-
maco absorbido a través de la cérnea se queda en la cdmara anterior, mientras

que el firmaco absorbido a través de la conjuntiva evita la cdmara anterior y se
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Figura 10. Rutas de penetracion intraocular de farmacos aplicados de forma tépica. Adaptado
de Boddu S. et al. Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 2014: 8; 27-36.



distribuye principalmente por el tracto uveal y el humor vitreo. También obser-
varon que la absorcién corneal incrementa con la lipofilicidad del férmaco y que
los firmacos que son esencialmente hidrofilicos entran en el ojo a través de la
via conjuntival. La mayoria de estudios publicados reportan la concentracién en
la retina de firmacos administrados tépicamente. 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 Farmacos administrados topicamente para enfermedades del
segmento posterior

A pesar de los impedimentos descritos previamente, la ruta tépica sigue siendo
una buena opcidén por la facilidad de acceso y aplicacién. Tanto estudios clini-
cos como preclinicos han demostrado que es posible alcanzar efectos terapéuti-
cos en el segmento posterior tras la instilacién tdépica del firmaco. Los principa-
les firmacos tépicos estudiados para realizar su funcién en el polo posterior del
ojo son el profirmaco TG100801 (multitargeted kinase inhibitor), el pazopanib
(inhibidor de la tirosina kinasa), la mecamylamine (antagonista nicotinico), la es-
cualamina (aminoesterol), el aganirsen (antisense oligonucleotide), la somatostatina
y el regorafenib —fdrmaco antitumoral que bloquea las quinasas implicadas en la
angiogénesis tumoral (VEGFRI, -2, -3, TIE2), la oncogénesis (KIT, RET, RAF-1,
BRAE BRAFVG600E) y el microambiente tumoral (PDGFR, FGFR)-.>%

Los nanosistemas, tales como las nanoparticulas o las nanosuspensiones, estdn
poco a poco tomando importancia en el campo de la administracién ocular de
firmacos.

Los nanotransportadores tienen el potencial de mejorar la eficacia y la
biodisponibilidad ocular de firmacos eliminando los problemas que generan las
barreras de difusién. Recientemente, Velagleti ez 2/. han desarrollado formulacio-
nes nanomicelares para la voclosporina, un inhibidor de la calcineurina de préxi-
ma generacién.”’ Los estudios de distribucién del firmaco a nivel intraocular tras
instilacién tépica de formulaciones nanomicelares en conejos mostraron una con-
centracién mds elevada de voclosporina en retina y coroides, siendo indetectables
los niveles encontrados en el humor vitreo. La misma formulacién en nanomice-
las también alcanzé concentraciones terapéuticas de dexametasona en coroides y

retina tras su aplicacién tdpica en conejos.”*

Sin embargo, el mecanismo exacto
a través del cual las nanomicelas alcanzan la retina tras su aplicacién tépica se

desconoce actualmente.



En la actualidad existe un aumento en la tendencia del uso de proteinas y péptidos
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en el tratamiento de enfermedades de la retina.””’ Sin embargo no todas consiguen
penetrar hacia la parte posterior del ojo tras su aplicacién tdpica, principalmente
debido a su elevado peso molecular (50-100kDa). Para incrementar su efecto
se han utilizado potenciadores de la absorcién. Sin embargo, su uso ha resul-
tado ser toxico para la cornea provocando la pérdida de las uniones adherentes

inter-epiteliales.
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Materiales y métodos
Experimentos in vitro

perimentacién iz vitro y una segunda fase de experimentacién in vivo. A

I E | estudio estd disefiado en dos grandes bloques: una primera fase de ex-

continuacién se explica en detalle el disefio experimental de las dos fases:

Los experimentos 7z vitro fueron realizados con cultivos primarios de células
endoteliales de la vena del cordén 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) especificamente desarrolla-
das para la realizacién de este estudio.

3.1.1 PEDF sintético

El péptido sintético 44-mer derivado de las posiciones de aminodcidos Val78-
Thr121 del PEDF humano tiene actividad neurotréfica, 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 fraccién activa
34-mer a través de la companfa BCN PEPTIDES (Barcelona, Espana).

Los péptidos, cuyas secuencias corresponden a fragmentos de la proteina PEDE
fueron sintetizados en fase sélida. La resina se deposité en el reactor de sintesis
equipado con una placa filtrante. La incorporacién del residuo C-terminal se rea-
liz sobre resina 2-clorotritilo. El primer aminodcido se disolvié en diclorometano
y dimetilformamida. Se afiadié6 N,N-diisopropiletilamina. Se transfiri6 la disolu-
cién con aminodcido y base al reactor y se agité durante 45 minutos. Pasado ese
tiempo se afiadié metanol y se dejé reaccionar durante 10 minutos. Se filerd y se
descarté el filtrado. La resina se lavé con diclorometano y dimetilformamida. En
cada lavado se filtraron y descartaron los filtrados. Para la incorporacién de los



aminodcidos siguientes se utilizaron 2,5 Eq de 9-fluorenilmetoxicarbonilo-ami-
nodcido, 2,5 Eq hidroxibenzotriazol y 2,5 Eq N,N’-diisopropilcarbodiimida. Para
la reaccién de acoplamiento se dejé reaccionar 40 - 60 minutos y se controlé la
incorporacién del aminodcido con un test de ninhidrina. Si el test de ninhidrina
era positivo se realizaba una etapa de reactivacién durante 15 - 30 minutos con
hidroxibenzotriazol y N,N’-diisopropilcarbodiimida.

Siel testde ninhidrina continuaba siguiendo positivo, se realizaba un reacoplamien-
to con 1,25 Eq de 9-fluorenilmetoxicarbonilo-aminodcido, hidroxibenzotriazol y
N,N’-diisopropilcarbodiimida. Si el test de ninhidrina era negativo se continuaba
la sintesis con la etapa de desproteccién del grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo me-
diante tratamiento con una disolucién 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 procedia a la incorporacién del siguiente
aminodcido.

La etapa de aciddlisis se realizé utilizando un céctel de 4cido trifluoroacético con
reactivos captadores de los grupos protectores de las cadenas laterales de los ami-
nodcidos correspondientes a cada secuencia y precipitando con éter dietilico. Se
obtuvieron entre 1g-1,5g de péptido crudo. El crudo se purificé en un siste-
ma semipreparativo equipado con una columna NW50 rellena de silica kromasil
10 pm. El péptido se suspendié en dcido acético 0,1N y se anadi6 resina DOWEX
acondicionada en 4cido acético 0,1N. El compuesto final contraidn acetato se re-
cuperé por filtracidn y se caracterizé por HPLC y espectrometria de masas en un
Egipo ESI-MS. Todos péptidos sintéticos derivados de la proteina PEDF que se
sintetizaron fueron péptidos de peso molecular inferior a 2kDa.

3.1.2 Ensayo de migracion celular

Una de las propiedades a evaluar de las faPEDF es la inhibicién de la migracién de
células endoteliales. Para este fin se realizé el ensayo de cicatrizacién 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-
tuy6 el medio de cultivo por medio sin suero para frenar la proliferacién; 24 horas
después, las células fueron tratadas con 5-fluorouracilo 1 mM durante 15 minutos
y seguidamente se realizaron las heridas 7z 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 monitorizé el cierre de la herida hasta un maximo de 12 ho-
ras realizdindose fotografias a través de un microscopio de contraste de fases. Para



la presentacién cuantitativa de los resultados, el porcentaje de la distancia total
migrada desde el borde de la monocapa se determiné utilizando un software de
imagen (Image ]) en cinco posiciones distintas (cada 5 mm).

3.1.3 Ensayo de formacion de tibulos

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 VEGE. Con este ensayo, se evalué la capacidad inhibitoria
de formacién de tubos de las distintas faPEDE Se aplicé Matrigel® (10 mg/ml)
en una placa de cultivo celular de 0,5ml/35mm y se incubé a 37°C durante
30 minutos. A continuacién 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 continuacién fueron lavadas con medio de crecimiento y resuspendidas
a una concentracién de 1,5x10° células/ml en un medio de crecimiento celular
endotelial como preparacién para su tripsinizacién. A continuacién las células se
anadieron a las placas de cultivo celular recubiertas con Matrigel®, se incubaron
a 37°C al 5% de CO,, monitorizdndose con una magnificacién de 10x entre 6
y 16 horas. Se midié el nimero de tibulos formados y su longitud utilizando un
software de imagen (Image J).

3.1.4 Ensayo de exclusion con azul tripdn

Para determinar la viabilidad celular se empled el método de tincién con azul
tripdn. El azul tripdn es un colorante vital que se introduce en el interior de las
células que presentan ruptura o dafio en la membrana plasmdtica. 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 incubacién de 5 horas con FBS al 0,5% y, finalmente, trata-
das simultdneamente durante 16 horas con VEGF vy diferentes concentraciones
(5, 10 y 50nM) de las siete faPEDE Posteriormente, las células fueron tripsiniza-
das y la viabilidad celular se determiné realizando un conteo de las células tenidas
de azul (no viables) y de las células brillantes (viables) tras realizar la tincién con
azul tripdn al 0,2%.






Materiales y métodos
Experimentos in vivo

nicialmente se hizo la previsién de desarrollar una segunda fase de experimen-
Itacién animal 7z vivo siempre que los resultados obtenidos previamente en
el estudio 7 vitro fuesen satisfactorios. Los animales utilizados en todos los
procedimientos de este experimento 7z vivo fueron ratones C57BL/6N de 6 a 12
semanas de edad (figura 11). Todos los experimentos fueron realizados utilizando
anestesia inhalada. La induccién anestésica se realizé en cdmara de induccién con

una mezcla de isoflurano al 2% utilizando una mascarilla nasal.

3.2.1 Modelo animal de neovascularizacion coroidea

La NVC fue inducida por rotura de la membrana de Bruch mediante aplicacién
de léser verde en los dos ojos de cada animal. Para realizar esta técnica se utilizé
el equipo Micron III (Phoenix Research Labs, Pleasanton CA, USA). Este equipo
permite la realizacién de lesiones con ldser verde de 532nm en ratones de una
manera efectiva y reproducible, optimizando la obtencién de NVC en mds del
90% de los casos. Se realizaron 4 lesiones en cada ojo en las posiciones 3, 6, 9y
12 horas (posicién de reloj) en el polo posterior a la misma distancia del nervio
o6ptico en 30 ratones.

Se probaron diferentes potencias (100-1000 mW), duracién de impacto (50-
200 ms) y tamafos de spot (50-75 um) para optimizar los pardmetros del ldser al
realizar la lesién y obtener asi un modelo fiable y actualizado de NVC en rat6n

C57BL/6N.

El disefio del estudio de formacién de NVC en modelo animal y su optimizacién
se muestra esquemdticamente en la figura 12.
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Figura 11. Ratones C57BL/6N de 6 a 12 semanas de edad utilizados para el ensayo.

Los 30 ratones se dividieron en 6 grupos de 5 animales cada uno, que recibieron
eutanasia los dias 1, 2, 3, 5, 7 y 15 post-ldser para estudios post mortem. El gru-
po de 5 ratones que se mantuvo con vida hasta los 15 dias fue utilizado para la
realizacién de pruebas in vivo (angiografia fluoresceinica y electrorretinograma

focal, fERG).

Una vez sacrificados, un grupo de 15 ratones se utilizd para diseccién y montaje
del polo posterior en forma de flatmount (EPR+coroides+esclera) y realizacién de
inmunofluorescencia para deteccién de células endoteliales. Dicha técnica permite
la deteccién de posible neovascularizacién en las zonas de lesion coroidea. El otro
grupo de 15 ratones se utilizd para extraccién de RNA de la retina para estudio
de expresién génica mediante g-PCR de genes relacionados con la inflamacién
(MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1), estrés glial (GFAD, proteina gliofi-
brilar 4cida) y angiogénesis (VEGF).

3.2.1.1 Angiografia fluoresceinica

La angiografia fluoresceinica se fundamenta en la administracién de un compues-
to fluorescente (fluoresceina sddica) que pasa al torrente sanguineo tras su admi-
nistracion intraperitoneal. Cuando el contraste alcanza los vasos de la retina, y
mediante un filtro de fluorescencia, se realizan imdgenes de toda la red vascular
retiniana (figura 13) para el estudio esencialmente de exudacién y difusién de
contraste que mostraran las dreas de NVC (figura 14).
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Figura 12. Distribucién por grupos de ratones C57BL/6N. Se dividieron en 7 grupos de 5
animales cada uno. Cinco grupos se sacrificaron los dias 1,2, 3,5y 7. Un dltimo grupo se
sacrificd a los 15 dfas, realizdindose angiografia fluoresceinica los dias 2,4, 7,9, 11y 14y
electrorretinograma focal los dias 7 y 14. Cinco animales fueron el grupo control sin léser,
realizandose el estudio flatmount, RNAy electrorretinograma focal.

La angiografia fluoresceinica se realizé los dias 2, 4, 7, 9, 11 y 14 para el estudio
de la evolucién de las lesiones y aparicion de neovasos. Para la realizacion de esta
prueba se anestesiaron los animales, se les dilaté la pupila con tropicamida t6pica
y se les inyect6 10 pl/g de fluoresceina sédica al 1% por via intraperitoneal, anali-
zando las imdgenes del fondo de ojo con filtro fluorescente a los minutos 1, 5y 10
post-administracién. Para medir el tamano de las lesiones se utilizé el software de

imagen Image J (figura 15).

Figura 13. Imagen de angiografia
fluoresceinica que muestra la red
vascular retiniana en ratén C57BL/6N.




Figura 14. Imagen de fondo de ojo (A) y angiografia fluoresceinica (B) de la NVC realizada
mediante laser verde.

Figura 15. Método de cuantificacion del drea de difusién de contraste de cada lesion median-
te AGF utilizando el software del programa Image J.

3.2.1.2 Electrorretinograma

El electrorretinograma consiste en la estimulacion 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 cérnea. Sirve para medir la actividad eléctrica de la
retina y asi poder cuantificar la funcionalidad en cuanto a la transmisién de im-
pulsos nerviosos. El fERG nos permite medir esa actividad en una zona concreta
de la retina. La estimulacién mediante flashes de luz y la consiguiente lectura de
impulsos se puede realizar en condiciones fotdpicas (el ojo estd adaptado a la luz)
o escotdpicas (el ojo estd adaptado a la oscuridad).



Dependiendo del grado de adaptacién la respuesta que obtendremos serd diferen-
te. La respuesta eléctrica retiniana se manifiesta como una onda cuyos principales
componentes por orden de aparicién 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 Miiller y las células bipolares (figura 16). Las células ganglionares
no participan en el fERG. Para el estudio se realizé unicamente fERG escotdpico
debido a que la retina de los ratones se encuentra minimamente poblada de conos,
siendo los bastones la mayoria de fotorreceptores existentes. Los animales fueron
adaptados a la oscuridad las 12 horas previas a la realizacién de la prueba. Pos-
teriormente se les anestesi6 y se dilataron las pupilas con tropicamida tépica. Se
colocaron los electrodos, y el spot se ubic en la zona de interés (lesién/no lesion)
para la posterior realizacién del fERG. Se evalud la respuesta de la retina a diferen-
tes intensidades de flash de luz.

El fERG se realizé para el estudio de la funcién de la retina en las zonas lesionadas
los dias 7 y 14. Los 5 animales restantes que no fueron sometidos a fotocoagulacién
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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 Miiller). El tiempo de latencia indica la rapidez en la respuesta. B: fERG en 2 zonas de NVC
provocadas con laser verde donde se observa una disminucién de las ondas a y b asi como un
incremento en el tiempo de latencia, sugiriendo dafio en el tejido retiniano.



fueron utilizados como controles tanto en las pruebas iz vivo (fERG y angiografia
fluoresceinica) como en las pruebas post mortem (inmunofluorescencia en flat-
mounty q-PCR).

3.2.1.3 Inmunofluorescencia en “flatmount”

Para la identificacién y detecciéon de células endoteliales se realizé
inmunofluorescencia en flatmount. Para realizar esta técnica, se procedié a enuclear
los ojos de los ratones C57BL/6N vy su posterior inmersién en PBS. Se realizé la
diseccién 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 £1j6 durante 30 minutos en MetOH a -20°C y posteriormente se lavo tres veces
durante 10 minutos en PBS y Tween-20 al 0,1%. A continuacién se bloqueé la
muestra en PBS, Tween-20 al 0,1% y BSA al 3%. Se afadié isolectina B4-FITC
(1:50) y se monté en plano con fluoroshield en un portaobjetos, guardindolo en
condiciones de oscuridad a 4 °C. Posteriormente se visualizaron las preparaciones
en un microscopio de fluorescencia. Para evaluar de la formacién de NVC en
el modelo animal se realizé un andlisis cualitativo de las zonas lesionadas, ob-
servando la aparicién de las estructuras que preceden a la formacién de células
endoteliales. Para la evaluacién del tratamiento tépico con la faPEDF se realizé
un analisis cuantitativo del 4rea de neovascularizacién formada, utilizando un sof-
tware de imagen (Image J).

3.2.1.4 Extraccion de RNA de retina y andlisis de expresion génica mediante g-PCR

Para la evaluacién de la expresién génica de genes relacionados con la inflamacién
(MCP-1), estrés glial (GFAP) y angiogénesis (VEGF) se procedié a la extraccién
de RNA de retina y su posterior andlisis mediante g-PCR. Para la extraccién de
RNA a partir de un cultivo celular se retiré todo el medio de la placa de cultivo y
se lavaron las células con 500 pl de PBS. Posteriormente se afiadié 1 ml de Trizol
por cada 10 cm? y se desengancharon las células de la placa de cultivo con un ras-
pador en frio (sobre hielo) para pasarlas a tubos de Eppendorf.

El homogenizado resultante se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambien-
te, se afiadieron 200 pl de cloroformo por ml de Trizol inicial y se incubé de nuevo
durante 3 minutos a temperatura ambiente. A continuacién se cuantificé la con-
centracién de RNA mediante el espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Waltham MA, USA). En una segunda fase se realizd el tratamiento
con DNasa mezclando 2 ug de RNA, 0,5 pl de DNasa, 1 pul de buffer y H20 hasta
10 pl. Se incubé a 37°C durante 30 minutos y posteriormente se afadié 1pl de
EDTA 50 nM para volverlo a incubar durante 5 minutos a 75 °C. A continuacién
se procedid a la retrotranscripcion utilizando el kit High-Capacity cDNA Archive
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Kit (Applied Biosystems, Cat No. 4322171) y finalmente se realiz6 la real time
PCR utilizando el compuesto orgdnico SybrGreen y el equipo LightCycler 480
(Roche Diagnostics).

3.2.2 Administracion topica del tratamiento

Las faPEDF elegidas fueron preparadas en forma de colirio por la empresa BCN
PEPTIDES (Barcelona, Espafa). En base a los resultados obtenidos en los estu-
dios in vitro y a la estabilidad de las diferentes fracciones se decidié iniciar la fase
in vivo con la faPEDF3. La faPEDF2 se descarté no por su eficacia demostrada
en los ensayos 77 vitro sino por ser inestable en forma de colirio debido a sus ca-
racteristicas bioquimicas. Se programé un experimento ciego con los tratamientos
A, By C, sabiendo que uno era placebo, uno contenia la molécula escogida, en
este caso la faPEDF3 a una dosis de 1 mg/ml y el otro contenia la faPEDF3 a una
dosis de 10 mg/ml. Sélo el laboratorio BCN PEPTIDES conocia qué firmaco se
administraba en cada caso, de manera que el ciego disefiado para el estudio sélo se
destap6 un vez finalizado el mismo y analizado los resultados. El colirio A contenfa

faPEDF3 1 mg/ml, el colirio B faPEDF3 10 mg/ml y el C placebo.

El diseno del estudio 77 vivo de tratamiento tépico se muestra esquemdticamente

en la figura 17.

Inmunofluorescencia
en flatmount

Dias post-laser — 7 dias 14 dias  Total grupo

Tratamiento A
faPEDF3 1 mg/ml

Tratamiento B
faPEDF3 10 mg/ml

Tratamiento C
Placebo

4 ratones 3 ratones 3ratones 10 ratones
4 ratones 3 ratones 3ratones 10 ratones

4 ratones 3 ratones 3ratones 10 ratones

Total por técnica 12 ratones 9 ratones 9 ratones

Figura 17. Disefio experimental y distribucién por grupos de tratamiento con colirio de
faPEDF3. En el ojo adelfo del grupo RNA no se realizd laser y sirvié de grupo control para el
estudio de expresién génica mediante g-PCR.



Se utilizaron un total de 30 ratones distribuidos en 3 grupos de 10 animales cada
uno en funcién del nimero de dias que fueron tratados tras la induccién de la
NVCy de los cuales se formaron subgrupos de tratamiento con colirio A, By C.

Un primer grupo de 9 animales (grupo 7 dias) se dividié en tres subgrupos de 3
animales cada uno para ser tratados con los colirios A, B o C. Este grupo empez6
el tratamiento dos dias antes de realizar la lesién con ldser y hasta 7 dias después,
cuando los animales fueron sacrificados. Un segundo grupo de 9 animales (grupo
14 dias) se dividi6 en tres subgrupos de 3 para ser tratados con los colirios A,B y
C respectivamente.

Los ratones empezaron a tratarse dos dias antes de realizar la lesién con ldser y hasta
14 dias después, cuando se aplicé eutanasia a los animales. Estos dos grupos, una
vez sacrificados, fueron utilizados para diseccién y montaje del polo posterior en
forma de flatmount (EPR+coroides+esclera) y realizacién de inmunofluorescencia
para deteccién de células endoteliales (anti-isolectina B4). Un tercer grupo de 12
animales (grupo RNA) se dividi6 en tres subgrupos de 4 animales que fueron tra-
tados con los colirios A, B y C respectivamente. Este grupo empez6 el tratamiento
dos dias antes de realizar la lesién con ldser y hasta 3 dias después, cuando los
animales fueron sacrificados.

El ojo adelfo de este tltimo grupo recibié también tratamiento pero sin haberse
realizado lesién previamente con ldser, de manera que fueron el grupo control para
el andlisis de expresidn génica. Los ojos de estos animales, una vez sometidos a eu-
tanasia, fueron utilizados para realizar extraccién de RNA de la retina para estudio
de expresién génica mediante q-PCR de genes relacionados con la inflamacién

(MCP-1), estrés glial (GFAP) y angiogénesis (VEGF).

Paralelamente, todos los grupos fueron utilizados para la realizacién in vivo de
angiografia fluoresceinica los dias 3,7 o 14 en funcién del grupo en el que se en-
contraban para el estudio de evolucién de las lesiones y confirmar la aparicion de
neovascularizacién.

Previamente al inicio del ensayo de administracién tépica del tratamiento se efec-
tuaron varios estudios para determinar la ventana de tiempo 6ptima para la dura-
cién del tratamiento tépico en el modelo animal, motivo por el cual no se realizé
tratamiento en ningtin grupo durante mds de 14 dias. Todos los grupos recibieron
una pauta de instilacién tnica de colirio cada 24 horas.

3.2.3 Eutanasia

Todos los animales fueron sometidos a eutanasia con CO, segtin el protocolo ético
establecido.



3.2.4 Analisis estadistico

El anilisis estadistico se realizé utilizando el test ANOVA univariante, el test com-
parativo mdltiple de Bonferroni y #student para todos los experimentos iz 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 Etico de Experimentacién Animal y el Centro
Nacional de Biotecnologia, que son los 6rganos encargados especificamente de
dar cumplimiento al RD 53/2013 de 01 de febrero de 2013, que establece en su
capitulo VI, articulo 37 la “Creacién de los érganos encargados del bienestar los
de los animales”. Se establecieron y revisaron los procesos operativos internos con
respecto al control, la comunicacién y el seguimiento de la informacidn relaciona-
da con el bienestar de los animales.

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

Se utilizaron el menor niimero de animales posibles para la consecucién de los
objetivos, asi como también se vel6 para que los animales no sufrieran innecesaria-
mente, proporciondndoles analgésicos, anestésicos y otras sustancias apropiadas.

Los métodos eutandsicos empleados se adecuaron a la especie en cuestién, utili-
zando en este caso CO,.

Todo el personal que participé en los procedimientos estaba acreditado y entrena-
do para desempenar las tareas que les correspondia.
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Resultados
Experimentos in vitro

ada una de las 7 fracciones activas de PEDF derivadas de la cadena ter-

minal 34-mer fueron evaluadas iz vitro para determinar cudl de ellas pre-

sentaba mayor actividad antiangiogénica (figura 18), obteniéndose los
siguientes resultados.
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EnNGZElE 44-mer efecto antiangiogénico.

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 fraccion 34-mer.
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4.1.1 Resultados del ensayo de migracion celular

En este ensayo, las células HUVEC se trataron con las siete diferentes fracciones
activas de PEDF a diferentes concentraciones (5, 10 y 50nM) respectivamente.
Todos los tratamientos fueron realizados en medio de cultivo EBM suplementa-
do con VEGE La migracién de las células en el drea de la herida se evalué en el
minuto 0 y después de 4 y 12 horas de incubacién mediante toma de imdgenes
(figura 19 y 20). La migracién de las células se cuantific6 midiendo la distancia
entre el borde de la herida hasta la célula mds migrada en diferentes puntos (figura
21). Cada experimento se realizé 3 veces con el fin de aumentar la fiabilidad del
ensayo. Las faPEDF2 y faPEDF3 inhibieron de manera estadisticamente signifi-
cativa la migracién celular inducida por el VEGF a concentraciones superiores a

10nM (p<0,05).

Figura 19. Migracién celular sin presencia de PEDF a las 0, 4 y 12 horas (A, By C). Las células
migran hasta contactar los dos extremos. Sin embargo, cuando se afiade PEDF se aprecia una
minima migracion celular que ocurre tras 12 horas de exposicién (D).
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Figura 20. Diferencias en migracion celular
de faPEDF 50 nM a las 12h. Observamos una
mayor inhibicién en la migracién celular con
las faPEDF2 y faPEDF 3.
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Figura 21. Efecto dosis-dependiente de las fracciones de PEDF en la migracion de las células
HUVEC. Las fracciones 2 y 3 mostraron una mayor inhibicion de la migracion de células
endoteliales a concentraciones de 10nM y 50 nM. * p<0,05.

4.1.2 Resultados del ensayo de formacién de tibulos

Las células HUVEC tienden a formar tibulos parecidos a formaciones capilares
cuando se colocan en la membrana basal de una matriz de Matrigel® y se les afiade
VEGE, imitando los pasos que se producen durante la angiogénesis. Cuando trata-
mos las células HUVEC conjuntamente con las faPEDF la formacién de tdbulos
se interrumpe y las células aparecen dispersadas en la matriz de Matrigel® (figura
22). Se testaron las distintas faPEDF para el estudio de inhibicién de formacién
tubular, tratando las células con concentraciones desde 5nM y aumentando pro-
gresivamente hasta 10nM y 50 nM.

Cada experimento se realiz6 3 veces con el fin de aumentar la fiabilidad del ensayo.
Las faPEDF2 y faPEDF3 mostraron una disminucién en la longitud de tibulos
formados a partir de concentraciones de 50 nM. Sin embargo, estos resultados no
alcanzaron significacién estadistica. La faPEDF2 se mostré efectiva en la inhibi-
cién de formacién de tibulos en todas las concentraciones (p<0,05), pero no la
faPEDF3, que sélo fue efectiva a partir de 10 nM. Las faPEDF6 y faPEDEF7 sélo
consiguieron buenos resultados inhibiendo la formacién de tdbulos a concentra-
ciones de 50 nM (p<0,05) (figuras 23 y 24).

4.1.3 Resultados del ensayo de exclusion con azul tripdan

En este ensayo se evalué la eficacia inhibitoria de las faPEDF sobre el efecto de
supervivencia celular que genera el VEGF a diferentes concentraciones (5nM,
10nM y 50 nM). Cada experimento se realiz6 3 veces con el fin de aumentar la
fiabilidad del ensayo. Las células HUVEC fueron tripsinizadas y la viabilidad ce-



Figura 22. Ensayo de formacidn tubular. Las células HUVEC tienden a formar tibulos cuando
son co-cultivadas con VEGF (A). Observamos la ausencia de formacion tubular cuando son
co-cultivadas con VEGF y PEDF (B).
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Figura 23. Ensayo de formacidn tubular. Las faPEDF2 y faPEDF3 mostraron efecto en disminuir
la longitud tubular a partir de una concentracién de 50 nM. La faPEDF2 también mostrd efecto
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Figura 24. Diferencias en formacion de tubos
a exposicion de faPEDF de 10 nM. La mayor
inhibicion en la formacion tubular se observa
con las faPEDF2 y faPEDF3.
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lular se determiné realizando un conteo de las células tenidas de azul (no viables)
y de las células brillantes (viables) tras realizar la tincién con azul tripan al 0,2% .
El efecto observado de inhibicién de la viabilidad celular mediante el tratamien-
to con las distintas faPEDF fue dosis dependiente. Cuando las HUVEC fueron
incubadas con faPEDF a una concentracién de 5nM, las fracciones faPEDF2 y
faPEDF3 abolieron completamente los efectos de supervivencia celular mediada
por VEGF comparada con otras faPEDF vy alcanzaron significacién estadistica

(p<0,05) (figura 25).
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Figura 25. Ensayo de viabilidad celular mediante exclusién por tincién con azul tripén. A
concentraciones de 5nM, las faPEDF2 y faPEDF3 mostraron una inhibicién completa de la
supervivencia celular mediada por VEGF.






Resultados
Experimentos in vivo

a primera fase de los experimentos iz vivo fue realizada con el objetivo de
Ldeterminar la reproducibilidad de la técnica de realizacién de las lesiones
mediante ldser verde de 532 nm y la caracterizacion de la evolucién del mo-
delo de NVC para la posterior utilizacién 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 neovascularizacion coroidea

Para el desarrollo del modelo de NVC se dividi6 el ensayo en 3 fases. Una pri-
mera fase donde se realizé la fotocoagulacién con ldser verde de 532 nm, la se-
gunda fase que incluyé los estudios de seguimiento 77 vivo mediante angiografia
fluoresceinica y electrorretinograma focal, y la ltima fase donde se realizaron los
estudios post mortem que incluyeron la inmunofluorescencia en flatmount y la
extraccién de RNA de retina para andlisis de expresién génica mediante q-PCR.
La cantidad de ratones C57BL/6N vy la distribucién por grupos se encuentra en el
apartado de material y métodos resumido en el esquema de la figura 12.

4.2.1.1 Fotocoagulacion mediante ldser verde 532 nm

Las condiciones del ldser se establecieron a 250 mW de intensidad y 100 ms de
duracién, con un tamano de spor de 50 um. Estas condiciones se encontraban den-
tro del rango de pardmetros recomendados por el fabricante del equipo Micron
III (Phoenix Research Labs, Pleasanton CA, USA). Previamente, se desarrollaron
diferentes estudios para testar los pardmetros de ldser en referencia a potencia,



88 Resultados (4.2)

duracién de impacto y spot para determinar cudles eran los mds 6ptimos y por lo
tanto aptos para ser utilizados en nuestro modelo animal.

Se probaron todas las combinaciones de parimetros que inclufan potencias de
entre 100-1000 mW, duraciones de impacto de entre 50-200 ms y tamanos de
spot entre 50 y 75 pum. Inicialmente el método utilizado en los primeros ensa-
yos fue un oftalmoscopio indirecto con un ldser verde de 532 nm incorporado y
una lente de 90 dioptrias (figuras 26 y 27). Posteriormente se adquirié el equipo
Micron III (figura 28) que fue el que se utilizé para el desarrollo de todo el ensayo
con los parimetros previamente descritos. El objetivo era provocar una rotura de
la membrana de Bruch para provocar la aparicién de NVC (figura 29). Se realiza-
ron 4 lesiones de distribucién peripapilar en cada animal.

4.2.1.2 Angiografia fluoresceinica

Se realizé angiografia fluoresceinica en diferentes tiempos: 2,4,7,9,11 y 14 dias
post-ldser (figura 30). En cada prueba se tomaron fotos de las lesiones realizadas y
se cuantificé su evolucién midiendo el 4rea de cada una de las 40 lesiones creadas.

Se observé que durante los primeros dias (2 a 4 dias) existié una reduccién en el
tamafo de las lesiones, seguramente atribuida a una disminucién en la inflama-
cién. Seguidamente, entre los 4 y 7 dias, se observé un incremento de tamafio de
estas lesiones que seguramente fue debido a la aparicién de neovasos (figura 31).
A partir de ese momento las 4reas de lesidn se estabilizaron y no aumentaron mds
debido al proceso de cicatrizacidn, a pesar de que el proceso de neovascularizacién

pudiera estar también evolucionando.

%

N

Figura 26. Desarrollo del modelo animal de NVC.En  Figura 27. Visualizacion externa de la NVC
las fases iniciales el método utilizado para realizarla  creada en el raton C57BL/6N.

rotura de la membrana de Bruch fue utilizando un of-

talmoscopio indirecto con un laser verde de 532 nm

integrado y una lente de 90 dioptrias.
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Figura 28. Micron Ill para realizacion de NVC. Este sistema permite realizar los impactos de
ldser guiados porimagen y con un sistema de contacto.

Figura 29. Impactos de laser en la retina de ratones C57BL/6N de 6 a 12 semanas de edad.
La potencia del lser se establecié en 250 mW de intensidad, 100 ms de duracién y tamafio
de spot de 50 um. Se realizaron 4 impactos de distribucién peripapilar en cada animal. En
algunos casos observamos hemorragia debido al impacto del ldser en algiin vaso sanguineo.
0jos derecho e izquierdo para cada animal (se indica el nimero del individuo).
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Figura 30. Anélisis de la evolucién de las lesiones mediante angiografia fluoresceinica. Las
curvas de cuantificacion muestran la evolucidn de cada lesion a lo largo del seguimiento los
dias 2,4,7,9,11y14.

4.2.1.3 Electrorretinograma focal

Se realizé fERG en 10 animales los dias 7 y 14 post-ldser, previa adaptacion 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
midié también el tiempo implicito, 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 31. Anélisis de la evolucidn de las lesiones mediante angiografia fluoresceinica. Se
observa el mayor incremento del tamafo de las lesiones en el periodo comprendido entre los
dias 4y 7 debido a la aparicién de neovasos.

Figura 32. Ejemplo de medicién de las ondas a, b y tiempo de latencia de una NVC creada
mediante laser en fERG.

luz diferentes: 200, 800 y 12800 cd.s/m>. Unicamente se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) a 1 semana post-ldser, comparando con
los animales control. Se observé una reduccién en la amplitud de las ondas a y b
y un aumento del tiempo implicito, indicativo de un mal funcionamiento de la

retina (figura 33).
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Figura 33. Andlisis de la funcion visual mediante fERG. Se observa disminucion en la amplitud
de las ondas a y b junto con un aumento del tiempo implicito la primera semana post-laser.

4.2.1.4 Inmunofluorescencia en “flatmount”

Los grupos de animales fueron sacrificados a diferentes tiempos post-ldser para
poder analizar post mortem la evolucién de la formaciéon de neovasos provocados
por las lesiones. Se analizaron alos 1, 2, 3, 5, 7 y 14 dias post-ldser. La deteccién de
isolectina B-4 determiné las zonas lesionadas en las que habia células endoteliales
de tal forma que se estudié la aparicién de neovasos. En el andlisis cualitativo se
observé una senal inespecifica en los mdrgenes de la lesién en las muestras co-
rrespondientes a los 2 y 3 dias post-ldser, posiblemente siendo consecuencia de la
propia inflamacién. Entre los dias 3 y 5 se observan indicios de células endoteliales
en forma de punto en el centro de la lesién. Finalmente a partir del dia 7 y sobre-
todo a partir del dia 14 se observaron estructuras tubulares que correspondian a
los neovasos apareciendo en los extremos de las lesiones (figura 34).



Figura 34. Estudio de inmunofluorescencia en flatmount. Los 3 primeros dias tras la induccién
de la lesion mediante laser verde se observan sefiales inflamatorias inespecificas en el margen
de la lesién. A partir del dia 5 aparecen spots centrales que evolucionaran a estructuras tubula-
res correspondientes a los neovasos.

4.2.1.5 Extraccion de RNA de retina y andlisis de expresion génica mediante g-PCR

Los grupos de animales fueron sacrificados a diferentes tiempos post-ldser para po-
der analizar post mortem la evolucién de la formacién de neovasos provocados por
las lesiones. Se analizaron a 1, 2, 3, 5, 7 y 14 dias post-ldser. En este caso se aislé
el tejido retiniano para extraccién de RNA. El RNA obtenido se retrotranscribié
a DNAc y se analizé la expresién de diferentes genes mediante q-PCR, comparén-
dolo con la expresion génica de retinas control sin lesiones.

La primera proteina de la que se estudi su expresion fue la proteina fibrilar acidi-
ca de la glia, también denominada proteina gliofibrilar dcida (GFAP). Es una pro-
teina especifica de los filamentos intermedios del citoesqueleto de células gliales
que les confiere el mantenimiento de su estructura tridimensional. Esta proteina
se deberia encontrar sobreexpresada tras la lesiéon con ldser en el tejido retiniano.
Se observé un incremento en la sobreexpresién de GFAP a las 24 horas tras la
lesién inducida con ldser en comparacién con el grupo control, alcanzando sig-
nificacién estadistica con su nivel mdximo de expresion a los 3 dias; y de nuevo
disminuyendo hasta normalizar sus niveles el dia 14.

Se analizé la expresion de la proteina MCP-1 relacionada con los procesos infla-
matorios. Esta proteina se expresa en las células del EPR y en células endoteliales



y actia como quimiocina atrayente de monocitos. Se encontré significativa-
mente elevada su expresién el primer dia post-liser. Finalmente, se analizé la
sobreexpresién de VEGF tras la induccién con léser, siendo uno de los principales
agentes angiogénicos causantes de la NVC. Se observé un incremento significativo

en los niveles de expresién de VEGF el dia 3 post-ldser (figura 35).
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4.2.2 Administracion topica del fratamiento

Se estudid el efecto del colirio faPEDF en un modelo de NVC desarrollado pre-
viamente. La faPEDF3 es la que mostré mds actividad antiangiogénica en los
estudios iz vitro realizados previamente, asi que se comparé un tratamiento A
compuesto de faPEDF3 1mg/ml, un tratamiento B compuesto de faPEDF3
10mg/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 firmaco ni a qué concentracién se encontraba
en ninguno de los 3 grupos. Esta metodologia fue utilizada para prevenir que los
resultados de la investigacion pudieran estar influidos por el sesgo del observador.
Para el desarrollo de esta fase se dividié el ensayo en 3 fases. Una primera fase
donde se realizé la fotocoagulacién con ldser verde de 532 nm, la segunda fase que



incluyé los estudios de seguimiento iz vivo mediante angiografia fluoresceinica
y la Gltima fase donde se realizaron los estudios post mortem que incluyeron la
inmunofluorescencia en flatmount y la extraccién de RNA de retina para anilisis
de expresion génica mediante g-PCR. La cantidad de ratones C57BL/6N y la dis-
tribucién por grupos se encuentra en el apartado de material y métodos resumido
en el esquema de la figura 17.

4.2.2.1 Fotocoagulacion mediante laser verde 532 nm

Los pardmetros de ldser para realizar la NVC se establecieron en una potencia
de 250mW, el tiempo de duracién del impacto en 100ms y un spor de 50 um
(figura 36). Estos pardmetros fueron establecidos segtn 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 realizacién de inmunofluorescencia
se realizaron lesiones en 4 puntos de disposicién peripapilar (3, 6,9 y 12 siguiendo
la disposicion de las horas del reloj). Sin embargo, en los grupos utilizados poste-
riormente para extraccién de RNA, el ndmero de lesiones fue superior (entre 6 y
8), siguiendo también la misma disposicién peripapilar. Esto se realiz6 con el fin
de aumentar la muestra poblacional y por consiguiente incrementar la fiabilidad
de los resultados en el estudio de expresién génica mediante q-PCR.

4.2.2.2 Angiografia fluoresceinica

Se realizé angiografia fluoresceinica en diferentes tiempos segtin el grupo de trata-
miento: 3, 7 o 14 dias post-ldser. En cada prueba se tomaron fotos de las lesiones
realizadas y permiti6 observar las lesiones y relacionarlas con la rotura de la mem-
brana de Bruch provocada por el lser (figura 37). Las dreas lesionadas observables
a través de la angiografia fluoresceinica se cuantificaron a 7 y 14 dias post-ldser
(figura 38), puesto que en los estudios previos de desarrollo del modelo de NVC
mostraron un incremento del tamano de la lesién a partir del dia 7.

En el andlisis a los 7 dias no se observaron diferencias entre los 3 grupos de trata-
miento. Sin embargo, a los 14 dias de haber generado la lesién con ldser los ojos
tratados con los colirios A y B (faPEDF3 1 mg/ml y faPEDF3 10 mg/ml respecti-
vamente) presentaron una reduccién estadisticamente significativa de las dreas de
neovascularizacién subretiniana comparados con el placebo (figura 39).

4.2.2.3 Inmunofluorescencia en “flatmount”

La deteccién de isolectina B-4 determind las dreas de zonas lesionadas en las que ha-
bia células endoteliales. Con esta metodologia se pudo comparar cuantitativamente
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Figura 36. Imdgenes representativas de retina en el momento de realizar la lesién con laser
para provocar la NVC. Se observa como en el grupo RNA se realizan entre 6 y 8 lesiones de
distribucién peripapilar.
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Figura 37. Imagenes representativas de angiografia fluoresceinica en los 3 grupos de trata-
miento a diferentes dias post-induccion de la NVC mediante laser verde.
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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 disefiar el modelo experimental de NVC
en ratones C57BL/ON fue entre los dias 3 y 5 post-liser cuando se empezé a ob-
servar indicios de células endoteliales en forma de punto en el centro de la lesién.

A partir del dia 7 y sobretodo en el dia 14 post-léser fue cuando se observa-
ron estructuras tubulares que corresponden a los neovasos apareciendo en los ex-
tremos de las lesiones. Por ese motivo, el andlisis de cuantificacién de neovasos
en ratones C57BL/6N tratados con colirio se realizé el dia 7 y el dia 14 post-
ldser. El drea de neovasos formados en los ojos tratados con el colirio A (faPEDF3
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Figura 39. Cuantificacién de dreas de NVC a 7 y14 dias post-laser a través de angiografia
fluoresceinica. No se observaron diferencias entre los tres grupos de tratamiento a los 7 dias. A
los 14 dias se observa una disminucidn significativa del tamafio de las lesiones con los grupos
de tratamiento Ay B (faPEDF3 1 mg/mly 10 mg/ml) en comparacién con el grupo C (place-
bo). Los datos se han procesado mediante ANOVA univariante y se han comparado mediante
Bonferroni's Multiple-Comparison Test.



1 mg/ml) fue significativamente mds pequena tanto a los 7 dias como a los 14
dias post-ldser cuando la comparamos con el drea de neovasos formados en los
ojos tratados con el colirio C (placebo). Ademds, también se observaron dife-
rencias estadisticamente significativas entre el drea de formacién de neovasos de
los animales tratados con el colirio A en comparacién con el colirio B (faPEDF3

: Grupo 7 dias post-ldser |

Figura 40. Deteccidn de isolectina-B4 a través de inmunofluorescencia, mostrando la zona
donde se forman las células endoteliales que daran lugar a la formacion de neovasos. La linea
blanca delimita el drea de formacidn de neovasos para su analisis cuantitativo.



10mg/ml) a los 7 dias post-ldser, siendo siempre menor la proliferacién de
neovasos en los animales tratados con el colirio A. Sin embargo, estas diferencias
entre ambos no alcanzaron la significacién estadistica a los 14 dias (figura 41).
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Figura 41. Cuantificacion de las areas de formacion de neovasos a los 7 y 14 dias post-ldser

a través de inmunotincién mediante isolectina-B4. Los ratones C57BL/6N tratados con el colirio
A(faPEDF3 1 mg/ml) muestran significativamente menos area de neovascularizacion cuando
se compara con el drea de neovascularizacién formada en los ratones C57BL/6N tratados con

el colirio B (faPEDF3 10 mg/ml) y colirio C (placebo) a los 7 dias. A los 14 dias las diferencias
observadas entre Ay B no son estadisticamente significativas.

4.2.2.4 Extraccion de RNA de retina y andlisis de expresién génica mediante g-P(R

El RNA obtenido a partir del aislamiento de los ojos tratados con colirio A, B
y C (grupo RNA) se retrotranscribié a DNAc y se analizé la expresién de dife-
rentes genes mediante g-PCR, compardndolo con la expresién génica de retinas
control sin lesiones provocadas con el liser y que también recibieron tratamiento.
La primera proteina de la que se estudié su expresién fue la GFAP. Esta proteina
se deberia encontrar sobreexpresada tras la lesién con léser en el tejido retiniano.
También se analizé la expresién de la proteina MCP-1 relacionada con los proce-
sos inflamatorios y la sobreexpresiéon de VEGF tras la induccién con l4ser.



Por los resultados obtenidos mediante el andlisis de expresién génica en los estu-
dios de diseno experimental de NVC en ratones C57BL/6N, se definié el dia 3
como el momento éptimo para analizar la expresién de GFAP, MCP-1 y VEGE
No se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles de expresion
de GFAP y MCP-1 entre los tratamientos A, B y C. Sin embargo, a diferencia de
estos dos genes, si que se observé una disminucidn significativa de la expresién de
VEGEF 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 disminucién del proceso de neovascularizacién en esos
dos grupos de tratamiento (figura 42).
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Discusidn
Sobre el disefio
del ensayo

| objetivo esencial de este estudio fue evaluar la eficacia de la administra-
Ecién de una fraccién activa de PEDF sintética por via tépica con el fin de

determinar una nueva via terapéutica para la NVC secundaria a DMAE.
Sabemos que la progresién de la DMAE exudativa depende de la disregulacion
entre factores pro- y anti- angiogénicos. Se ha observado una disminucién en la
expresién de PEDF en pacientes con DMAE* y una disminucién de su concen-
tracién en el vitreo de pacientes con NVC”. Esta disregulacion en el equilibrio
entre VEGF y PEDF es la principal responsable de la formacién de nuevos vasos

sanguineos aberrantes durante el desarrollo de la DMAE.*!

Yamagishi ez 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.”’ Sin embargo, una reciente revision sistemdtica y meta-andlisis pu-
blicado en la literatura sugiere que ese polimorfismo genético incrementa el riesgo
de desarrollar la enfermedad en la poblacién taiwanesa y coreana pero no se ha
observado un mayor riesgo en la poblacién general.”’

El PEDF es la sustancia enddgena intraocular (50 kDa) que posee la mayor capa-
cidad antiangiogénica conocida.” Los tratamientos disponibles actualmente para
la forma exudativa de degeneracién macular son el ranibizumab (48 kDa, bloquea
la isoforma VEGF-A), bevacizumab (149 kDa, bloquea la isoforma VEGF-A),
pegaptanib (50kDa, 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 aminodcidos pero manteniendo su capacidad antiangiogénica
pensamos obtener una fraccién activa de PEDF mds pequena y con menos peso
molecular que permita una mejor absorcién y una mayor biodisponibilidad en la
retina y, por consiguiente, un potente efecto antiangiogénico. Especialmente si el



fdrmaco es administrado de forma tépica aumenta el sentido que sea una molécula
mds pequefia y modificada especificamente para que facilite la absorcién y sea més
efectiva en el tejido retiniano. Ademds, los tratamientos que disponemos actual-
mente para el tratamiento de la NVC secundaria a DMAE se administran todos
por via intravitrea, de manera que el desarrollo de una nueva terapia administrada
de forma t6pica no invasiva disminuirfa los riesgos asociados a las inyecciones
intravitreas repetidas.

En un estudio reciente se demuestra que el tratamiento con el extremo terminal
34-mer del PEDF aumenta la neuroproteccién de las células ganglionares de la
retina y promueve la regeneracion axonal, y que este efecto es mds marcado cuan-
do el tratamiento es mediante aplicacién de colirio diario en comparacién con
tratamiento intravitreo semanal.””’

Especificamente para este estudio fueron disefiadas siete faPEDF de las cuales des-
conociamos totalmente su secuencia de aminoacidos, su concentracién y su peso
molecular. Este ciego en el conocimiento de los firmacos por parte de los investi-
gadores reduce los sesgos producidos por el conocimiento de la informacién y le
afade una mayor objetividad y fiabilidad a los resultados obtenidos a este ensayo
preclinico. Ademds, existe la posibilidad de patentes en relacién a las moléculas
utilizadas en este estudio, dando mds sentido si cabe a que las condiciones de
realizacién del ensayo fueran las mds estrictas desde un punto de vista cientifico.

Inicialmente, el estudio de eficacia de las siete faPEDF se realizé mediante cultivos
celulares con células HUVEC. Pensamos que la creacién de modelos de lineas
celulares ha disminuido el ndmero de animales necesarios para los estudios (con
la consiguiente reduccién 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 cientificos de estudiar la eficacia y la seguridad de los candidatos a medica-
mentos nuevos. Disefiar 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 fdvea, su retina es muy similar a la retina periférica de un
primate. Ademds, la densidad de conos que tiene la retina de un ratén por mm?2
es muy similar a la que tiene un primate a 3 mm de la f6vea.



Discusidon
Modelo animal de
DMAE exudativa

| desarrollo de nuevos tratamientos para enfermedades complejas como

la DMAE sigue siendo una labor dificil 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 informacién acerca de los mecanismos fisiopa-
tolégicos de la enfermedad. Los modelos en roedor ofrecen la ventaja de tener un
buen perfil coste-beneficio y un relativo corto periodo de tiempo para reproducir
la enfermedad.'*® Ademads, también presentan muchas facilidades para ser mani-
pulados genéticamente.

Gracias al modelo en ratén se ha sido capaz de reproducir cambios en la retina
tales como el engrosamiento de la membrana de Bruch, el desarrollo de depésitos
subretinianos drusen-like y provocar una disregulacién inmune que active la via
del complemento y provoque el acimulo de macréfagos y microglia.'”” Adicio-
nalmente, el modelo de NVC en ratones inducido mediante ldser ha servido de
piedra angular para investigar nuevos tratamientos para la DMAE exudativa.'”
Sin embargo, este modelo se ve limitado por la ausencia de mécula anatémica,
lo que explica porqué estos modelos no son capaces de recrear la complejidad de
la evolucién de una forma seca a una himeda. Idealmente, un modelo animal de
DMAE exudativa pensamos que deberia incluir el componente neovascular de la
enfermedad pero también los cambios seniles que aparecen en la mécula y que
predisponen al crecimiento de los neovasos procedentes de la coroides.

En nuestro estudio, decidimos utilizar ratones C57BL/6N vy recrear la NVC me-
diante ldser ya que nos permitia generar varias lesiones en un mismo ojo e incre-
mentar asi la muestra poblacional para el posterior andlisis estadistico en un corto
periodo de tiempo y con un alto rendimiento coste-beneficio. Otros modelos que



110 Discusion (5.2)

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 sélo reproducen una lesién por animal,
lo cual incrementa mucho la muestra poblacional necesaria para el andlisis esta-
distico.'”*

Las condiciones del ldser que mejor reprodujeron la NVC en el ratén fueron a
250 mW de intensidad y 100 ms de duracién, con un tamano de spor de 50 pm.
El objetivo era generar una rotura de la membrana de Bruch para provocar la
aparicién de NVC. Se realizaron cuatro lesiones de distribucién peripapilar en
cada animal.

Las quemaduras excesivamente potentes resultaron en hemorragias coroideas ex-
tensas con la consecuente cicatrizacién 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 spor blanco en las que observamos
la formacién de burbujas en el centro con o sin hemorragia asociada son las que
mostraron mds roturas de la membrana de Bruch y consiguieron la formacién de

NVC.

Figura 43.A,By C muestran hemorragias coroideas por exceso de potencia de laser al realizar
la quemadura. Estas lesiones provocan cicatrizacién avascular y no desarrollan NVC.D,Ey F
muestran spots blancos en los que se observd la formacién de una burbuja en el centro de la
lesion al momento de realizar el impacto. Estas lesiones rompen la membrana de Bruch y dan
lugar a la posterior formacion de NVC.



Discusidn
Forma de administracidn
farmacolégica

os tratamientos para las enfermedades retinianas crénicas histéricamente

han estado limitados por varios factores. Muchos firmacos no pueden pasar

a través de la cérnea/esclera cuando son administrados tépicamente. Ade-
mis, el ojo estd protegido del torrente sanguineo por la barrera hemato-retiniana
por lo que la biodisponibilidad ocular después de una administracién sistémica
normalmente es muy baja. La alternativa a la administracién tdpica o sistémica es
la inyeccién intravitrea. El firmaco se introduce directamente dentro de la cavidad
vitrea mediante inyeccién a través de la esclera. Este procedimiento garantiza la
llegada del firmaco a la retina en su méxima concentracién, pero puede conllevar
ciertos efectos adversos como endoftalmitis, catarata, desprendimiento de retina o
hipertension ocular. Los compuestos que se estdn 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 inyeccién intravitrea.

La terapia mds efectiva hasta la fecha para el tratamiento de la NVC secundaria a
la DMAE es la administracién intravitrea mensual de anti-VEGE, pero esta terapia

conlleva los riesgos de las repetidas inyecciones intraoculares y solamente acttia
sobre la NVC.

En los tltimos afios se ha producido un aumento exponencial del uso de inyeccio-
nes intravitreas por la expansién de sus aplicaciones clinicas, principalmente ede-
ma macular, enfermedades inflamatorias y neovascularizacion subretiniana. Aun-
que algunos de los firmacos utilizados no estén disefiados para su uso intraocular,
esta via de administracién es undnimemente aceptada, siendo en la actualidad su
uso generalizado, reconociéndose sus ventajas frente a otras vias de administracion
en el tratamiento de ciertas enfermedades oculares.””? Este tipo de tratamiento se
estd aplicando a un gran nimero de pacientes, y asi se prevé que se siga haciendo



hasta que se encuentren otras vias tanto o mds eficaces para la introduccién de
fidrmacos dentro del globo ocular. Ademds, se estdn efectuando las inyecciones de
forma repetida, puesto que las enfermedades que se tratan suelen ser de curso cré-
nico con necesidad de mantener el efecto terapéutico durante largos periodos de
tiempo. Debemos tener en cuenta que el resultado de los tratamientos intravitreos
dependen de la eficacia de la medicacién inyectada y de los riesgos que conlleva el
mismo procedimiento de inyeccién.

La via de administracién tépica de fdrmacos estd actualmente en una situacién
emergente como alternativa en el tratamiento de las enfermedades vitreorretinianas
(figura 44). La administracién tdpica no invasiva en forma de colirio permite
disminuir mucho los riesgos asociados que presentan las inyecciones intravitreas
repetidas y aumenta la adherencia del paciente al tratamiento. Riesgos como la
endoftalmitis, la hemorragia vitrea y el desprendimiento de retina, a pesar de ser
poco frecuentes, se reducen drésticamente cuando se cambia la forma de adminis-
tracién de inyeccién intravitrea a una forma en colirio.

La administracién de firmacos 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 administracién no inva-
sivo y indoloro y el paciente cumplird mucho mds la pauta terapéutica establecida.

Ademis de presentar una distancia de difusién mds elevada, la trayectoria de un
firmaco administrado por via tépica que tiene que realizar su funcién 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 vitreo.

Precisamente debido a estas barreras, el desarrollo de férmulas tépicas para el tra-
tamiento de enfermedades retinianas se ha convertido en impredecible. Menos
de 1/100.000 de la cantidad de firmaco administrada tépicamente alcanzard la
retina, y a menudo esta cantidad estard por debajo de la concentracién terapéutica
del firmaco.

Todos los péptidos sintéticos derivados de la proteina PEDF que se sintetizaron
especificamente pare este estudio fueron péptidos de peso molecular inferior a
2kDa, permitiendo de este modo que fuera mds fécil su absorcién y poder pene-
trar mejor las barreras bioldgicas explicadas anteriormente.

Estudios de Ahmed y Paton** demostraron la absorcién de firmacos en los te-
jidos del polo posterior del ojo. También evaluaron la distribucién y disposicién
del timolol aplicado tépicamente a través de la absorcién por la via corneal y no
corneal. Identificaron que la absorcién conjuntival fue la responsable del 40% de



Medicamento/formulacién Modelo animal Resultado

Concentracion de brimonidina en humor vitreo de mono fue de

Brimonidina colirio Monos y conejos 82+ 45 nM. En conejos Ilos resultados fueron sumulargs, confirmando la
capacidad de la brimonidina de alcanzar el polo posterior tras su
aplicacion topica.

. . hall¢ lolen laretinay é ria contrarrestar los eft
Betoptic® (0.5% betaxolol) Conejo Se allo betaxo ol en la retinay este podria contrarrestar los efectos
negativos de la isquemia/reperfusion.
Flunarizina Conejo y retina de rata| Laflunarizina se detectd en la retina tras su administracion tépica.

Aproximadamente el 60% de la concentracién retiniana de dexametaso-
Dexametasona colirio Conejo na se debe a su administracion tépica, el resto proviene de la
administracion sistémica.

El complejo dexametasona/ciclodextrina fue bien tolerado y mejoré la

Dexametasonalciclodextrina Humanos agudeza visual, reduciendo el grosor macular central.

Trusopt® (dorzolamide 2%) Se obtuvo una mayor concentracion de dorzolamida en los humores

Azopt® (brinzolamida 1%) Conejo acuoso y vitreo y en nervio 6ptico, en comparacién con brinzolamida.

Hesperidina y hesperetina Conejo El cloruro de ben;alcomo mejor6 los niveles de hesperetina en el
segmento posterior.

’ . La concentracion de aesculina fue significativamente mayor en
Aesculina gel Conejo . .

presencia de goma gelano desacetilada.

Voclosporina nanomicelar Conejo Se detectd una alta concentracién de voclosporina en retina y coroides.

Dexametasona nanomicelar Conejo Se detectd dexametasona en retina/coroides (~50 ng/g de tejido).

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

Figura 44. Farmacos que alcanzan el polo posterior tras su aplicacion en colirio. Adaptado de
Boddu S. et al. Recent Patents on Drug Delivery & Formulation 2014, 8, 27

199 estudiaron la distri-

la cantidad total de timolol intraocular. Acheampong ez al.
bucién de brimonidina en el segmento anterior y posterior del ojo tras su aplica-
cién tépica en modelos de neuroproteccién de monos y conejos, observando una
elevada concentracién de firmaco en la cavidad vitrea de esos animales. Palanki
et al**® desarrollaron inhibidores de la benzotriazina que se unfan al VEGFR2
en modelo animal de conejo con NVC inducida mediante ldser. El tratamien-
to se aplicé de forma tdpica, observando concentraciones significativas de far-
maco en retina y coroides sugiriendo un efecto terapéutico del firmaco aplicado

tépicamente en enfermedades del segmento posterior.

Las propiedades fisico-quimicas de los firmacos, 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 bioldgicas del ojo y alcanzar
la retina. Por ejemplo la dorzolamida (324 Da) y la brinzolamida (383 Da) son
inhibidores de la anhidrasa carbénica utilizadas en el tratamiento del glaucoma
primario de dngulo abierto. Ambas tienen pesos moleculares similares, sin embar-
go las caracteristicas de lipofilicidad y solubilidad son muy diferentes. La aplicacién
tépica de dorzolamida obtuvo un incremento significativo en el flujo sanguineo de



la retina y del disco 6ptico comparado con la brinzolamida.”* Esta variacién en el
efecto farmacoldgico 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 fdrmaco.

Actualmente existen otros sistemas disefiados para administrar firmacos en el polo
posterior del ojo de una manera més prolongada que estdn siendo utilizados o bien
se encuentran en diferentes fases de desarrollo e investigacion (figura 45).

La difusién transescleral es una técnica interesante para administrar firmacos en
el segmento posterior porque aplica la molécula directamente adyacente en la co-
roides y en el EPR. A pesar de que la inyeccién periocular es habitualmente mds
segura que la inyeccién intravitrea, existen barreras de absorcién a través de esta
ruta, puesto que el firmaco tiene que atravesar la epiesclera, la esclera, la coroides,
la membrana de Bruch y el EPR. Muestra de ello es que la concentracién mads ele-
vada de firmaco mediante esta técnica se encuentra en la esclera y las menores en
retina y vitreo. Ademds, los mecanismos de aclaramiento subconjuntival pueden
afectar la duracién de tiempo de actuacién del firmaco. A pesar de todo, con el
desarrollo de nuevas modificaciones en los dispositivos de liberacién de firmacos,
esta ruta puede realmente ser una alternativa viable a la inyeccién intravitrea.

Pontes de Carvalho ez /> han descrito un reservorio epiescleral de firmaco.
Mediante un explante de silicona impermeable, se fija a la esclera y los firma-
cos dispuestos en su interior tienen una exposicion limitada en el tiempo de ser
aclarados por los vasos conjuntivales. Este dispositivo incrementa la cantidad de
firmaco que se administra a la retina y el vitreo comparado con las inyeccio-
nes perioculares. En modelos animales, este reservorio epiescleral aumenté la
biodisponibilidad intravitrea entre 30-40 veces mds en comparacién con la inyec-
cién estdndar subtenon. El tiempo de duracién de la accién farmacolégica tam-
bién se incrementd 21 veces mds comparativamente. Ademds, la administracién
transescleral de biopéptidos de tamano similar al bevacizumab (149 kDa) ha sido
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posible mediante este sistema.””® Otro mecanismo de liberacidn transescleral es un
dispositivo de silicona que actia a modo de cavidad y se coloca anatémicamente
en el drea macular. En estudios con conejos, se llend la cavidad con betametasona
y los niveles de firmaco se mantuvieron durante cuatro semanas en la coroides del
drea macular. 7 También se ha investigado colocar en el espacio subconjuntival
bevacizumab formulado en modo de tableta sélida depot, viéndose incrementada

la duracién de la accién de inhibicién del VEGF de 2 horas a 6 dias.””®

Se han desarrollado implantes intraoculares de liberacién sostenida y algunos in-
cluso ya estdn disponibles comercialmente desde hace tiempo. Las ventajas que
proporcionan al ser administrados directamente en la cavidad vitrea son evidentes:
se eliminan las barreras de biodisponibilidad y las dosis efectivas son previsibles,
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Figura 45. Ejemplos de dispositivos de liberacién sostenida intravitrea de farmacos. Adaptado
de Kuno N, Fujii S. Biodegradable intraocular therapies for retinal disorders. Drugs Aging
2010,27,117-34.

evidentes y con minimos picos de variacién. Sin embargo, la implantacién quirdr-
gica es invasiva y no estd libre del riesgo de crear yatrogenia. El objetivo de estos
implantes es incrementar el tiempo de duracién del efecto terapéutico del firmaco
en cuestion, disminuir los efectos de dosis en forma de pulsos y mejorar la flexibi-
lidad de las pautas de tratamiento. Se han disefiado tanto sistemas biodegradables
como no biodegradables. Algunos requieren de implantacién en quiréfano mien-
tras otros se pueden insertar cémodamente en la consulta. De los dispositivos
biodegradables, el primer implante intraocular de liberacién sostenida disefiado
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 aceténido de fluocinolona (Bausch + Lomb) fijado a
esclera que libera medicacién durante 3 afios en pacientes con uveitis. Sin embar-
go, se observé una elevada tasa de catarata y un 40% de los pacientes requirieron
cirugia de glaucoma.””

Otro dispositivo que es implantado quirtrgicamente y que utiliza la tecnologia
de células encapsuladas, estd siendo actualmente desarrollado por Neurotech. El
implante se introduce a la cavidad vitrea a través de una incisién 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-



meable permite al difusién hacia fuera del firmaco y otros metabolitos celulares y
la difusién hacia dentro de nutrientes que permiten la supervivencia celular y a la
vez protege el contenido de ser atacado inmunolégicamente. Una versién de este
dispositivo (NT-501) ha sido disefiada para secretar factor ciliar neurotréfico y ya
ha sido evaluada en un ensayo fase II para el tratamiento de la atrofia geogrifica
secundaria a DMAE.*" Otra version (NT-503) secreta una proteina de fusién Fc
que actia de VEGFR y que ha demostrado ser 20 veces més eficiente neutralizan-
do el VEGF que el ranibizumab en un modelo animal de conejo.

El Iluvien® (aceténido de fluocinolona, Alimera Sciences) es otro dispositivo no
biodegradable que no se fija a esclera y por lo tanto no requiere ser implantado
quirtrgicamente. El dispositivo es suficientemente pequefio para poder ser in-
yectado en la consulta mediante una aguja de 25G y que proporciona liberacién
sostenida de fluocinolona en la cavidad vitrea durante 3 anos. En el ensayo fase
II aleatorizado con 36 meses de seguimiento, la incidencia de cirugia de catarata
en paciente fdquicos de inicio fue del 80%, mientras que el 4,8% de los pacientes

requirieron cirugfa para reducir la presién intraocular.”®'

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

El Ozurdex® (dexametasona, Allergan) es un implante intravitreo de liberacién
sostenida biodegradable con una duracién del efecto de entre 3 y 6 meses, inyec-
tado mediante una aguja de 22G. Actualmente estd aprobado su uso en pacien-
tes con uveitis, edema macular diabético y edema macular secundario a oclusién
venosa de la retina. Diferentes estudios difieren acerca de la incidencia de la ne-
cesidad de cirugia de catarata (5%) y cirugia de glaucoma (1%) a los 6 meses en

pacientes tratados con Ozurdex.”*

Los sistemas micro-electromecdnicos (MEMS) también han sido estudiados
para administrar firmacos intraoculares. Los dispositivos MEMS contienen un
reservorio de medicacién con un acceso para ser rellenados, una baterfa y un sof-
tware electrénico que se implanta en el espacio subconjuntival con una cdnula
flexible que se inserta a través de una incision escleral a la cavidad vitrea donde
libera el firmaco. Este sistema utiliza el concepto de la electrolisis para transmitir
el volumen y la dosis deseados. Puede ser recargado con firmaco permitiendo ob-

tener terapias mucho mds largas sin la necesidad de cirugfas repetidas.”****



La iontoforesis es una novedosa técnica no invasiva que utiliza una corriente eléc-
trica para conducir firmacos en forma de iones a través de un tejido o membrana.
Una sefial de corriente eléctrica débil dirige las moléculas cargadas a través de la
esclera hacia la coroides, retina y vitreo. En realidad, el firmaco en si mismo se uti-
liza de propio conductor. Este nuevo mecanismo de iontoforesis no ha reportado
hasta el momento alteracion de la estructura funcional del ojo. Se puede utilizar
para en forma de depot en la esclera para una liberacién sostenida y asi reducir el

namero y la frecuencia de tratamientos necesarios.”*

También se han utilizado microagujas del tamafo de entre 800 um a 1000 pm
para inyectar nanoparticulas en el espacio supracoroideo en ojos de conejo, cerdo
y de caddver humano. La inyeccién mediante microagujas permite alcanzar el te-
jido coroideo mucho mejor que la inyeccién intravitrea, permitiendo administrar
el firmaco de una forma segura y disminuyendo la exposicion local y sistémica del
mismo.”®” El espacio supracoroideo también se ha investigado como espacio ana-
témico para el implante de sistemas de liberacién sostenida.’*® Existe un dispositi-
vo disponible comercialmente para administrar firmacos al espacio supracoroideo
denominado i 7rack microcatheter (iScience Interventional). Contiene una micro-
cdnula que incorpora una fibra éptica que permite la transmisién de luz desde el
extremo para guiar la insercién quirtrgica. Tetz et /. han publicado la administra-
cién 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.”*”*’’

El dispositivo ideal para administrar firmacos al segmento posterior de una mane-
ra prolongada y constante deberfa combinar las siguientes consideraciones: tener
una localizacién anatémica apropiada, por ejemplo en la cavidad vitrea, el espacio
subretiniano o el espacio supracoroideo; la capacidad de poder liberar maltiples
fdrmacos para terapias combinadas; una liberacién controlada que permita que el
férmaco alcance el objetivo terapéutico en el tiempo deseado y la suficiente con-
centracién que le permita mantener durante el mdximo tiempo posible un efecto
terapéutico y los minimos efectos adversos. A pesar de ser tecnolégicamente dificil
de desarrollar, un reservorio rellenable serfa el disefio ideal.

La investigacién del uso de proteinas o cadenas de aminodcidos con fines terapéu-
ticos para tratar enfermedades de la retina estd actualmente en aumento. A pesar
de que ya se han desarrollado dispositivos de liberacién sostenida de corticoides,
la administracién de proteinas en el marco de sistemas de liberacién sostenida
presenta algunos problemas acerca de la estabilidad de las cadenas de aminodcidos
en el dispositivo a la temperatura corporal humana, principalmente debido a que
temperaturas elevadas aceleran la degradacién de proteinas. Sin embargo, el prin-



cipal problema en relacién a los dispositivos de liberacién sostenida de proteinas
reside en el fenémeno de la hidrdlisis. Las proteinas requieren una formulacién en
seco para mantener su estabilidad, asi que un sistema de liberacién sostenida de
proteinas deberia incorporar una barrera para evitar la hidrélisis. En contraposi-
cidn, los sistemas de polimeros biodegradables y las bombas necesitan el proceso
de hidrdlisis para su correcto funcionamiento, hecho que hace mds dificultoso el
concepto de combinar la administracién de proteinas mediante estos sistemas.

La terapia génica, al provocar que las propias células del individuo sean las que
produzcan las proteinas terapéuticas de manera continua, se ha convertido en una
potente drea 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 clinico en fase I en pacientes con DMAE a los
que se les inyecta el compuesto bioldgico (rAAV.sFlt-1) subretiniano y se compara
con pacientes tratados con ranibizumab.



Discusidn
Resultados de
experimentos in vitro

uando los estudios in vitro compararon las siete faPEDF con efectos

antiangiogénicos a diferentes concentraciones en cultivos celulares con

células endoteliales y VEGE se observé de una manera muy clara que
disminufan el efecto angiogénico producido por el VEGE demostrando el potente
efecto antiangiogénico que ejerce el PEDE

La migracién de células endoteliales tiene un papel muy importante en muchos
procesos tanto fisioldgicos como patoldgicos,”! tales como el desarrollo embrio-
nario, la remodelacién y regeneracion tisular, cicatrizacién de tejidos, angiogénesis
y muchos otros mds. La minima concentracién necesaria para inhibir la migracién
de células endoteliales para la formacién 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 formacién de vasos en la angiogénesis. La faPEDF2 se mos-
tr6 efectiva en disminuir la formacién tubular desde concentraciones muy bajas
(5nM). Sin embargo, la faPEDF3 empez6 a ser efectiva inhibiendo la formacién
de tibulos a partir de concentraciones 10 nM. Claramente estas 2 fracciones ac-
tivas de PEDF se mostraron superiores a las demds a la hora de inhibir procesos
que imitan la angiogénesis, sugiriendo un mayor efecto en patologias en las que la
formacién 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 VEGE Observamos



que dicha inhibicién fue dosis dependiente, y que a partir de concentraciones
5nM las faPEDF2 y faPEDF3 abolieron completamente los efectos de supervi-
vencia celular mediada por VEGE

La efectividad antiangiogénica evaluada en los ensayos iz vitro puso de manifiesto
que las faPEDF2 y faPEDF3 fueron las que mds eficacia demostraron y por lo
tanto las que potencialmente funcionarian mds en un modelo iz 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 inclusién y adaptacién a la fase in vivo del ensayo se decidié que la faPEDF3
presentaba unas caracteristicas que la convertian farmacoldgicamente més desarro-
llable a nivel industrial que la faPEDF2. Asi 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).



Discusion
Resultados de
experimentos in vivo

n la primera fase del desarrollo del modelo animal de NVC observamos

que el mayor incremento de tamano de lesién se produjo entre los 4 y 7

dias posteriores a la realizacién de la lesién mediante ldser verde con unos
pardmetros establecidos en 250mW de potencia, 100 ms de duracién y 50 pm
de spor. En los estudios con angiografia fluoresceinica observamos inicialmente
(2-4 dfas) una disminucién en el tamafo de las lesiones inducido por una dismi-
nucién en la respuesta inflamatoria, incrementando su tamafo posteriormente
con la aparicién de neovasos. Con los resultados obtenidos, la hipétesis que se
planteé es que el lapso de tiempo en el que podriamos observar un beneficio del
tratamiento mediante faPEDF seria entre los dias 4 y 7.

Los estudios mediante fERG mostraron una reduccién en la amplitud de las ondas
ay by un aumento del tiempo implicito, indicativo de un mal funcionamiento de
la retina en las zonas que se habian lesionado con el ldser verde. Sin embargo, estos
resultados fueron debidos en su gran mayoria a la lesién provocada por el ldser
y no a las consecuencias derivadas de esta (inflamacién, neovascularizacién), 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. Ademis, existen
diferencias anatémicas entre los modelos murido y los humanos en lo que se re-
fiere al efecto de coagulacién que se produce en la retina neurosensorial adyacente
al realizar el impacto mediante ldser en los ratones, cosa que no ocurre en la
DMAE exudativa en humanos. Actualmente se desconoce qué extension de tejido
retiniano circundante se puede alterar al realizar la NVC experimental, la cual
cosa dificultaria aun mds la valoracién de un posible efecto terapéutico mediante
esta técnica.



La aparicién de las primeras células endoteliales se observé a partir de los dias 3-5
posteriores a la induccidn de la lesion con ldser y fue a partir del dia 7 cuando se
empezd a observar la formacién de neovasos. El marcador de estrés glial GFAP
evaluado a través de la extraccién de RNA de la retina y el andlisis de su expresion
génica mostré su médxima expresion el dia 3 post-ldser. Las propiedades estructu-
rales del citoesqueleto de las células astrociticas son mantenidas gracias a la red
de filamentos intermedios de la cual el componente fundamental es la proteina
GFAP. Ademis de las propiedades estructurales, se ha propuesto que la red de fila-
mentos intermedios tiene otras asociadas a transduccién de sefales biomecdnicas y
moleculares. La sobreexpresién de la proteina GFAP fue provocada como respues-
ta al dano provocado en el tejido neurorretiniano a través de la lesién producida
mediante el ldser.

La proteina relacionada con los procesos inflamatorios MCP-1 es atrayente de
monocitos y es expresada por las células endoteliales y las células del EPR. Unica-
mente se encontrd elevada su expresién el primer dia post-lser, indicando que es
consecuencia de un proceso inflamatorio agudo durante las primeras horas y que
rapidamente vuelve a su condicién normal.

La sobreexpresiéon de VEGF mostré su nivel méximo el dia 3, alcanzando sig-
nificacién estadistica. EIl VEGF es un factor proangiogénico y se encuentra
sobreexpresado en procesos de neovascularizacién, como es en el caso de la NVC.

A través de los resultados obtenidos en la aparicién de neovasos mediante los estu-
dios con inmunofluorescencia en flatmounty sabiendo que el tamano de la NVC
se estabiliza e incluso empieza a disminuir a partir del dia 14 post-induccién con
ldser por el propio proceso de cicatrizacién (a pesar de que la NVC sigue activa),
decidimos crear 2 ventanas de evaluacion del efecto terapéutico de las diferentes
faPEDF a los 7 y 14 dias.

Se han encontrado niveles aumentados de PEDF en vitreo durante los siete pri-
meros difas tras induccién de NVC mediante ldser en estudios con ojos de rata.””
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 liberacién por parte de las células dafiadas, 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 podria deber-
se a un intento que realiza el propio cuerpo para compensar endégenamente el

incremento de los niveles de VEGE

El tratamiento mediante el péptido PEDF entero y del extremo 34-mer
subconjuntival ha demostrado la capacidad de inhibir la formacién de vasos san-
guineos y atenuar la NVC en modelo animal de rata inducida mediante ldser.'”” Al



cortar el extremo carboxilo (COOH-terminal) del péptido se mantuvo la misma
actividad antiangiogénica que con el péptido entero, asi pues, al utilizar una mo-
lécula més corta y con menos peso molecular como el péptido 34-mer se favorece
la absorcién de la molécula y su biodisponibilidad en el polo posterior.

Pensamos que al utilizar una fraccién de la molécula 34-mer que sea funcional-
mente activa y por lo tanto disminuyendo aun mds el tamafio de la molécula
efectiva se verd incrementada su penetracion hacia el tejido retiniano potenciando
asi su efecto terapéutico.

El tratamiento tépico de las faPEDF3 1 mg/ml, faPEDF3 10 mg/ml y placebo
se inicié dos dias antes de la induccién 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 decidié realizar una pauta de instilacién tnica cada
24 horas, ya que el objetivo del estudio era determinar si la faPEDF ejerce algin
efecto sobre la NVC y no el determinar la posologia necesaria. No se observaron
efectos secundarios groseros a nivel ocular en los ratones con ninguna de las dosis,
pero esto debe ser estudiado mds en profundidad porque tampoco se disené como
un estudio de toxicidad.

Hasta la conclusién del ensayo y el posterior andlisis de datos los investigadores
no conocieron a qué concentracion se encontraba la faPEDF3 en cada grupo ni
cudl era el grupo placebo. Esta metodologia fue utilizada para prevenir que los
resultados de la investigacion pudieran estar influidos por el sesgo del observador.

En el andlisis a los 7 dias mediante angiografia fluoresceinica no se observaron
diferencias entre los 3 grupos de tratamiento. Esto puede ser debido a que durante
los primeros dias tras la formacién de la NVC el tamafio de las lesiones tiende a
disminuir y es a partir del dia 7 cuando la tendencia es a incrementar su tamafio
por la formacién de neovasos. Sin embargo, a los 14 dias post-ldser los ojos tra-
tados con los colirios A y B (faPEDF3 1 mg/ml y faPEDF3 10 mg/ml respectiva-
mente) presentaron una reduccién estadisticamente significativa de las dreas de
neovascularizacién subretiniana en comparacién con el placebo.

En el estudio de inmunofluorescencia en flatmount para la deteccién de células
endoteliales se observé que el drea de neovasos formados en los ojos tratados con
el colirio A (faPEDF3 1 mg/ml) fue significativamente mds pequefia tanto a los 7
dias como a los 14 dias post-ldser cuando la comparamos con el 4rea de neovasos
formados en los ojos tratados con el colirio C (placebo). Ademds, también se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas entre el drea de formacién de
neovasos de los animales tratados con el colirio A en comparacién con el colirio
B (faPEDF3 10 mg/ml) a los 7 dias post-ldser, siendo siempre menor la prolife-
racién de neovasos en los animales tratados con el colirio A. Sin embargo, estas



diferencias entre los dos tratamientos no alcanzaron la significacién estadistica a
los 14 dias, a pesar de ser claramente mds inhibidor para la formacién de neovasos
el tratamiento A que el B.

Estas diferencias entre los tratamientos A y B se podrian explicar por la diferente
osmolalidad y pH entre los colirios que hacen que el tratamiento B con faPEDF3
10 mg/ml sea mds inestable en su forma de colirio y por lo tanto menos eficaz.
Una vez roto el ciego, el laboratorio nos informé que el vehiculo utilizado en
ambos colirios era un tampén y se habia comprobado que la fuerza iénica (con-
centracién de sales en el tampén) mantuviera el pH tanto para la concentracién
de péptidos 1 mg/mL como para la concentracién 10 mg/ml.

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

Respecto a la justificacién de dosis, la concentracion 1 mg/mL es econémicamente
viable a nivel comercial, y se basa en el rango de concentracién del principio activo
en la mayoria de colirios aprobados y en uso clinico (0.1%). Por ejemplo, el colirio
de somatostatina que estd actualmente en evaluacién en fase II/III también tiene
una concentracién 0,1% (1 mg/mL).**

La idea de utilizar una concentracién 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 si hubiese sido activo,
se podria haber realizado un segundo ensayo para encontrar la minima dosis eficaz
(e.g. con 5mg/mL, 2mg/mL). También queda abierto el determinar cudl es la
posologia ideal que muestra mds efecto terapéutico, puesto que en el disefio de
este estudio sélo se aplicé el tratamiento una vez al dia, quedando para evaluar el
efecto que tendrian dosis repetidas de firmaco.

En el andlisis de los niveles de expresién génica de GFAP y MCP-1 no se obser-
varon diferencias significativas entre los tratamientos A, B y C. La expresién de
GFAP si se encontré mds disminuida en los tratamientos con colirio faPEDF3 A
(1 mg/ml) y B (10 mg/ml), pero sin alcanzar significacién estadistica. Sin embar-
go, dicha disminucién no se observé al analizar la expresién génica de MCP-1
relacionada con procesos inflamatorios. Esto puede ser debido a que la mayor
expresion de MCP-1 tras la formacién de la NVC ocurre en las primeras 24 horas,
evaluando en este caso sus niveles a los 3 dias.



Sin embargo, a diferencia de estos dos genes, si que se observé una disminucién
significativa de la expresién 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 disminucién del efecto
de neovascularizacién en esos dos grupos de tratamiento. Sabemos que una de
las vias propuestas de inhibicién de la angiogénesis por el PEDF es a través de su
adhesi6n con integrinas favoreciendo su unién al receptor del VEGF121. Por otro
lado, se ha postulado también que el epitopo funcional del PEDF 44-mer se une
a un receptor induciendo el efecto neurotréfico, mientras que el péptido 34-mer
se uniria a otro tipo de receptor induciendo la apoptosis, bloqueando la migracién
de células endoteliales y por lo tanto inhibiendo la angiogénesis.”

Se ha descrito la disminucién de los niveles de PEDF en el lugar de la NVC indu-
cida mediante el ldser asi como también en la coroides de humanos con DMAE.*”
Asi pues, la administracién local de la faPEDF3 podria incluso ser util no so-
lamente como tratamiento de la NVC sino también para restablecer el balance
antiangiogénico y evitar asi que aparezca la NVC. Diferentes estudios han demos-
trado el efecto de incrementar los niveles endégenos de PEDF mediante terapia
génica provocando una disminucién en la aparicién de NVC.”**”7 Asi pues, del
mismo modo en que la disminucién 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 fraccién activa de PEDF puede ser atil en el tratamiento
de la DMAE exudativa.






Conclusiones

1. Fase 7% vitro:
Las faPEDF2 y faPEDF3 se mostraron eficaces inhibiendo los efectos del VEGE,

la formacién tubular, la migracién y proliferacion celular.

2. Fase i vivo:

2.1. La realizacién de ldser verde 532nm mediante el equipo Micron III con
pardmetros de 250 mW de potencia, 100 ms de duracién y 50 pm de tama-
fio de spot fue el modelo mds adecuado y reproducible de NVC en rat6n

C57BL/6N.

2.2. La administracién diaria de la faPEDF3 en forma de colirio a una concen-
tracién de 1 mg/ml en ratones C57BL/6N causé una mayor reduccién de la
superficie de NVC respecto al placebo cuando esta fue evaluada mediante
inmunofluorescencia y angiografia fluoresceinica.

2.3. La faPEDF3 1 mg/ml provocé una disminucién en la expresion de VEGF
en los ojos tratados respecto al placebo. No se observaron modificaciones en
la expresion génica de GFAP y MCP-1 de los ojos tratados con la faPEDF3
1 mg/ml en comparacién con el placebo.
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Institut de Recerca
CEEA

COMITE ETICO DE APROBACION DEL ESTUDIO

Num. Registre: 61/14 CEEA

MEMORIA DESCRIPTIVA

X Procediment d’INVES:I'IGACIO
[] Procediment de DOCENCIA

X Procediment de Notificacié Prévia
[] Procediment d’Autoritzacié Expressa

X Finangament per organisme o convocatoria publica. Especificar: Beca FIS
P113/00960

[] Finangament per organisme o convocatoria privada. Especificar:

1. TITOL DEL PROJECTE: Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) en el tratamiento de
la neovascularizacién coroidea en modelo animal de degeneracién macular asociada a la
edad
TiTOL DEL PROCEDIMENT: Pigment Epithelium Derived Factor (PEDF) en el tratamiento
de la neovascularizacion coroidea en modelo murino de degeneracion macular asociada a
la edad

2. DADES DEL PERSONAL INVESTIGADOR RESPONSABLE

Nom i cognoms: José Garcia-Arumi

NIF: 36962523M e-mail: 17215jga@comb.es Teléfon/ext.: 93 489
3000

Grup d’Investigacié: OFTALMOLOGIA

Institut/Centre: Vall d’Hebron Institut de Recerca




Vall d'Hebron
Institut de Recerca
CEEA

PERSONAL IMPLICAT EN EL PROCEDIMIENT

Nom i cognoms NIF Acreditacio (I — E¥)
Miguel Angel Zapata Victori 36962523M |
Anna Salas Torras 45642276H |
Laura Fontrodona Montals 77617765X |
Josep Badal Lafulla 39360057L |
Barbara Ferreira De Souza 36582648K E

* | investigador E experimentador

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

[] Si; especificar quina i adjuntar una fotocopia:
[[] No, ni existeixen publicacions que utilitzin un disseny similar.

X] No, perd s’adjunten fotocopies de publicacions que utilitzen un disseny similar (PDF o en
el seu defecte, fotocopies).

Titols 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 (max. 1 pag.)
Resum dels antecedents utilitzant un vocabulari no excessivament técnic.

La degeneracion macular asociada a la edad (DMAE) es una de las principales patologias
que causa ceguera legal en los adultos de los paises desarrollados. En personas de mas de
65 afios es la principal causa de ceguera (Macular Photocoagulation study Group 1991); en
Estados Unidos se estima que casi el 10% de la poblacién mayor de 65 afios sufre esta



enfermedad en alguno de sus grados, y la prevalencia se hace mayor llegando casi hasta el
20% en pacientes mayores de 75 afios.

Se clasifica en dos grupos: no exudativo (“seco”) y exudativo (“hiumedo”). En su forma
exudativa, aparecen membranas de neovascularizacién, normalmente de origen coroideo,
produciendo exudacién 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 esta controlada por el equilibrio entre los factores que estimulan o
inhiben la formacion 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 disminucién de los
niveles de “Pigment Epithelium Derived Factor” (PEDF) es responsable de la patogenia de la
neovascularizacion coroidea (Bhutto IA et al. Exp Eye Res. 2006;82(1):99-110).

El PEDF es una glicoproteina que representa el factor antiangiogénico mas potente en el ojo
(Sheikpranbabu et al Life Sci. 2009. 85(21-22):719-731), y también tiene efecto neurotréfico
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 esta considerado como posible diana terapéutica
en la prevencion 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 administracion subconjuntival diaria de la proteina
humana recombinante PEDF asi 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 liberacion en dosis continuas y a largo plazo es la administracion
intravitrea de un polimero biodegradable impregnado del farmaco.

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 fraccion 44-mer, en
administracién tépica en el control o disminucion de la neovascularization coroidea.

6. DEFINICIO | JUSTIFICACIO DE L’ANIMAL SELECCIONAT

6.1 Definicio:
Model Animal: Neovascularizacion coroidea inducida
(Animal que té una malaltia que és la mateixa o similar a una malaltia en els essers humans).
Animal Ratoén
Soca o raga: C57BL/6J
Sexe: macho
Edat o Pes: 10-12 semanas

Tipus d’'OGM: TG [[] KO [] KI [] Mutant [] Altres []
(Organisme Genéticament Modificat)
Condicional []  Induible []

6.2. Justificar els motius d’aquesta selecci6 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




7. DISSENY | METODOLOGIA
Descriure de forma seqlencial: les fases i la seva durada; els grups experimentals amb el nombre
d'animals en cadascu; els tractaments i les manipulacions a qué seran sotmesos els animals.

Modelo animal de neovascularizacién coroidea (NVC):

La NVC sera inducida por lesiéon con laser en la membrana de Bruch en ratones adultos
(10-12 semanas) C57BL/6;j.

Los ratones seran anestesiados con isoflurano, las pupilas seran dilatadas con 1 gota de
tropicamida 0,5%. La fotocoagulacion con laser se realizara mediante el equipo Micronlil,
realizando 4 aplicaciones (75-ym de tamafo; 0.1 s duracién; 600 mW) en cada ojo en las
posiciones de 3, 9, 6 y 12 horas (posicion reloj) en el polo posterior en la misma distancia del
nervio optico.

El desarrollo de los vasos serd monitorizado mediante realizacion de angiografia
fluoresceinica (AF) con el equipo Micronlll cada 2 dias, para determinar la progresion de las
lesiones.

Experimento de puesta a punto del modelo de NVC:
Para determinar la evolucién de las lesiones creadas por nuestro sistema de lesién con
laser, se va a realizar un primer experimento:

Grupo | Laser Pruebas in vivo | Dia Ne
eutanasia animales
1 250 mW, 100 ms AF en dia 1 6
eutanasia
2 250 mW, 100 ms AF en dia 2 6
cutanasia
3 250 mW, 100 ms AF en dia 3 6
eutanasia
4 250 mW, 100 ms AF en dia 5 6
eutanasia
5 250 mW, 100 ms AF en dia 7 6
eutanasia
6 250 mW, 100 ms AF cada 2 dias 14 6
7 - 14 6
Control
sin laser
Total n® animales 42

Después de cada eutanasia, los ojos de los ratones seran enucleados. Cada ojo derecho se
usara para realizar immunofluorescencia en “flat-mount” para la deteccioén de las lesiones y
la posible neovascularizacién. Cada ojo izquierdo seré usado para extraccion de RNA y RT-
PCR para el estudio de la expresion génica de varios genes pro- y anti-angiogénicos, asi
como genes relacionados con la inflamacion y la apoptosis.

Este primer experimento nos servira para determinar el mejor punto de analisis post-lesion,
asi como para evaluar la eficacia de la generacién del modelo y sus potenciales incidencias,
datos que se usaran para el ajuste de la n en los experimentos posteriores.

Criterios de exclusiéon de animales:

- provocacion de hemorragia intravitrea o sub-retiniana en el momento de la realizacion de
las lesiones.

- Desarrollo anormal de las lesiones (unidn de dos lesiones creando una macro-lesion).

- No desarrollo de lesion en el sitio donde se ha aplicado el laser.



La neovascularizacién coroidea (NVC) es una invasion aberrante de estructuras vasculares
de la coroides debajo de la neuro-retina. Ocurre generalmente en la regién macular y causa
un compromiso severo de la vision. La forma exudativa de la DMAE es caracterizada por
esta lesion. EI mecanismo patoldégico de la NVC no estd aun determinado (Ambati et al
2003, Hollyfield et al 2008).

El modelo animal de NVC inducida por laser es el modelo mas aceptado para el estudio de
la DMAE, pues presenta muchos aspectos similares importantes a la DMAE exudativa.
Como ejemplo, la acumulacién de macrofagos en el sitio de la lesién (Humphrey et al 1996
& Sakurai et al 2006), el aumento de expresién de VEGF, que lleva a la NVC (X Yi et al
1997, Sakurai et al 2006, Tomida et al 2011), y liberacién de otras citocinas inflamatorias
como el TNFalpha que también ha sido relacionado con la formacién de la NVC inducida por
laser (Shi X et al 2006).

Fueron descritos la utilizacién de diversos animales como modelos de NVC inducida por
laser. Entre ellos el conejo (Humphrey et al 1996), la rata (Yi X et al 1997) y el ratén (Hyeong
Gon Yu et at 2008, Ebrahem Q et al 2011, Tomida et al 2011) son los mas citados. El
modelo animal de menor nivel de sensibilidad neurovegetativa de la NVC y que presenta
mayores similitudes con los humanos es el ratén. Utilizado en la mayoria de los estudios de
DMAE exudativa.

BIBLIOGRAFIA

Humphrey MF, Moore SR. Microglial responses to focal lesions of the rabbit retina:
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Experimento de estudio de la administracién tépica de los farmacos:

La soluciéon de los péptidos sintéticos del PEDF (faPEDF3 y faPEDF5) sera diluida en
tampén fosfato (PBS) y esterilizada por filtraciéon. Las diluciones seran preparadas a una
concentracion de 0.1 mM en un volumen de 2 uL por animal. En los animales control sera
administrado 2 uL de PBS. La administracion de los tratamientos se realizara con
micropipeta sobre la coérnea o el lagrimal de los dos ojos, con el animal despierto
inmovilizado manualmente. El tratamiento se aplicara diariamente, hasta la eutanasia. Los
animales seran divididos en 3 grupos entre tratamiento y control compuestos de 6 animales
por grupo.

Grupo | Tratamiento | Primer dia Ultimo dia Dia N°
administracion | admnistracion | eutanasia | animales

1 faPEDF (3 1 * * 6#*
Img/ml)

2 faPEDF (3 1 * * 6%*
10mg/ml)

3 PBS 1 * * 6**

Total n° animales 18+

* Dia de eutanasia determinado en experimento anterior (no mas de 14 dias)
** El nimero de animales puede variar dependiendo de los resultados obtenidos en el
experimento de puesta a punto del modelo.

Todos los animales seran eutanasiados con CO; segun el protocolo estandar establecido en
el animalario. En 3 animales de cada grupo los ojos seran enucleados y los neovasos seran
visualizados con microscopia confocal utilizando “flat mount” de la coroides/EPR marcados
con IB4 isolectina conjugada con un fluorocromo (Alexa fluor 568) para la identificacion de
las células endoteliales. Los neovasos seran cuantificados utilizando un software de imagen
3D (Velocity, PerkinElmer, Wellesley, MA). El resto de globos oculares seran diseccionados
y las retinas seran aisladas para extraccion de RNA y RT-PCR. Se analizara la expresion
diferencial de genes pro- y anti-angiogénicos, inflamatorios y apoptoticos.

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 nimero de animales por diversos
factores como: no obtencién de la neovascularizacion, muerte de algun 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 concentracion. Es este Ultimo caso, se partira de la
dosis maxima para maximizar la probabilidad de obtener efectos del tratamiento. En caso
que no se obtuvieran buenos resultados se concluiria el tratamiento como no efectivo y se
pensaria en desarrollar otros péptidos; si da resultados positivos, se puede valorar de repetir
experimentos para el estudio de posibles efectos tdxicos asi como el ajuste de dosis.

Indicar si aquests animals ja havien estat utilitzats préviament en un altre procediment:
Xl No



[ si; especificar en quin:

7.2 Durada del procediment:
Temps que passa des de la primera manipulacié de I'animal fins a la seva eutanasia.

Entre 1 y 14 dias.

7.3 Justificacié del nombre d’animals per procediment:

Especificar els parametres a analitzar i raonar el nombre d’animals en base a criteris estadistics i/o
referencies bibliografiques que avalin aquest nombre, o en funcié del nombre d’alumnes, si es tracta
d’un procediment de docéncia.

En publicaciones previas el nimero de animales utilizados por grupo de estudio es en su
mayoria 10. Un articulo reciente utilizé 5 animales por grupo de NVC inducida por laser con
éxito (Ebrahem Q et al, 2011).

La n minima en nuestro estudio serd de 5 animales (10 ojos). Prevemos un 10% de
incidencias asociadas a la técnica de induccion de la lesion. Aplicando la férmula de
incidencias secuenciales,

X= N/(A/100 * B/100 ....etc)

Donde:

X=n° final de animales por grupo

N=n minima estadisticamente

A= 100 - % incidencia 1 B= 100 - % incidencia 2
C=idem y asi 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. I0OVS
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. 10VS10-5899; published ahead of print January 31, 2011,
doi:10.1167/iovs.10-5899

7.4 Anestésia i Analgésia
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.
X Si: omplir el quadre segiient

Producte* Via

Fase e . P
(principi actiu, no Dosi Freqléncia




comercial)
Anestesia Isoflurano Aérea 2% 166
Anestesia Prescaina 0.4% Tépico 1 gota 166
Monitoratge de I'anestésia: Reflejos estacion, palpebral y temperatura.
7.5 Dejuni
X No, en cap moment.
[[] Si: omplir el quadre segiient.
Fase Aliment | Aigua Hora d'inici Hora final Durada (h)
Suplementacions:
7.6 Administracions de productes quimics i biologics
http://www.secal.es/ficheros/ficheros/28/Refinamiento%20administracion%20sustancias.pdf
http://www.lal.org.uk/pdffiles/refinement.pdf
[] No, en cap moment.
X Si: omplir el quadre segiient.
) Frequeéncia Volum o .
*
Producte Via d’administracié concentracié Dosi
Péptido sintético Topica/colirio diario 1gotade2ul | 1 mM
faPEDF (3 1mg/ml)
Péptido sintético Tépical/colirio Diario 1gotade2ul | 1 mM
faPEDF (3 10mg/ml)
PBS (vehiculo) Tépical/colirio Diario 2ul
*Principi actiu, no comercial
7.7 Extraccié 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
X No, en cap moment.
[] Si: omplir el quadre segiient.
Via d’extraccio Volum de cada extraccio Freqiiéncia d’extraccio

8. SUPERVISIO DELS ANIMALS



8.1 Classificar la severitat de les diferents fases del procediment dins de les quatre
categories: sense recuperacio, 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 creacion de la neovascularizacion coroidea: MODERADO
Aplicacion topica de los péptidos: LEVE

8.2 Protocol de supervisié: ADJUNTAR document per al seguiment dels animals.

ANNEX 1
Per detectar situacions anteriors, indicant: parametres a controlar, freqliéncia de supervisio,
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'aplicacié d'eutanasia abans de
finalitzar el procediment si I'estat de I'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.edul/ilar_n/ilarjournal/41_2/
http://www.olis.oecd.org/olis/2000doc.nsf/4f7adc214b91a685c¢12569fa005d0ee7/c125692700623b74c12569bb00
5aa3d5/$FILE/00087372.PDF

http://www.lal.org.uk/endpoints.php

En base al procedimiento no se espera ningun criterio de punto final,. Entretanto, los
animales seran evaluados diariamente durante todo el procedimiento en el momento de la
administracion de los farmacos. Si se da alguna alteracién de caracter infeccioso en el ojo
(endoftalmitis) los animales seran eutanasiados.

9. FINALIZACIO DEL PROCEDIMIENT
9.1 En finalitzar el procediment esta previst:

[[] Mantenir els animals vius amb la finalitat de (explicar els motius):
X] Eutanasia dels animals.

©

.2. Técnica d’eutanasia / puntuacio

Isoflura - Sobredosi d’anestésic, sedant préviament I'animal / 5
Pentobarbital - Sobredosi d’anestésic, sedant préviament I'animal / 5
Dislocaci6 cervical (rosegadors <150g) / 4

Asfixia per CO, >70% / 4

Decapitacio / 2

Exsanguinacié sota anestésia / métode acceptat sense puntuacio

La realitzacié del procediment implica la mort del animal

Altres: Puntuacio:

OOOOXOOO



Si el métode proposat no té una puntuacié de 4 6 5 és necessari justificar I'estricta
necessitat d'utilitzar la técnica proposada:

Segons les Recomanacions que es basen en el document publicat per FELASA en Laboratory
Animals (1996) Vo0l.30(4):293-316 Recomendaciones para la eutanasia de los animales de
experimentacion, parte 1 y parte 2

http://www.secal.es/ficheros/ficheros/26/Eutanasial.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. Técnica eutanasia per sacrificar els animals descartats del procediment en base a
criteris de punt final (si és diferent de I'anterior)

Técnica:

Puntuacié:

10. METODES ALTERNATIUS
So6n métodes que no impliguen la utilitzacié de I'animal, permeten reduir el nombre a utilitzar
o comporten un menor grau de patiment de I'animal

10.1 Indicar els motius pels quals no es planteja aplicar un meétode alternatiu al
procediment proposat:

[] El metode proposat és un métode alternatiu.

[X] No existeix cap métode alternatiu al procediment proposat.

[] Existeixen métodes alternatius, perod no estan validats.

[] Altres motius: (especificar detalladament):

10.2 Descriure el treball realitzat per garantir I'aplicacié de les 3 Rs (Reemplagament,

Refinament i Reduccié 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 quirdrgicos seran realizados por personal cualificado y con experiencia en
procedimientos del segmento posterior en ratones, el que disminuye el nUmero de animales
utilizados en el estudio pues la probabilidad de éxito es alta. Todos los animales seran
manipulados por personal cualificado disminuyendo las probabilidades de estrés de los
animales. Todos los procedimientos seran realizados después de adecuada anestesia y asi
los animales no sufrirdn ningun dolor en ninguna fase del estudio. En este estudio estamos
utilizando el numero minimo de animales por grupo descrito en bibliografia previa.

11. INSTAL-LACIONS

Indicar el lloc on es mantindran els animals durant el procediment:: Vall d’Hebron Institut de
Recerca

Numero 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 complira la legislacié i altres normes reguladores de la utilitzacié d'animals per
a investigacio i docéncia.

Que és conscient que aquest procediment proposat no pot ser iniciat fins que es compleixin
tots aquests requisits:

1 El CEEA (Comité Etic d'Experimentacié Animal) informi favorablement el procediment
proposat.

2 Es trameti al DMAH (Departament de Medi Ambient i Habitatge) la Memoria Descriptiva
del Procediment, I'informe del CEEA i el full de Notificacié Prévia de Procediments.

3 EI DMAH hagi concedit, si és el cas, |'Autoritzacié Expressa per a aquells casos que el
requereixin.

4 En cas de ser aprovat el procediment, es compromet a tramitar anualment la
documentacié que a efectes estadistics pugui requerir el DMAH.

5 Sollicitar un nou informe al CEEA i una nova autoritzacid6 al DMAH, si és necessari,
préviament a la introduccié de qualsevol canvi rellevant en el protocol i informacié que
aqui es presenta.

Nom i cognoms: José Garcia-Arumi

Lloc i data: Barcelona 20/8/2014



ADJUNTAR DOCUMENT PER AL SEGUIMENT DELS ANIMALS

Evaluacién de los animales durante el estudio.

PARAMETRO

INDICACIONES

PUNTUACION

FRECUENCIA

Peso cambios *

Normal

<10% pérdida peso

10-20% pérdida peso

>20% pérdida peso

WIN|=~|O

2 v/sem

Condicién
corporal *

Buena: vertebras, huesos pélvico o espinal no
prominentes

Regular: evidencia de segmentacion de
columna vertebral, huesos pélvicos palpable

Emanciacion: esqueleto extremadamente
marcado, poca o ninguna carne para cubrir

diario

Apariencia fisica

Normal

Desaparece acicalamiento

Pelaje en mal estado/secreciones nasales

Pelaje en muy mal estado, postura anormal

diario

Comportamiento

Normal

Cambios menores: débil

Anormal: movilidad reducida, inactivo

N[=|Oo|lw[N |~ |o|w

Inmovil o muy quieto, vocalizaciones,
automutilaciones

diario

Alteraciones
oculares

Epifora

Blefaroespasmo

Hiperemia conjuntival

Endoftalmitis

[0) N [N JN PR

diario

Medidas correctoras: epifora y blefaroespasmo (administracion de 1 gota de tropicamida —
midriatico/cicloplejico)
Investigadores responsables por la evaluacion de los animales: Anna Salas; Barbara Ferreira

Cuando se obtiene una puntuacion de 3 en un parametro o de 8
en parametros combinados el animal debe ser eutanasiado
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