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RESUMEN / ABSTRACT 

 

RESUMEN 

 

Introducción 

La neovascularización corneal (NVC) es una consecuencia común de varias 

enfermedades corneales inflamatorias, infecciosas y traumáticas. Además, la neo-

vascularización corneal permite el acceso de células inmunes circulantes, lo que 

reduce el privilegio inmune de la córnea y, posteriormente, compromete la super-

vivencia de los injertos en el trasplante corneal. El factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF) se considera el factor angiogénico más importante. Los inhibido-

res de los receptores tirosina quinasa (IRTQ) son una familia de pequeñas molé-

culas que inhiben intensamente la actividad de los receptores tirosina quinasa de 

diferentes factores de crecimiento, incluidos el VEGF y el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF). Estas moléculas se han establecido como fárma-

cos clínicamente útiles para el tratamiento del cáncer. Vatalanib es un IRTQ con 

función biológica específica contra los receptores de VEGF (VEGFR-1 y VEGFR 

2) y el receptor de PDGF (PDGFR). Axitinib es una molécula de pequeño tamaño, 

potente inhibidor selectivo de los receptores de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2, VE-

GFR-3) y también bloquea los receptores de PDGF. 

 

Objetivo 

El propósito del presente estudio es investigar la capacidad antiangiogénica 

de vatalanib y axitinib administrados tópicamente en un modelo de NVC inducido 

por suturas en el ojo de conejo a diferentes concentraciones: a) vatalanib (0,4 

mg/ml); b) vatalanib (3,5 mg/ml); c) axitinib (0,02 mg/ml); d) axitinib (0,35 mg/ml) y 

e) axitinib (0,5 mg/ml). 

 

Métodos 

Se creó un modelo NVC en el ojo derecho de cada conejo basado en la 

colocación de cinco puntos de suturas de seda virgen azul interrumpida 8/0 en la 
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córnea superior siguiendo un patrón triangular con base en el limbo. Al día si-

guiente, se administraron dos gotas del agente seleccionado por vía tópica tres 

veces al día durante 2 semanas. Se realizó un control fotográfico con lámpara de 

hendidura para cuantificar la superficie de neovascularización corneal los días 7 y 

14. Los conejos fueron sacrificados después de 2 semanas, y las córneas fueron 

procesadas mediante tinción enzimática para analizar la microdensidad vascular. 

Se seleccionaron ocho ojos para analizar la morfología vascular y cuatro ojos para 

el estudio anatomopatológico. 

 

Resultados 

Después de 14 días de tratamiento tópico con vatalanib y axitinib a diferen-

tes concentraciones, se observó una inhibición significativa de la SNVC en com-

paración con el grupo control. La respuesta inhibitoria de cada fármaco a altas 

concentraciones fue mayor que las concentraciones más bajas. A alta concentra-

ción, vatalanib (3,5 mg/ml) inhibió de forma significativa la SNVC en un 62,20 % y 

axitinib (0,5 mg/ml) en un 84,74%. Nuestros resultados experimentales mostraron 

que axitinib tópico (0,5 mg/ml) fue significativamente más efectivo que vatalanib 

(3,5 mg / ml) en términos de inhibición de la SNVC, y esta inhibición fue 1,6 veces 

más potente. 

En comparación con el grupo control, las secciones corneales histológicas 

de los inhibidores tirosina quinasa generalmente mostraron una inflamación más 

baja. Vatalanib y axitinib, a las dosis y duración utilizadas en el estudio, fueron 

seguros y bien tolerados. 

 

Conclusión 

En resumen, los inhibidores de los receptores tirosina quinasa administra-

dos tópicamente, vatalanib y axitinib, inhibieron la NVC de forma significativa en el 

ojo de conejo. La alta capacidad de axitinib para bloquear la neovascularización 

en la córnea podría ser consecuencia de su actividad multidiana, inhibiendo tanto 

el VEGF como el PDGF. Los inhibidores tirosina quinasa mediante administración 

tópica, son un concepto terapéutico emergente que ofrece tratamientos promete-

dores para las enfermedades oculares neovasculares, tanto corneales como intra-

oculares, y estos resultados necesitarán investigaciones clínicas en humanos. 
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ABSTRACT 

 

Introduction 

Corneal neovascularization (CNV) is a common consequence of several in-

flammatory, infectious and traumatic corneal diseases. In addition, neovasculariza-

tion introduces circulating immune cells, reducing the immune privilege of the cor-

nea and subsequently compromising the survival of corneal transplant grafts. Vas-

cular endothelial growth factor (VEGF) is commonly considered the most prominent 

angiogenic factor. Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are a family of small molecules 

that strongly inhibits the kinase activity against receptors for different growth factors 

including vascular VEGF and platelet-derived growth factor (PDGF). These mole-

cules have been well established as clinically useful drugs for the treatment of can-

cer. Vatalanib is a TKI with specific biological function against VEGF receptors 

(VEGFR-1 and VEGFR 2) and PDGF receptor, and axitinib is a potent small selec-

tive inhibitor of all VEGF receptors (VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3) and also 

blocks PDGF receptor. 

 

Objective 

The purpose of the present study is to investigate the antiangiogenic capac-

ity of topically administered vatalanib and axitinib in a rabbit suture-induced CNV 

model at different concentrations: a) vatalanib (0.4 mg/ml); b) vatalanib (3.5 mg/ml); 

c) axitinib (0.02 mg/ml); d) axitinib (0.35 mg/ml) and e) axitinib (0,5 mg/ml). 

 

Methods 

A CNV model was induced in the right eye of each rabbit based on the place-

ment of five 8/0 interrupted blue virgin silk sutures suture in the upper cornea fol-

lowing a limbal-based triangular pattern. Beginning the following day, two drops of 

the selected agent were topically administered three times a day for 2 weeks. Slit-

lamp photographic control was performed to quantify the corneal neovasculariza-

tion surface (CNVS) on days 7 and 14. The rabbits were sacrificed after 2 weeks, 

and the corneas were processed by enzymatic staining to analyse the vascular 
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microdensity. Eight eyes were designated to analyse vascular morphology, and 

four eyes for the anatomopathological study. 

 

Results 

After 14 days of topical treatment with vatalanib and axitinib at different con-

centrations, significant inhibition of CNV was observed compared with the control 

group. The inhibitory response induced at high concentrations of each drug was 

greater than lower concentrations inhibiting neovascularization. At high concentra-

tion, vatalanib (3.5 mg/ml) inhibited the CNVS by 62.20%% and axitinib (0.5 mg/ml) 

caused significant and intense inhibition by 84,74%. Our experimental results 

showed that topical axitinib (0.5mg/ml) was significantly more effective than vata-

lanib (3.5 mg/ml) in terms of inhibition of CNVS, and this inhibition was 1.6 times 

more profound. 

Compared with the control group, histological corneal sections of the TKI 

generally showed lower inflammation. Vatalanib and axitinib, at the doses and du-

ration used in the study, were safe and well tolerated. 

 

Conclusion 

In summary, topically administered, tyrosine kinase receptor inhibitors, vat-

alanib and axitinib, inhibited CNV in rabbit eyes. The high capacity of axitinib to 

block neovascularization in the cornea could be a consequence of its multitargeting 

activity, inhibiting both VEGF and PDGF. TKI, by topical administration are an 

emerging therapeutic concept that offers promising treatments for neovascular eye 

diseases, both corneal and intraocular, and these results mandate further clinical 

investigation in humans. 
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 1. 

INTRODUCCIÓN 

 

1.1.  LA CÓRNEA 

 La córnea es un tejido denso, elástico, transparente y avascular del ojo que 

se encuentra expuesto al medio externo. Constituye más de dos tercios del poder 

refractivo del ojo y su principal requerimiento fisiológico es mantener la transpa-

rencia para conseguir una visión óptima (Figura 1.1.). Las alteraciones que afectan 

a la superficie de la córnea o a su espesor total pueden resultar en una alteración 

de la refracción grave [1]. 

 

1.1.1. Estructura de la córnea 

Las medidas físicas de la córnea y sus propiedades ópticas se describen en 

la Tabla 1.1 [2-4]: 

 

 

Diámetro 11,7 mm (horizontal) 

10,6 mm (vertical) 

Espesor central 535 micras 

Radio de curvatura anterior 7,8 mm 

Radio de curvatura posterior 6,2 - 6,8 mm 

Poder refractivo de la superficie anterior 48,83 dioptrías 

Poder refractivo de la superficie posterior -5,88 dioptrías 

Poder refractivo total 43,05 dioptrías 

Índice de refracción 1,376 

Contenido en agua 78% 

Contenido en colágeno 15% 

Contenido de otras proteínas 5% 

Tabla 1.1. Medidas de la córnea y sus propiedades ópticas. 
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Figura 1.1. La córnea: es la porción anterior del segmento anterior del ojo que se asemeja 

la esfera de un reloj. Sus propiedades fundamentales son la transparencia y avasculari-

dad. 

 

En la periferia, la córnea limita con la esclera mediante una zona de transi-

ción denominada limbo corneal. Estructuralmente, desde la superficie anterior a 

la posterior, la córnea se divide en 6 capas (Figura 1.2): epitelio, membrana de 

Bowman, estroma, capa predescemética, membrana de Descemet y endotelio. 

 

 

Figura 1.2. Capas de la córnea. 
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Epitelio corneal 

El epitelio de la córnea está formado por 5-7 capas de cúlulas de epitelio 

escamoso estratificado alcanzando un grosor total de 50-56 micras. En la capa 

más interna, las células basales tienen una forma columnar y se disponen muy 

juntas, estrechamente adheridas a su membrana basal que las separa de la mem-

brana de Bowman. En las capas medias, las células adquieren una forma alada o 

de paraguas [5]. Por último, en la superficie, el epitelio es escamoso y las células 

se disponen de forma superpuesta. [6].  

El epitelio de la córnea se renueva a partir de las células primordiales o 

células madres (stem cell) que se localizan en el epitelio basal del limbo corneal 

[7, 8]. 

El epitelio de la está constituido por un complejo intracelular denso que lo 

hace resistente a las presiones de abrasión. Se han descrito diversas moléculas 

implicadas en la adherencia intercelular como las cadherinas e integrinas. Ade-

más, las células basales están unidas entre sí mediante microestructuras comple-

jas que juegan un papel fundamental el la comunicación intercelular y en la forma-

ción de barreras como los desmosomas, las uniones estrechas (tight junctions) y 

las uniones comunicantes (gap junctions) [6]. 

 

Membrana de Bowman 

La membrana de Bowman es una capa de tejido liso acelular de 8-12 m 

de espesor que solo ha sido hallada en primates. Se trata de un tejido no regene-

rativo acelular que está constituido por fibras de colágeno tipo IV distribuidas de 

forma uniforme [6]. 

La función de esta membrana no es del todo conocida, aunque se postula 

que este tejido actuaría como una barrera física de protección del plexo nervioso 

subepitelial para acelerar la inervación del epitelio corneal y la recuperación sen-

sorial tras una lesión. Por otro lado, también funcionaría como una barrera para 

evitar que un traumatismo contacte directamente con el estroma, considerándose, 

de este modo, un factor importante en la cicatrización y  restauración estromal [9]. 

No obstante, en la técnica quirúrgica denominada queratectomía fotorrefractiva 

(PRK) que se utiliza para el tratamiento con láser de algunos defectos refractivos, 

http://queratitis.org/queratotomia-fotorrefractiva/
http://queratitis.org/queratotomia-fotorrefractiva/
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se ablaciona parte de la membrana de Bowman y la transparencia corneal no se 

ve afectada [6]. 

 

Estroma corneal 

El estroma corneal o tiene un grosor de unos 500 m constituyendo el 90% 

de todo el espesor corneal. Está formado por fibras de colágeno (fundamental-

mente de tipo I y V), queratocitos y matriz extracelular. El estrecho diámetro exis-

tente entre las fibras (30-38 m) y la disposición de las mismas aseguran una ten-

sión uniforme que contribuye a la transparencia y la resistencia de la córnea  [6]. 

 

Capa predescemética o capa Dua 

Recientemente se ha hallado una fuerte capa acelular y bien definida en la 

córnea predescemética. Los estudios de histopatología han mostrado que se trata 

de una capa sin queratocitos de 10,15 ± 3,6 m de espesor y formada por 5 a 8 

lamelas finas de colágeno tipo I altamente empaquetadas y dispuestas en direc-

ción longitudinal, transversa y oblicua [10]. 

 

Membrana de Descemet 

 La membrana basal del endotelio corneal (membrana de Descemet) está 

constituida por una capa fina y homogénea de 2-20 m de grosor que se une de 

forma tenue al estroma. Está compuesta fundamentalmente por glicoproteínas, la-

minina y colágeno IV, confiriendo una resistencia y elasticidad mayor que el es-

troma corneal ante lesiones traumáticas o inflamatorias [11]. 

 

Endotelio corneal 

 El endotelio corneal es una monocapa de células cuboides que forman un 

mosaico hexagonal de unas 5 m de espesor. Las células, en su porción apical, 

se encuentran en contacto con el humor acuoso y presentan una superficie lisa 

con buenas condiciones ópticas. La función principal del endotelio de la córnea es 

la regulación del fluido que penetra en la córnea desde la cámara anterior del ojo. 

Las células endoteliales no se reproducen y se va perdiendo la densidad celular a 
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lo largo de los años. Cuando una célula endotelial muere, las células vecinas cam-

bian su tamaño (polimegatismo) y modifican su forma (pleomorfismo) para rellenar 

el espacio que ocupaba antes. Aproximadamente, el número células endoteliales 

necesario para conservar la transparencia de la córnea es de 700-1000 célu-

las/mm2 [3]. 

 

Inervación de la córnea 

La córnea es una de las estructuras más inervadas del organismo y esta 

sensibilidad es fundamental para su protección. Los nervios sensitivos, derivados 

de los nervios ciliares (ramas terminales de la división oftálmica del V par craneal) 

penetran en la córnea a través de las capas estromales media y anterior, y se 

dirigen radialmente hacia la zona central y las capas superficiales de la córnea. 

Las fibras nerviosas, una vez han penetrado 1 mm o más en la córnea, pier-

den su vaina de mielina. Posteriormente, se dividen y atraviesan la membrana de 

Bowman generando un plexo nervioso debajo del epitelio y las terminaciones ner-

viosas libres de dicho plexo se disponen entre las células epiteliales. Cuando se 

lesionan las terminaciones nerviosas ya no se alcanza la misma sensibilidad des-

pués de la regeneración del epitelio corneal [12]. 

 

1.1.2. Funciones de la córnea. 

Metabolismo corneal 

 La córnea es avascular, por tanto, el oxigeno lo recibe de forma directa 

desde la atmosfera. Por otro lado, el epitelio corneal protege al ojo de numerosos 

agentes patógenos, limitando la entrada de fluidos al ojo desde la superficie ocular. 

Para su mantenimiento, es fundamental un epitelio íntegro caracterizado por la 

capacidad del epitelio para renovarse y responder ante una agresión. 

La córnea está constituida por un 78% de agua. El desplazamiento de flujo 

de agua y otras sustancias desde el humor acuoso de la cámara anterior hacia el 

estroma corneal está regulado por la barrera de células endeliales manteniendo la 

transparencia y el espesor del tejido corneal. Se trata de una función esencial que 

se altera cuando se pierde la integridad de la monocapa de células endoteliales. 

El transporte de agua hacia el humor acuoso es el resultado resulta del flujo de 
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iones de sodio y bicarbonato a través de la capa celular endotelial mediante el 

bombeo que genera la enzima Na+-K+-ATPasa [6]. 

 

Transparencia corneal y el poder refractivo de la córnea 

Las caracteristicas anatomofisiológicas descritas son responsables de la 

transparencia corneal que permite una capacidad refractiva precisa. Así pues, po-

dríamos afirmar que la córnea se comporta como una ventana y una lente respec-

tivamente. 

La córnea posee una enorme capacidad refractiva constituyendo el dioptrio 

principal del ojo. Para llevar a cabo esta función, además de su transparencia, la 

córnea debe conservar unas superficies refractivas lisas y regulares. La integridad 

física de su estructura y la función del epitelio corneal y del endotelio mantienen 

esta delicada propiedad. Las características biomecánicas, bioquímicas y fisioló-

gicas de la córnea junto con las propiedades ópticas son las que determinan su 

poder dióptrico [6] (Figura 1.3). 

 

 

Figura 1.3. La córnea constituye el dioptrio principal del ojo 
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Respuesta corneal ante una agresión 

 La córnea es susceptible de sufrir lesiones tanto de forma natural (infeccio-

nes, traumatismos etc.) como iatrogénica (lentes de contacto, láser, procedimien-

tos quirúrgicos, etc.). 

El epitelio de la córnea se renueva cada 7 días pero, ante un traumatismo, 

se inicia una respuesta que se divide en tres etapas diferentes: a) fase latente 

(etapa de 46 horas), en la que se  eliminan restos celulares, las células cambian 

morfológicamente para hacerse más redondas y se reducen las uniones celulares 

(hemidesmosomas) en las zonas lesionadas [13]; b) fase de migración celular (de  

24-36 horas), en la que se incrementa la velocidad de motilidad ocular para cubrir 

la perdida de sustancia en el menor tiempo posible y se recupera el efecto barrera 

[14], y c) fase de proliferación celular, en la que las células primordiales del limbo 

se activan, se generan  los complejos de unión con la membrana de Bowman y se 

establecen de nuevo las terminaciones nerviosas [6]. 

 

1.1.3. Enfermedades neovasculares de la córnea 

La avascularidad, el mínimo espesor corneal y la disposición ordenada de 

las fibras colágenas del estroma explican que la luz se transmita de forma ade-

cuada. Sin embargo, en condiciones patológicas pueden crecer nuevos vasos san-

guíneos en su interior. Aunque el crecimiento de neovasos, en ocasiones, podría 

tener un rol beneficioso contra la infección, la curación de las heridas y detención 

de la disolución estromal (melting), sus desventajas son numerosas y a menudo 

producen tejido cicatricial, edema y la persistencia de una inflamación que puede 

alterar la visión [15, 16]. 

La neovascularización corneal (NVC) está presente aproximadamente 

en el 4% de los pacientes que acuden a la clínica oftalmológica y en el 12% de 

estos casos se asocia con pérdida de agudeza visual [17]. La NVC es un problema 

que no sólo reduce la visión, sino que también da lugar a la pérdida del privilegio 

inmune de la córnea empeorando el pronóstico de aquellas enfermedades cornea-

les que requieren un trasplante de córnea (queratoplastia) incrementando el fra-

caso del injerto corneal y el rechazo del trasplante [18, 19]. 
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La NVC ocurre como una respuesta inespecífica a gran variedad de pro-

blemas clínicos como la infección, cirugía refractiva, enfermedad autoinmune, de-

ficiencia de células limbares, distrofia y uso de lentes de contacto. (Figura 1.4) 

(Tabla 1.2) [15, 20]. 

La angiogénesis corneal produce un deterioro de la visión grave compro-

metiendo la transparencia corneal y alterando sus propiedades ópticas a causa de: 

a) la opacidad producida por la circulación de células sanguíneas en los canales 

vasculares; b) arquitectura irregular de las paredes vasculares que induce aberra-

ciones de alto orden; c) alteraciones en el área del colágeno estromal adyacente 

a los vasos sanguíneos; d) edema y depósitos lipídicos en los tejidos que rodean 

dichos vasos; y e) irregularidad de la superficie corneal en casos de pannus su-

perficial [15]. 

Muchas infecciones pueden causar NVC con patrones de respuesta dife-

rentes. El patrón clínico de invasión vascular (vascularización estromal superficial 

o profunda) es a menudo indicativo de la etiología de la neovascularización cor-

neal. La vascularización estromal profunda generalmente se desarrolla en res-

puesta a una queratitis intersticial (como por ejemplo la queratitis estromal herpé-

tica) o secundariamente a un trauma ocular significativo. Se puede observar en 

cualquier nivel del estroma como vasos que se ramifican ocasionalmente acompa-

ñados de depósitos lipídicos que se manifiestan como opacidades blanco-amari-

llentas [21]. 
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Figura 1.4. Enfermedades neovasculares de la córnea: a) Úlcera corneal herpé-

tica; b) queratitis bacteriana; c) rechazo de injerto corneal; d) queratopatía edematosa cró-

nica. 

 

 

Sin embargo, cuando la neovascularización es resultado de una irritación 

superficial y crónica de la córnea, detectada frecuentemente en pacientes con len-

tes de contacto, cirugías previas y quemaduras químicas, los neovasos se desa-

rrollan desde la arcada marginal extendiéndose debajo del epitelio a través del 

estroma superficial [15, 17]. Este crecimiento más allá de la arcada límbica normal 

se denomina pannus y se puede acompañar de tejido fibroso subepitelial o de 

cicatrización del estroma disminuyendo la transparencia corneal [22]. 
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ENFERMEDADES ASOCIADAS CON LA NVC 

Enfermedades infecciosas 

Virales 

Herpes simple, herpes zoster 

Bacterianas 

Pseudomona, Chlamydia trachomatis, Sífilis 

Fúngicas 

Cándida, Fusarium, Aspergillus 

Parasitarias 

Oncocercosis 

Enfermedades inflamatorias 

Penfigoide ocular 

Conjuntivitis atópica 

Rosácea 

Rechazo de injerto corneal 

Síndrome de Lyell 

Síndrome de Stevens-Johnson 

Enfermedad de injerto contra el huésped 

Enfermedades degenerativas-congénitas 

Pterigium 

Degeneración marginal de Terrien 

Aniridia 

Enfermedades Traumáticas/yatrogénicas y misceláneas 

Deficiencia de células madre 

Lentes de contacto 

Quemaduras por álcalis 

Ulceración 

Daño yatrogénico 

Tabla 1.2. Enfermedades asociadas a neovascularización corneal [20]. 

 

1.1.3.1. Infecciones oculares 

 La NVC es una complicación potencial de numerosas infecciones bacte-

rianas, fúngicas, parasitarias y virales.  

 El tracoma, una infección ocular causada por la Chlamydia trachomatis, es 

la principal causa infecciosa de ceguera. Según la OMS, se estima que 5,9 millo-

nes de personas están ciegas o con un riesgo alto de ceguera por triquiasis traco-
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matosa [23]. Episodios recurrentes de tracoma pueden dañar los párpados, pro-

duciendo abrasiones corneales inducidas por las pestañas, neovascularización y 

cicatrización [24]. 

 La segunda causa más común de ceguera infecciosa en todo el mundo es 

la oncocercosis, comúnmente denominada ceguera de los ríos [25]. La mayor 

parte de la carga global de oncocercosis se encuentra en el África subsahariana. 

En 1995, se estimó que esta filariasis había producido la ceguera a 404.000 per-

sonas. Sin embargo, esta enfermedad se ha eliminado en gran parte gracias al 

Programa de Control de la Oncocercosis (1974-2002) que se basa en un intenso 

control de los vectores y el tratamiento masivo con el medicamento ivermectina. 

La córnea se afecta por la migración de microfilarias producidas por los nemátodos 

provocando una intensa inflamación, neovascularización y opacificación [26].  

 El virus herpes simple (VHS) es la causa más común de ceguera corneal 

en el mundo desarrollado. Los seres humanos son el único reservorio natural del 

virus. La enfermedad por VHS es una causa de morbilidad ocular y es una causa 

común de opacificación corneal y pérdida de agudeza visual. Entre los 15 y 25 

años de edad el El 70% de la población ha sido infectada y a los 60 años el 97%, 

presentando afectación por la enfermedad ocular herpética el 0,17%. Los episo-

dios recurrentes de queratitis por VHS pueden causar neovascularización, opacifi-

cación y cicatrización [27]. 

 

1.1.3.2. Traumatismos oculares 

El trauma ocular da lugar a 19 millones de casos de pérdida de visión uni-

lateral y a 1,6 millones de casos de ceguera bilateral en todo el mundo [28]. La 

curación de la herida corneal es generalmente un proceso avascular; sin embargo, 

la NVC puede desarrollarse en respuesta a lesiones graves de la córnea [15]. 

Las quemaduras químicas (alcalinas y ácidas), en particular, inducen una 

respuesta inflamatoria vigorosa que promueve la NV corneal. Además, las quema-

duras químicas pueden dañar el limbo corneal dando lugar a una deficiencia de 

células limbares. Se puede desarrollar la conjuntivalización de la superficie corneal 

con neovascularización masiva, dando lugar a graves reducciones en la transpa-

rencia corneal y en la agudeza visual a través de la formación de un pannus en el 

tejido corneal superficial  [17, 29, 30]. 
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1.1.3.3. Neoplasias, enfermedades degenerativas y enfermedades inflamato-

rias 

Las neoplasias de la superficie ocular, tales como el papiloma y la neoplasia 

intraepitelial corneal y conjuntival, pueden causar la NVC como parte de la res-

puesta angiogénica al tumor. Las condiciones degenerativas tales como el pteri-

gium y la proliferación queratoconjuntival difusa usualmente se acompañan de un 

pannus fibrovascular situado encima del estroma corneal. La irritación crónica de 

la superficie ocular como la que se produce en la queratoconjuntivitis atópica pe-

renne también puede causar una agresiva NVC. Otras etiologías específicas de 

NVC incluyen: conjuntivitis atópica, rosácea, penfigoide ocular, rechazo del injerto, 

síndrome de Lyell, síndrome de Stevens-Johnson, enfermedad de injerto contra el 

huésped, rechazo de aloinjerto corneal y edema corneal persistente como en la 

queratopatía bullosa y el hidrops crónico del queratocono. Otras causas menos 

comunes de NVC son la exposición al sol, la radiación o las toxinas químicas como 

el gas mostaza [15, 31, 32].  

 

1.1.3.4. Deficiencia de células limbares 

La deficiencia de células madre es una anomalía corneal grave que puede 

ocurrir en una variedad de enfermedades oculares tanto adquiridas (ej. quemadu-

ras químicas, uso de lentes de contacto, drogas, etc.) como congénitas (ej. aniri-

dia) y es debida a la pérdida parcial o total de las células madre del limbo. La 

alteración del limbo corneal conduce a un daño corneal y proporciona una vía para 

la extensión del epitelio conjuntival y los vasos sanguíneos a la córnea [29]. Esta 

enfermedad da lugar a la conjuntivalización de la córnea con vascularización, apa-

rición de células caliciformes, y epitelio inestable e irregular [33]. 

 

1.1.3.5. Hipoxia relacionada con las lentes de contacto 

Aproximadamente 125 millones de personas en todo el mundo utilizan len-

tes de contacto. El uso de lentes de contacto se ha asociado con una gran variedad 

de complicaciones inflamatorias [34]. La hipoxia relacionada con el uso de lentes 

de contacto es una causa común de NVC usualmente superficial y localizada en 
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la córnea periférica [35]. Los factores de riesgo incluyen el uso prolongado de las 

lentillas de contacto, la utilización de lentillas con baja permeabilidad al oxígeno, y 

la contaminación de las mismas [36]. 

 

1.1.3.6. El trasplante de córnea y neovascularización corneal 

Como hemos descrito anteriormente, la NVC se asocia con un amplio nú-

mero de enfermedades que pueden llevar a la opacificación corneal pudiendo ser 

necesaria la realización de un trasplante corneal (queratoplastia). El trasplante de 

córnea realizado en lechos corneales ausentes de inflamación y vascularización, 

denominados trasplantes de bajo riesgo, tienen altas tasas de supervivencia del 

injerto cercanas al 90%. Así pues, un lecho corneal avascular se considera gene-

ralmente como un factor favorable para la supervivencia del injerto a largo plazo 

[37, 38]. 

Sin embargo, el trasplante de córnea realizado en lechos corneales previa-

mente inflamados y vascularizados, denominados trasplantes de alto riesgo, tienen 

una tasa de éxito mucho más baja. La NVC proporciona el acceso del sistema 

inmune al injerto incrementando el riesgo de rechazo inmune alógenico [39]. Por 

ello, la NVC es el factor más importante a la hora de evaluar el riesgo de rechazo, 

que oscila entre un 0-10% en córneas avasculares y un 25-50% en córneas gra-

vemente vascularizadas [15, 20, 40-42]. 

 

 

1.2. ANGIOGÉNESIS CORNEAL 

 

1.2.1. Crecimiento vascular: vasculogénesis y angiogénesis 

Durante el desarrollo embriológico, la formación de nuovo de los capilares 

tiene lugar en cada órgano mediante un proceso denominado vasculogénesis. 

En este proceso están implicadas las células precursoras de los vasos sanguíneos 

denominadas angioblastos, las cuales comparten con las células hematopoyéticas 

un progenitor común originado en el mesodermo: el hemangioblasto. Agregados 

de angioblastos se diferencian en células endoteliales y se alinean en un lumen 
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que contiene las células precursoras sanguíneas. La fusión de estas “islas de san-

gre” forma los llamados plexos capilares primarios [43, 44]. 

La angiogénesis ocurre en los adultos de forma fisiológica durante la cura-

ción de las heridas, el embarazo y el ciclo uterino. Sin embargo, la angiogénesis 

también tiene un papel importante en procesos patológicos como el crecimiento de 

tumores y las metástasis, así como la neovascularización ocular [45, 46]. Se define 

como la formación de estructuras vasculares sanguíneas nuevas en áreas que 

eran previamente avasculares. Este proceso conlleva el brote y la invaginación, la 

maduración funcional de las células endoteliales y el reclutamiento de las células 

musculares lisas y los pericitos [44]. Los mecanismos y los mediadores de la an-

giogénesis patológica se sabe que difieren algo de la angiogénesis fisiológica, 

como por ejemplo el hecho de que la última no se suele acompañar del compo-

nente inflamatorio [47]. Las etapas de la angiogénesis se describirán en el apar-

tado 1.2.3. 

 La linfangiogénesis se define como la formación de nuevos vasos linfáti-

cos a partir de otros preexistentes. 

 

 

1.2.2. El sistema vascular limbar y la neovascularización corneal 

La arcada limbar tiene origen en el plexo pericorneal, un anillo de vasos 

conectados localizados a 1-5 mm detrás del limbo, donde se dividen y terminan las 

arterias ciliares anteriores (ramas de la arteria oftálmica). Desde este anillo vascu-

lar, las arteriolas brotan hacia el limbo configurando la pericórnea o arcada limbar. 

Los bucles vasculares se posicionan debajo de la capa de Bowman la cual repre-

senta la barrera natural del brote de vasos hacia la córnea (Figura 1.5) [48]. 
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Figura 1.5. Vasculatura del segmento anterior del ojo 

 

 

Los capilares del limbo están constituidos por una capa interna de células 

endoteliales los cuales están cubiertos por una membrana basal. Alrededor de la 

membrana se sitúan los pericitos que circundan los vasos (Figura 1.6). [49].  
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Figura 1.6. Estructura de los capilares del limbo. Los capilares están constituidos por una 

capa de células endoteliales cubiertas por una membrana basal. Alrededor se sitúan los 

pericitos. 

 

Los vasos linfáticos limbares forman un anillo que se conecta con la red 

linfática conjuntival. Los vasos limbares juegan un papel importante en el recluta-

miento de células inmunes hacia el tejido adyacente y probablemente son el origen 

de los vasos linfáticos patológicos que invaden la córnea inflamada disminuyendo 

de forma significativa el riesgo de supervivencia del trasplante de córnea [50]. 

 

1.2.3. Etapas de la angiogénesis 

La neovascularización corneal implica el brote de nuevos vasos sanguí-

neos que emergen de capilares y vénulas del plexo limbar. La angiogénesis es un 

proceso complejo, caracterizado por una cascada de eventos que incluyen una 

vasodilatación inicial de los vasos acompañada de un aumento de la permeabilidad 

vascular y degradación de la matriz extracelular vecina, la cual permite activar la 

proliferación de las células endoteliales vasculares (CEv), la migración de las mis-

mas y la formación del tubo vascular [51]. Cada una de estos pasos está estrecha-

mente regulado por la acción de moléculas estimuladoras (factores proangiogéni-

cos) y moléculas inhibidoras (factores antiangiogénicos) [47]. El equilibrio de los 

factores proangiogénicos y antiangiogénicos delimita el proceso de la angiogéne-

sis.  
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Podemos distinguir las siguientes etapas:  

 

1.2.3.1. Disparador del cambio angiogénico 

En condiciones normales, los vasos se encuentran en un estado quiescente 

debido al dominio de los inhibidores de la angiogénesis. Sin embargo, en condi-

ciones de hipoxia o inflamación, se activan los factores angiogénicos y el balance 

cambia a favor de la angiogénesis produciéndose un evento conocido como “cam-

bio angiogénico” [52]. La hipoxia es un importante regulador de la angiogénesis 

que actúa sobrerregulando la transcripción del factor inducido por la hipoxia (HIF)-

1α, el cual se liga al promotor de VEGF-A para promover su transcripción [53]. Así 

pues, la hipoxia incrementa los niveles de VEGF y un aumento concomitante de la 

expresión VEGFR-2 para inducir la angiogénesis [51]. 

Durante la neovascularización corneal inflamatoria, el daño del epitelio y del 

estroma corneal produce un aumento de la interleuquina 1 (IL-1), la cual regula 

positivamente la expresión de la molécula de adhesión molecular 1 (ICAM-1) en 

las células endoteliales de los vasos linfáticos limbares que permite la invasión de 

células inflamatorias, principalmente neutrófilos. La respuesta inflamatoria produce 

la vasodilatación de los vasos del plexo corneal con el subsecuente aumento de la 

permeabilidad y diapédesis leucocitaria precediendo y acompañando a los fenó-

menos angiogénicos. Generalmente, la vasodilatación ocurre a partir de la primera 

hora después de que se produzca el estímulo inflamatorio. VEGF incrementa la 

permeabilidad del vaso, permitiendo la extravasación de proteínas plasmáticas 

como fibronectina y fibrinógeno que son depositados como una capa de matriz 

provisional mientras que la matriz intersticial preexistente es remodelada por las 

proteasas. Todos estos eventos habilitan la migración de las CEv [54]. 

 

1.2.3.2. Proceso de gemación de los vasos 

La señal de la molécula VEGF juega un papel central en la angiogénesis 

[55]. Así pues, tras el estímulo angiogénico, el endotelio de la microcirculación co-

mienza a hipertrofiarse y aumentar el número de proyecciones en la superficie lu-

minal. Las células endoteliales en el frente del brote vascular extienden sus filopo-

dias y migran hacia las señales angiogénicas.  
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La migración celular requiere la degradación de la membrana basal vascular 

producida en parte por las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs). Las 

uniones célula-célula endoteliales se pierden a causa de VE-cadherina, Zo-1 entre 

otras moléculas y los pericitos se desprenden regulados por la Ang-2 [54]. Los 

pericitos son células adventiciales que se localizan en la membrana basal de los 

capilares y vénulas postcapilares. Durante esta fase, los pericitos de los vasos 

progenitores se activan, acortan sus procesos e incrementan su volumen, la mem-

brana basal se disrumpe y se fragmenta y, finalmente, los pericitos se desprenden 

de la pared de los vasos [56]. Aunque inicialmente los brotes de células endotelia-

les se forman sin el recubrimiento de los pericitos, los pericitos son los primeros en 

invadir los nuevos tejidos vascularizados y se localizan en el frente de crecimiento 

de la formación de los brotes de CEv guiando los nuevos vasos formados [57] 

(Figura 1.7). 

 

 

Figura 1.7. Degradación de la membrana basal vascular y desprendimiento de los perici-

tos. 

 

Este proceso de gemación (sprouting) consiste en una diferenciación coor-

dinada de las células endoteliales en respuesta al VEGF del medio extracelular. 

Durante el sprouting, una CEv abandona la quiescencia y se diferencia a “células 

punta” (tip cells), y las células endoteliales adyacentes a la célula punta se diferen-

cian a “células tallo” (stalk cells). VEGF, a través de su receptor VEGFR-2 estimula 

la migración de la célula. El correceptor Neuropilina-1 (Nrp-1) completa y potencia 
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la señal de VEGFR-2. La célula punta tiene un fenotipo migratorio y es atraída por 

el gradiente de VEGF, mientras que las células tallo son eminentemente prolifera-

tivas, por lo que se dividen formando las paredes que constituirán el nuevo vaso 

(Figura 1.8) [58, 59]. 

 

 

Figura 1.8. Proceso de gemación de los vasos. Los pericitos se deprenden y la célula 

endotelial, activada por VEGF a través del receptor VEGFR-2, compite por transformarse 

en célula punta produciendo DLL4, un ligando que se une al receptor Notch de las células 

vecinas liberando el regulador de transcripción NICD que infrarregula la expresión de VE-

GFR-2 e incrementa la de VEGFR-1 que, a su vez, actúa como receptor señuelo secues-

trador de VEGF. 

 

La CEv se puede convertir tanto en una célula punta o en una célula tallo 

presentando un fenotipo fluido y siendo el receptor transmembrana Notch el que 

regula su especificación. Cuando la CEv es activada por la señal de VEGFR-2 

compite por conseguir un fenotipo punta incrementando su expresión del ligando 

de Notch (DLL4), el cual se liga a receptores en las células vecinas liberando el 

regulador de transcripción NICD. NICD infrarregula la expresión de VEGFR-2 y 

Nrp-1 mientras que incrementa la del receptor VEGFR-1 que actúa como una 

trampa para VEGF, potenciando la falta de respuesta de estas células a VEGF. La 

célula punta no está en una situación rígida y su fenotipo y fluidez en el frente de 

vascularización dependerá de la ratio VEGFR-1/VEGFR-2 [54, 60]. 
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1.2.3.3. La elongación del tallo vascular 

El brote vascular en crecimiento se mueve siguiendo el gradiente de VEGF. 

Las células punta se adhieren a la matriz extracelular, mediadas por integrinas y 

migran hacia las moléculas señalizadoras (semaforinas y efrinas). Las células tallo 

siguen detrás de la célula punta y proliferan para permitir la elongación del tallo y 

la formación del lumen. Mientras la señal Notch inhibe la proliferación, la expresión 

de una proteína denominada Nrarp en los puntos de ramificación limita la función 

inhibitoria de Notch y permite que la proteína de señalización Wnt mantenga la 

proliferación de la célula endotelial y la estabilidad del tallo [61]. El sistema favo-

rece la migración vascular, la direccionalidad por las células punta y la proliferación 

del eje por las células tallo proliferantes (Figura 1.9).  

 

 

Figura 1.9. Tipos de células del brote vascular. 

 

Cuando dos células punta se encuentran, se fusionan (anastomosis). Los 

macrófagos asisten este procedimiento acumulándose en los lugares de anasto-

mosis para actuar como células puente que interactúan con las filopodias de las 

células punta vecinas [62]. Una vez que el contacto entre las células punta se ha 

establecido, las uniones que contienen VE-cadherina fortalecen más la conexión. 

Los macrófagos perivasculares además estimulan los brotes produciendo factores 

angiogénicos o liberándolos mediante proteólisis de la membrana extracelular (Fi-

gura 1.10) [54]. 
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Figura 1.10. Migración de células endoteliales vasculares. Las células punta migran hacia 

las moléculas señalizadoras seguidas de las células tallo para favorecer la elongación del 

neovaso y la formación del lumen. Cuando dos células punta se encuentran se anastomo-

san siendo los macrófagos las células que coordinan este proceso. 

 

1.2.3.4. Estabilización y maduración de los vasos recién formados 

La perfusión del tejido hipóxico aporta el suministro de oxígeno y nutrientes 

necesarios disminuyendo los niveles de señales angiogénicas, inactivando los 

sensores de oxígeno de las CEv e incrementando las moléculas proquiescentes 

de los vasos. El establecimiento del flujo de sangre remodela las conexiones vas-

culares, las cuales son reguladas por el factor de transcripción de respuesta al 

estrés KLF2. Las CEv se convierten en un tercer tipo celular, las “células falange” 

(phalanx cells) que mantienen la unión del nuevo capilar con el vaso originario. 

Estas células aposicionadas estrechamente constituyen una monocapa con una 

superficie aerodinámica que conduce el flujo de sangre y regula la perfusión del 

tejido. La perfusión induce la maduración vascular y el restablecimiento de las 

uniones célula-célula, la maduración del pericito y la formación de la membrana 

basal [54]. 

Las señales autocrinas y paracrinas (VEGF, FGF, Ang1, Notch, etc.) desde 

las CEv y las células de soporte mantienen el fenotipo de quiescencia de las CEv 

y protegen al vaso sanguíneo del estrés ambiental [63]. Una vez estabilizado y 

madurado, el vaso forma barreras entre la sangre y el tejido vecino, controlando el 
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intercambio de fluidos y otros solutos. La reducción de la señalización de los fac-

tores de crecimiento puede llevar a la retracción del vaso y la apoptosis de la célula 

endotelial [54]. 

Una vez la fusión ha ocurrido, el lumen conectado es formado para permitir 

que la sangre fluya a través del nuevo vaso. Las células tallo depositan membrana 

basal vascular y reclutan pericitos estabilizando, de este modo el vaso formado. 

Los precursores de los pericitos son atraídos a los vasos por el PDGF expresado 

por las CEv. Una vez que llegan al vaso, estos precursores mesenquimales se 

diferencian en pericitos en respuesta al TGF-. [54]. Los pericitos son general-

mente considerados como las células destinadas a la estabilización de la pared 

del vaso controlando la proliferación de las CEv y, por tanto, el crecimiento de los 

nuevos vasos. Además, se piensa que participan en la regulación del flujo de san-

gre microvascular a través de mecanismos contráctiles [64]. Numerosas moléculas 

están implicadas en el control y modulación de las interacciones que ocurren entre 

los pericitos y las células endoteliales, como el factor de crecimiento derivado de 

las plaquetas (PDGF-B), el factor de crecimiento beta (TGF-), VEGF, angiopoye-

tinas (Angs) y vías de señalización que implican a Notch y las efrinas (Figura 1.11) 

[65, 66]. 

 

 

Figura 1.11. Proceso de estabilización y maduración del vaso. Las CEvs adquieren el fe-

notipo de células falange, se forma la membrana basal y los neovasos son revestidos por 

los pericitos. 
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Tras dos semanas de iniciarse el proceso de neovascularización, el 80% 

de los capilares neoformados son cubiertos por pericitos [49]. La formación de la 

membrana basal y el revestimiento de los capilares por los pericitos está general-

mente asociado al final del estado proliferativo y al comienzo de la maduración o 

función del capilar en su estado quiescente [64]. Las interacciones entre el pericito 

y la célula endotelial regulan el aumento de la expresión de proteínas de la mem-

brana basal como fibronectina y laminina, así como las integrinas que reconocen 

las matrices remodeladas para controlar este proceso [67].  

Los vasos de la córnea ya establecidos no desaparecen pero pueden re-

gresar al cesar el estímulo angiogénico, persistiendo los denominados vasos fan-

tasmas [21]. 

 

1.2.4. Avascularidad corneal: el privilegio corneal angiogénico y linfangiogé-

nico de la córnea 

La avascularidad de la córnea ha estado altamente conservada durante la 

evolución, así que en todos los vertebrados los cuales dependen de una buena 

visión la córnea está libre de vasos sanguíneos y linfáticos. La avascularidad de la 

córnea se mantiene a pesar de la exposición intermitente a estímulos inflamatorios 

potencialmente proangiogénicos y en condiciones de hipoxia. Además, la córnea 

es capaz de permanecer avascular en el seno de un daño significativo (ej. cirugía 

refractiva), y la curación de las heridas es generalmente un proceso avascular. 

Esto es debido a que en estos tejidos se ponen en marcha unos mecanismos que 

inhiben el crecimiento de los neovasos [15]. 

El hecho de que la córnea normal esté libre de vasos sanguíneos y linfáticos 

y su capacidad para inhibir activamente el crecimiento de los vasos se ha denomi-

nado “privilegio angiogénico de la córnea” en analogía al “privilegio inmune” de 

la córnea, el cual denota la resistencia inherente de la misma a mostrar inflama-

ción. Este privilegio angiogénico no es un estado pasivo ya que envuelve la acti-

vación de diferentes cascadas metabólicas [68]. 

Tal como hemos comentado anteriormente, la córnea tiene una anatomía 

especial que incluye la deshidratación constante que da lugar a lamelas de colá-

geno altamente comprimidas y la presencia de redes de queratocitos compactados 

entre las lamelas. En caso de edema corneal se altera la compactación del estroma 
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y no sólo se pierde la transparencia de la córnea debido al depósito de agua, sino 

que también las citoquinas inflamatorias son liberadas y los vasos pueden crecer 

más fácilmente entre las lamelas. Aunque la descompensación e hidratación de la 

córnea puede ocurrir sin crecimiento de vasos, habitualmente la NVC se asocia 

con el edema. Además, existen varios mecanismos biológicos que contribuyen al 

privilegio corneal angiogénico y linfangiogénico [69] a) el efecto angiostático de las 

células corneales; b) los mecanismos antiangiogénicos mediante señuelo; c) mo-

léculas antiangiogénicas de la córnea y d) vías de señalización de la muerte celular 

(Tabla 1.3). 

 

FACTORES ANTIANGIOGÉNICOS 

QUE CONTRIBUYEN A LA AVASCULARIDAD DE LA CÓRNEA 

Moléculas antiangiogénicas de la córnea 

o Angiostatina 

o Factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF) 

o Fragmentos derivados del colágeno: Endostatina, Canstatina, Arrestina, Tumstatina 

o Trombospondinas: TPS-1 y TPS-2 

o Algunas metaloproteinasas de la matriz (MT1-MMP, MMP-7)  

o Inhibidores de las metaloproteinasas 

o Inhibidor de la activación del plasminógeno 

Mecanismos antiangiogénicos mediante señuelo 

o Algunos receptores del VEGF:  

sVEGFR-q, mVEGFR-3 

Otras moléculas antiangiogénicas de la córnea 

o Citoquinas: IL-10, IP-10/CXCL10 

o Angiopoyetina-2 (Ang-2) (contexto dependiente: con bajas concentraciones de VEGF) 

Vías de señalización de la muerte celular 

o Fas/Fas-L 

o CD80/PD-L1 

Tabla 1.3. Mecanismos biológicos que contribuyen al privilegio corneal angiogé-

nico y linfangiogénico. 

 

Las células del epitelio corneal contribuyen a su naturaleza angiostática. 

Estudios en cultivos celulares han demostrado que los queratocitos estromales 

tienen un efecto estimulador de la NVC. Por el contrario, las células del epitelio 

limbal tienen un efecto inhibitorio de la angiogénesis funcionando como una ba-

rrera contra la angiogénesis y la linfangiogénesis en el tejido corneal inmediato. 
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Además, la región limbar contiene células madre (stem cells) que abastecen desde 

la periferia a la córnea con células epiteliales [8, 70]. 

Se han identificado numerosas moléculas antiangiogénicas en la córnea. 

Estas pueden ser directamente producidas en sus formas activas, o bien, pueden 

ser derivadas de precursores de mayor tamaño mediante clivaje proteolítico: an-

giostatina endógena, factor derivado del epitelio pigmentario, fragmentos deriva-

dos del colágeno (endostatina, arrestina, canstatina, tumstatina) y trombospondi-

nas. Los inhibidores de las metaloproteinasas (TIMPs) son unos inhibidores espe-

cíficos endógenos que reducen la excesiva degradación proteolítica producida por 

las MMPs. Este balance entre las MMPs y los TIMPs juega un papel relevante en 

la angiogénesis y la remodelación tisular [71].  

Además, en el epitelio corneal existen varios mecanismos de receptores 

señuelo que secuestran moléculas con capacidad angiogénica, limitando su acti-

vidad y actuando como reguladores del complejo proceso de la angiogénesis (VE-

GFR-1 soluble, sVEGFR-2 soluble y ectópico) [72-74]. 

 

 

1.3. PRINCIPIOS BIOLÓGICOS DE LA ANGIOGÉNESIS  

 

1.3.1. Los promotores de la angiogénesis corneal 

Para mantener lo que se denomina el “privilegio angiogénico” de la córnea 

existe un balance dinámico entre los factores proangiogénicos y antiangiogénicos 

[45]. A pesar de este balance, determinadas condiciones patológicas pueden anu-

lar los innatos mecanismos de defensa antiangiogénicos de la córnea, e incluso 

comprometer el estado avascular de la córnea [15, 75]. En la Tabla 1.4 se mues-

tran los factores estimuladores de la angiogénesis. 

Una gran variedad de estudios preclínicos y clínicos sugieren que el factor 

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) juega un papel clave en la neovascula-

rización patológica. VEGF se une a tres receptores estrechamente relacionados 

estructuralmente que poseen una actividad tirosina quinasa intrínseca. Mientras 

que los datos disponibles sugieren fuertemente que VEGF actúa como el mayor 

estimulador de la NVC, otros factores de crecimiento que actúan sobre receptores 



Introducción  

42 

tirosina quinasa están implicados en la neovascularización (PDGF, FGF, angiopo-

yetinas, etc.) [76]. La estructura y función de los receptores tirosina quinasa y sus 

ligandos se desarrollan en los siguientes apartados. 

Durante la angiogénesis, es esencial la degradación y remodelamiento de 

la matriz extracelular y de la membrana basal para facilitar la invasión y migración 

de las células endoteliales vasculares. Es por tanto necesario una actividad coope-

rativa de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y el sistema fibrinolítico de 

activación del plasminógeno implicados en la degradación de la matriz y el correcto 

recambio del tejido conectivo [51, 77]. La participación de las MMPs en la angio-

génesis parece ser ambigua porque la misma molécula puede actuar como un fac-

tor proangiogénico o antiangiogénico según el contexto [15]. Esta función dual de 

las MMPs durante la angiogénesis puede ser debida a su capacidad para degradar 

la matriz extracelular, permitiendo la invasión del tejido por las células endoteliales, 

y por la facultad para generar o liberar fragmentos antiangiogénicos a partir de 

precursores [78]. El sistema fibrinolítico juega un papel importante en situaciones 

en las que se produce la proteólisis tisular como la inflamación, la invasión tumoral 

y la neovascularización. La activación de plasminógeno a plasmina conduce a la 

progresiva degradación de la fibrina y otros componentes de la matriz extracelular, 

así como a la activación de metaloproteasas, factores de crecimiento latentes y 

proteólisis de glicoproteínas de membrana [79]. 

Por otro lado, la inflamación es una característica compartida por todas las 

etiologías de la NVC. Las citoquinas como IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral 

(TNF) y el factor de crecimiento transformante (TGF- ) activan las células inflama-

torias [80]. Las células inflamatorias son fuentes ricas de moléculas de VEGF que 

promueven la hemangiogénesis y la linfangiogénesis y la quimiotaxis de otras cé-

lulas inflamatorias que amplifican la cascada angiogénica [39]. Otras moléculas 

como las integrinas y la endotelina 1 (ET-1) también realizan una función proan-

giogénica. 
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PROMOTORES DE LA ANGIOGÉNESIS 

QUE PROMUEVEN LA NVC 

Factores que actúan sobre receptores tirosina quinasa 

o Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 
o Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) 
o Factor de crecimiento fibroblástico (FGF) 
o Angiopoyetinas (Ang-1 + Ang-2) 

Enzimas implicadas en la degradación de la matriz extracelu-
lar 

o Metaloroteinasas de la matriz: MMP-2 (Gelatinasa A), MMP9 (Ge-
latinasa B), MT-MMP-1 

o Serinas proteasas del sistema fibrinolítico 

Mediadores de la inflamación 

o Citoquinas/quimiocinas: IL-1, IL-8/CXCL-8,  

o TNF-  

o TGF-1 (contexto dependiente: in vivo) 

Otras moléculas 

o Integrinas: V3; 11 

o Endotelina-1 

o ESAF 

Tabla 1.4. Factores que promueven la angiogénesis. 

 

 

1.3.2.  Receptores tirosina quinasa de los factores de crecimiento 

Las quinasas también llamadas fosfotransferasas, son enzimas que trans-

fieren grupos fosfatos de moléculas donantes de alta energía, por ejemplo, ade-

nosin trifosfato (ATP) a sustratos específicos. Las proteínas quinasa fosforilan pro-

teínas resultando en cambios funcionales de proteínas diana. De las 518 proteínas 

quinasas codificadas en el genoma humano, 90 quinasas pertenecen al grupo ti-

rosina quinasa. El grupo tirosina quinasa consta de aproximadamente 30 familias, 

por ejemplo, las familias VEGFR, PDGFR, FGFR y Tie. Además de la clasificación 

en familias, las tirosinas quinasas también pueden clasificarse en receptores tiro-

sina quinasa y no receptores (citoplasmáticos). Los receptores tirosina quinasa son 

esenciales para la transducción de señales dentro de la célula, mientras que los 

no-receptores tirosina quinasa realizan comunicaciones intracelulares. 

Los receptores tirosina quinasa (RTQ) desempeñan un papel crucial en el 

control de los procedimientos celulares básicos como la proliferación, la migración, 
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el metabolismo, la diferenciación y la supervivencia celular, así como la regulación 

de la comunicación intercelular durante el proceso del desarrollo [81, 82]. 

La mayoría de los ligandos que activan estos receptores son factores de 

crecimiento, incluyendo el VEGF, el factor de crecimiento derivado de las plaque-

tas (PDGF), el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), las angiopoyetinas, el fac-

tor de crecimiento epidérmico (EGF) y la insulina. [81-83]. En el punto 1.3.2 des-

cribiremos los factores más relevantes. 

Los RTQ son un tipo de receptores transmembránicos asociados a enzimas. 

Los receptores asociados a enzimas están constituidos por glicoproteínas trans-

membrana que, a diferencia de los receptores acoplados a proteínas G, atraviesan 

la membrana citoplasmática una sola vez. Se activan por unión de sus ligandos y 

transducen señales extracelulares al citoplasma. Basado en la presencia o ausen-

cia de actividad catalítica en el dominio citosólico, estos receptores se clasifican 

en receptores con actividad enzimática intrínseca y receptores sin actividad enzi-

mática propia pero capaces de asociarse a enzimas citoplasmáticas. Por tanto, 

poseen capacidad de catalizar la transferencia de grupos fosfatos de la molécula 

de ATP a los grupos hidroxilo de aquellas tirosinas que pueden estar tanto presen-

tes en los propios receptores como en determinadas proteínas (sustratos) suscep-

tibles de ser fosforiladas por dichos receptores. Esta característica les confiere su 

nombre denominándose receptores tirosina quinasa (RTQs) [81-83]. 

 

 

 1.3.2.1.  Estructura y función de los receptores tirosina quinasa 

Estructuralmente, el monómero del receptor tirosina quinasa (RTQ) está cons-

tituido por tres partes (Figura 1.12): 

 

a) El segmento extracelular, de varios cientos de aminoácidos, posee un do-

minio de unión al ligando. El dominio de unión al ligando está compuesto 

por combinaciones de secuencias reconocibles de regiones cisteína, se-

cuencias homólogas a la inmunoglobulina y secuencias repetitivas de fibro-
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nectina. Las funciones de estas secuencias no han sigo aclaradas, pu-

diendo participar en mantener la estructura del receptor, seleccionar el li-

gando, dimerización del receptor o interactuar con otras proteínas. 

 

b) La porción transmembrana es una hélice, consiste en un tramo de resi-

duos hidrofóbicos seguidos por varios residuos básicos. 

 

c) La porción intracelular citoplasmática que contiene el dominio tirosina 

quinasa, así como otras secuencias reguladoras que pueden ser suscepti-

bles de fosforilación. El dominio quinasa tiene una estructura bi-lobubar, con 

una hendidura localizada entre el lóbulo N-terminal y el lóbulo C-terminal. 

El sitio de unión a ATP puede a su vez dividirse en 3 subrregiones: la región 

de adenina, la región de azúcares y la región de unión al fosfato. El lóbulo 

C-terminal contiene un bucle de activación y está marcado por una combi-

nación de aminoácidos específicos al principio del bucle. Esta combinación 

está compuesta por los aminoácidos: ácido aspártico, fenilalanina y glicina, 

abreviados como D, F y G respectivamente y llamados, de este modo “mo-

tivo DFG”. La activación del bucle puede adoptar numerosas conformacio-

nes. En la conformación “out” la activación del bucle crea un bolsillo hidro-

fóbico cercano a la hendidura de unión al ATP. Este bolsillo hidrofóbico es 

importante para un subgrupo de inhibidores tirosina quinasa que se descri-

birá posteriormente [84]. 

Todos los RTQs, contienen una cadena polipeptídica única y son monóme-

ros con excepción del receptor de la insulina que es un heterotetrámero [83]. 
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Figura 1.12. Estructura del monómero del receptor tirosina quinasa. El dominio ex-

tracelular de un RTQ puede unir ligandos específicos como factores de crecimiento, mien-

tras que el dominio intracelular logra la (auto)fosforilación de la quinasa. Los dominios 

extra- e intracelular son divididos por la región transmembrana que está anclada en la 

membrana de la célula. La hendidura de unión al ATP está localizada entre los lóbulos del 

dominio intracelular. A la derecha, se muestra una representación esquemática de la hen-

didura de unión a ATP con sus diferentes regiones. Se indican las regiones de unión de 

los ITQs de tipo I y II que se describirán posteriormente [84]. 

 

En la señalización a través del RTQ podemos distinguir tres etapas: 1) unión 

del factor de crecimiento al receptor, 2) activación del receptor mediante la fosfori-

lación de su porción intracelular, y 3) transducción de señales a través de diversas 

vías moleculares. 

 

1.3.2.2.  Activación del receptor: dimerización y autofosforilación 

Los receptores deben dimerizarse para que la señal desencadenada por la 

unión del ligando al dominio extracelular genere un cambio conformacional en la 

estructura del propio receptor. Los contactos entre los dominios citosólicos al rea-

lizarse la dimerización de los receptores, producen cambios en su conformación 
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que activan la actividad quinasa. La actividad de una subunidad del dímero fosfo-

rila a la otra subunidad del dímero en los residuos tirosina, un proceso denominado 

autofosforilación. La fosforilación se puede hacer en más de un sitio, pudiendo 

cada uno activar una vía diferente. La consecuencia de la fosforilación del receptor 

es por un lado, el incremento de la actividad catalítica intrínseca del receptor y por 

el otro, la creación de sitios de unión para reclutar proteínas de la cadena descen-

dente de señales (proteínas adaptadoras) y fosforilarlas (Figura 1.13) [83]. 

 

 

 

Figura 1.13. Dimerización del receptor tirosina quinasa. 

 

 

Las tirosinas autofosforiladas sirven como sitios de unión de alta afinidad 

para numerosas proteínas intracelulares, proteínas adaptadoras, cada una de las 

cuales se une a diferentes sitios fosforilados del receptor activado. Los diferentes 

RTQs se unen a diferentes combinaciones de proteínas formando complejos que 

activan las distintas vías traductoras de señales. El entorno polipeptídico que rodea 

a una determinada tirosina fosforilada será el que confiera la unión a una u otra de 

estas proteínas [83]. 
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1.3.2.3 Vías de señalización 

Los receptores activados inducen la activación de múltiples vías de señali-

zación que a su vez resultan en la expresión de genes implicados en el control de 

aquellos procesos celulares en los que los RTQs desempeñan un papel clave. 

 

 

Figura 1.14. Vías de señalización de los receptores tirosina quinasa. 

 



Introducción

 49 

Entre las vías dependientes de los RTQs, las tres más relevantes son la 

cascada Ras-Raf-MEK-MAPK que está implicada en la regulación de la prolifera-

ción celular, la vía de señalización de la fosfolipasa C- (PLC-) y la vía de señali-

zación IP3K-Atk (Figura 1.14). 

 

Vía de señalización Ras-Raf-MEK-MAPK 

 Las proteínas Ras pertenecen a una superfamilia de GTPasas monoméri-

cas. La activación de la proteína Ras, unida al receptor tirosina quinasa activado 

por medio de una proteína adaptadora se inicia por la activación de una serie de 

eventos que se producen en la cara citoplasmática de la membrana plasmática. 

Las proteínas Ras intervienen en la transducción de señales a través de múltiples 

vías en el interior de la célula que determinan procesos como la proliferación y/o 

la diferenciación celular a partir de la activación de los receptores RTK [81, 83]. 

 Las proteínas Ras oscilan entre dos estados conformacionales diferencia-

dos al igual que la mayoría de proteínas que unen GTP (proteínas G): la forma 

inactiva unida a GDP y la forma activa unida a GTP. El ciclo de activación-inacti-

vación produce un cambio conformacional, sirviendo Ras como un conmutador o 

interruptor bimodal [83]. 

 Ras en su conformación unida a GTP se une a proteínas efectoras acti-

vándolas. El efector mejor caracterizado es la serina-treonina quinasa Raf1 de la 

familia Raf que activa la cascada de quinasas MAP a otra quinasa celular denomi-

nada MEK (MAPKK). En células no estimuladas MEK se encuentra unida a la en-

zima ERK reteniéndola en el citoplasma y evitando su acumulación en el núcleo. 

Con los estímulos mitogénicos que fosforilan y activan MEK, el complejo MEK-

ERK se disocia y el MEK activado fosforila residuos de tirosina y treonina de la 

quinasa MAPK/ERK transformándola en una forma activa.  MAPK/ERK forma dí-

meros que migran al núcleo y catalizan la fosforilación de sus sustratos. En el nú-

cleo, fosforilan factores de transcripción que resulta en la inducción rápida de ge-

nes de respuesta inmediata aumentando la síntesis de proteínas y modulando la 

actividad de numerosas enzimas y proteínas. Esta serie de fosforilaciones se de-

nomina la cascada quinasa y resulta en una amplificación de la señal. Todas estas 

quinasas son inactivadas mediante la desfosforilación de uno de los dos residuos 

fosforilados. Los mecanismos de inactivación se inician directa o indirectamente 
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cuando la vía Ras-Raf-MEK-MAPK se activa constituyendo por tanto un meca-

nismo de retroalimentación negativa de la propia cascada de señalización [81, 83, 

85]. 

 Los estímulos de las vías de señalización pueden generar diferentes res-

puestas dependiendo de su intensidad y duración. Un aspecto importante es que 

las vías de transducción de señales convergen y divergen permitiendo que res-

puestas diferentes pero superponibles sean activadas en diferentes circunstan-

cias. La activación de la vía Ras-MAPK MEK es un punto de convergencia que 

puede estimularse a través de los receptores tirosina quinasa, o bien, mediante las 

proteínas G produciendo funciones análogas en vías paralelas. La presencia de 

múltiples vías con componentes análogos es común. Cada vía funciona de una 

manera lineal pero también puede haber entrecruzamientos entre vías. Sin em-

bargo, por lo general, estas señales laterales son más débiles [83]. 

 

Vía de señalización de la fosfolipasa C- (PLC-) 

Muchas hormonas, neurotransmisores y factores de crecimiento ejercen sus 

efectos fisiológicos activando isoenzimas de la fosfolipasa C (PLC). Más de 25 

receptores de la superficie celular utilizan la transducción de señal por esta vía 

[86].  

La fosfolipasa C pertenece a un grupo de enzimas que activadas por re-

ceptores, hidrolizan el fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para generar inositol 

1,4,5-trisfosfato (IP3) y 1,2-diacilglicerol (DAG) (Figura 1.14) [87].  

La vía que activa la PLC mediada por receptores tirosina quinasa requiere 

un consumo de energía derivado de ATP. Los factores de crecimiento producen la 

fosforilación de los residuos específicos de los dominios citoplasmáticos de los 

receptores tirosina quinasa [86]. Estos residuos de fosfotirosina son reconocidos 

por los dominios de la PLC-. Después de la fosforilación de PLC- ésta es libe-

rada del receptor experimentando un cambio conformacional que permite que el 

dominio SH3 se una a PIP3 para originar IP3 y DAG [86].  IP3 deja la membrana 

plasmática y se une a los receptores de depósitos intracelulares / retículo endo-

plasmático, liberando el Ca2+ almacenado e incrementando su concentración ci-

tosólica. El Ca2+ actúa como un segundo mensajero que activa numerosas funcio-

nes. El DAG media la activación de la proteína quinasa C (PCK). PCK forma parte 
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de una familia de proteínas quinasas, activadas por Ca2+ y/o fosfolípidos, que fos-

forila específicamente aminoácidos de serina y treonina de una gran variedad de 

proteínas [86]. La PCK media la activación de la ruta de la proteína quinasa de 

activación mitogénica (MAPK) y estimula la síntesis de ADN y la proliferación de 

células endoteliales [88]. 

El DAG también estimula el influjo de calcio a través de los canales recep-

tores transitorios de potencial (“TRP channels”) que presenta una selectividad re-

ducida a los cationes [89]. 

 

Vía de señalización PI3K-Akt 

La fosfatidilinositol quinasa (PI3K) pertenece a una familia de enzimas que 

catalizan la fosforilación del fosfolípido fosfatidil inositol difosfato (PIP2), para for-

mar fosfatidil inositol trifosfato (PIP3). El PIP3 interactúa con numerosas proteínas 

una de las cuales es la proteína Akt o proteína quinasa B (PKB). La Atk/PKB es 

una proteína serina-treonina quinasa similar a PKC. La Akt/PKB es reclutada 

desde el citoplasma y activada a nivel de la membrana citoplasmática por PIP3 a 

la que se une experimentando un cambio conformacional. Esta translocación 

acerca a la Alt/PKB a otras quinasas unidas a la membrana, que la fosforilan, ac-

tivándola. Estas quinasas activadoras son a su vez activadas por PIP3. El Akt/PKB 

activado mediante fosforilación actúa sobre numerosos objetivos como la síntesis 

de proteínas, crecimiento y supervivencia celular, transcripción y angiogénesis (Fi-

gura 1.14) [82, 90, 91]. 

 

1.3.3. Ligandos de los receptores tirosina quinasa  

1.3.3.1. El factor de crecimiento endotelial vascular  

Teniendo en cuenta la complejidad de un proceso como es la angiogénesis, 

es importante destacar que un simple factor como es VEGF lo regula predominan-

temente [92]. VEGF (también conocido como VEGF-A), mediante la unión a su 

receptor conduce a muchas respuestas celulares que incluyen la migración celular, 

la proliferación, la supervivencia y un incremento de la permeabilidad celular [93]. 
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Estructura y tipos de VEGF 

FAMILIA DE VEGF RECEPTORES FUNCIONES 

VEGF (VEGF-A) VEGFR-1, VEGFR-2, Nrp-1 Angiogénesis 
Mantenimiento vascular 

VEGF-B VEGFR-1 Angiogénesis en tejido cardiaco 

Supervivencia neuronal 

Metabolismo 

VEGF-C VEGFR-2, VEGFR-3 Linfangiogénesis 

Vasculogénesis 

VEGF-D VEGFR-2, VEGFR-3 Linfangiogénesis 

Factor de crecimiento 

placentario (PlGF) 

VEGFR-1, Nrp-1 Angiogénesis 
Inflamación 

VEGF-E (Factor viral) VEGFR-2 Angiogénesis 

Tabla 1.5. Miembros de la familia del VEGF y sus funciones; VEGF: Factor de crecimiento 

endotelial vascular; Nrp: Neuropilina. 

 

 El VEGF pertenece a una familia de 6 proteínas estructuralmente relaciona-

das que se caracterizan por la presencia de 8 residuos de cisteína (Tabla 1.5) [94]. 

VEGF-A es considerado el miembro más importante de la familia VEGF. 

Mediante empalme alternativo del pre-ARNm (splicing), procedente del único gen 

de VEGF-A localizado en el cromosoma 6p12-p21, se generan sus cuatro isofor-

mas moleculares principales, VEGF121, VEGF165, VEGF189 y VEGF206, que contie-

nen respectivamente 121, 165, 189 y 206 aminoácidos (Figura 1.15) [95]. 

 

 

Figura 1.15. Exones codificantes de los aminoácidos de las distintas isoformas peptídicas 

generados por empalme alternativo (splicing). 
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Los exones del 1 al 5 son comunes en todas las isoformas de VEGF-A. No 

obstante, las isoformas difieren por la presencia o ausencia de aquellas secuen-

cias que contienen dominios de unión a la heparina codificados por los exones 6 y 

7 [96]. 

La presencia o ausencia de las secuencias de aminoácidos codificadas 

por los exones 6 y 7 de cada isoforma del VEGF-A determina la capacidad o no 

de unión a moléculas tipo heparina. La heparina y el heparán sulfato presente en 

la matriz extracelular y en la superficie celular juegan un papel muy importante en 

la angiogénesis puesto que modulan la unión entre VEGF y sus receptores condi-

cionando sus distintas actividades biológicas [97]. VEGF-A, ligado a la matriz ex-

tracelular, constituye un reservorio que puede liberarse favoreciendo la interacción 

célula-célula y dirigiendo la angiogénesis en el sentido adecuado. Enzimas como 

la plasmina, heparinasa, uroquinasas y metaloproteinasas pueden liberar fragmen-

tos bioactivos. Así pues, las células endoteliales pueden ser estimuladas por iso-

formas solubles del VEGF o por fragmentos bioactivos obtenidos de la escisión 

proteolítica del VEGF unido a la matriz extracelular [98]. 

La isoforma angiogénica predominantemente secretada es VEGF165 [99]. 

El VEGF165 es una glicoproteína de unos 45 KDa homodimérica, básica y ligadora 

de heparina, formada por polipéptidos con extremo aminoterminal idénticos unidos 

por puentes disulfuro. Los monómeros se asocian de forma antiparalela para for-

mar el homodímero que constituye la forma activa del factor (Figura 1.16) [100].  

 

Figura 1.16. Estructura del VEGF humano. Extraído de Protein Data Bank 

(http://www.rcbs.org). Creado por Muller,Y.A y De Vos, A.M. Id: 1VPF. Jmol: visor de Java 

de código abierto para estructuras químicas en 3 dimensiones (http://www.jmol.org). 

http://www.rcbs.org/
http://www.jmol.org/
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Originariamente, descubierto como un homólogo de VEGF, el factor de cre-

cimiento placentario (PlGF) es un factor angiogénico solamente relevante en situa-

ciones patológicas, siendo dispensable durante el desarrollo [101]. Actúa como 

una citoquina multifuncional que estimula la angiogénesis por mecanismos direc-

tos e indirectos [92]. 

La actividad angiogénica del VEGF-B está restringida solamente a algunos 

tejidos como el corazón, sin embargo, promueve la supervivencia neuronal e in-

duce efectos metabólicos [101, 102]. 

VEGF-C y -D promueven la linfangiogénesis [103, 104]. VEGF-C funciona 

como quimioatrayente de células inflamatorias (ej. macrófagos) que producen de 

forma adicional factores proangiogénicos [105]. 

El VEGF-E está constituido por un grupo de proteínas codificadas por cier-

tas cepas de poxvirus Orf que presentan una homología significativa con VEGF y 

que posiblemente se haya adquirido filogenéticamente a partir de algún huésped 

[106]. 

 

 

Receptores de VEGF (VEGFR) 

Algunos homodímeros como VEGF producen el simple mecanismo de la 

dimerización del receptor inducida por ligando. Existen tres receptores primarios 

del VEGF (VEGFR-1 o Flt-1, VEGFR-2 o Flk-1/KDR y VEGFR-3 o Flt-4) y dos 

correceptores (neuropilina 1 y - 2). VEGFR-1 y VEGFR-2 se asocian principal-

mente a la angiogénesis, mientras que el VEGFR-3, se relaciona con la linfangio-

génesis [93]. 
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Figura 1.17. Especificidades ligando-receptor y efectos biológicos de la activación del re-

ceptor. 

 

Los receptores primarios están constituidos por una cadena peptídica que 

podemos dividir en tres porciones: una región extracelular que contiene siete do-

minios tipo inmunoglobulina, una región transmembrana y una secuencia citoplas-

mática con actividad tirosina quinasa (Figura 1.17) [107]. 

Las neuropilinas (Nrp-1 y -2) son correceptores de VEGF, que potencian 

la actividad de VEGFR-2, aunque también producen señales de forma indepen-

diente [92]. 
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El VEGFR-2 es el principal mediador de los efectos que ejerce el VEGF 

sobre la mitogénesis, la angiogénesis y la potenciación de la permeabilidad vas-

cular [93]. La expresión de VEGFR-2 juega un papel crucial en la diferenciación 

endotelial celular, de hecho, altos niveles de ARNm de la proteína de VEGFR-2 se 

encuentran en las células endoteliales punta [108]. 

En respuesta al gradiente de VEGF, establecido por las isoformas solubles 

y las unidas a la matriz extracelular, las células punta del endotelio vascular, so-

brerregulan la expresión de DLL4, haciendo que las células vecinas respondan 

menos a VEGF, asegurando que las células punta tomen la iniciativa [61]. Las 

isoformas de VEGF solubles promueven el alargamiento del vaso, mientras que 

las isoformas ligadas a la matriz estimulan la ramificación [92]. 

Además, las células punta y sus filopodias también expresan VEGFR-3. 

La activación de VEGFR-3 por su ligando VEGF-C permite el crecimiento de los 

vasos sanguíneos incluso en ausencia de la señal VEGF-A / VEGFR-2 [109]. 

El papel preciso del VEGFR-1 en la angiogénesis todavía es desconocido. 

Debido a su débil actividad quinasa, VEGFR-1 se piensa que actúa como un re-

ceptor señuelo secuestrando el VEGF para evitar que se una al VEGFR-2.  

Los complejos de señalización VEGF/VEGFR también incluyen correcepto-

res como la neuropilina (Nrp-1 y -2). Un correceptor es un receptor de la superficie 

celular que se une a una molécula de señalización en adición al receptor primario, 

facilitando el reconocimiento del ligando e incluyendo señales celulares específi-

cas internas. La formación de complejos VEGFR-2/Nrp amplifica la señal de la 

angiogénesis inducida por VEGF [110]. 

Otro correceptor de la señalización de VEGF en la inducción de la célula 

punta es la ephrina-B2 (EFNB2), un ligando transmembrana para el receptor tiro-

sina quinasa EphB [111]. EFNB2 controla la internalización del VEGFR2, el cual 

es necesario para la cascada de señalización del receptor y es requerido para la 

extensión de las filopodias de las células punta inducida por VEGF [112].  

VEGF-C, un ligando de VEGFR-2 y -3, también activa las células punta del 

endotelio vascular [113]. VEGFR-3 es necesario para la formación de los vasos 

sanguíneos durante la embriogénesis temprana, pero posteriormente se convierte 

en un regulador clave de la linfangiogénesis [114]. Cuando los ligandos VEGF-C y 



Introducción

 57 

-D se unen al VEGFR-3 se desencadena la proliferación, la migración y la super-

vivencia de las células endoteliales linfáticas [93]. 

 

Actividades biológicas de VEGF-A 

La inflamación y la hipoxia inducen la producción de VEGF-A mediante una 

variedad de tipos celulares, entre los que se incluyen vasos sanguíneos asociados 

a pericitos, células musculares lisas y macrófagos asociados a la inflamación. Las 

funciones biológicas de VEGF-A se exponen en la Tabla 1.6 [51, 115]. 

 

ACTIVIDADES BIOLÓGICAS DE VEGF 

Permeabilidad vascular 

Vasodilatación 

Remodelamiento tisular e invasión celular 

 Proliferación y migración 

Supervivencia 

Vasculogénesis y hematopoyesis 

Tabla 1.6. Resumen de las funciones del VEGF en las células endoteliales. 

 

a) Permeabilidad vascular: VEGF produce un incremento en la conductividad 

hidráulica de microvasos, un efecto mediado por el incremento del influjo de 

calcio [89] e induce la formación de fenestraciones en las células endoteliales. 

Así pues, una de las funciones principales de VEGF en el proceso angiogénico 

es favorecer la fuga de plasma proteico. El resultado es la formación de un gel 

extravascular de fibrina que constituye el substrato para el crecimiento de las 

células endoteliales vasculares [116]. 

b) Remodelamiento tisular e invasión celular: VEGF funciona como una cito-

quina multifuncional que modifica la matriz extracelular promoviendo la extra-

vasación de plasma con la resultante aparición de fibrina [117]. VEGF induce 

la expresión de los activadores del plasminógeno tisular y uroquinasa (serinas 

proteasas) y también del inhibidor del plasminógeno (PAI-1), siendo necesario 

un equilibrio entre la proteólisis celular y los inhibidores de las proteasas para 

una morfogénesis capilar normal [77, 118]. 



Introducción  

58 

c) Proliferación y migración de las células endoteliales: Las células punta, las 

células tallo y las células falanges son dependientes del ligamiento de VEGF a 

los receptores de membrana. Una primera explicación se basa en que las con-

centraciones de VEGF-A varían según el área de los tejidos angiogénicos y las 

células endoteliales se convierten en células punta y permanecen en este fe-

notipo si los niveles de VEGF-A han alcanzado unos niveles altos. Es intere-

sante señalar que los tres fenotipos reaccionan en distintas vías para la seña-

lización de VEGF: las células punta empiezan a migrar y extender filopodias, 

las células tallo empiezan a proliferar y las células falange necesitan niveles 

bajos de VEGF-A para su supervivencia [119]. 

d) Supervivencia: VEGF previene de la apoptosis endotelial a través de la vía del 

PI3K-Atk [120]. Por otro lado, incrementa  la expresión de proteínas antiapop-

tóticas (Bcl-2, A1, XIAP y survivina) [93]. La dependencia de VEGF para la su-

pervivencia se produce en los vasos recién formados, pero no en los ya esta-

blecidos. Esa pérdida de esta dependencia en los vasos maduros se ha atri-

buido al recubrimiento por los pericitos [121]. 

e) Vasculogénesis y hematopoyesis: VEGF es crítico para la generación de los 

vasos durante la embriogénesis y la hematopoyesis a través de los receptores 

VEGFR-1 y -2 [122]. En células de la médula ósea se ha observado que  VEGF 

induce la la quimiotaxis de los monocitos, inhibe la maduración de las células 

dendríticas,  de la producción de células B y genera células mieloides inmadu-

ras [93]. 

 

VEGF y las enfermedades del ojo 

En el ojo, VEGF estimula el crecimiento vascular en los tejidos isquémicos 

pero, sin embargo, a menudo, los neovasos van asociados con extravasaciones 

indeseables y anormalidades vasculares [92]. 

Existe una estrecha correlación entre las concentraciones de VEGF y la re-

tinopatía activa secundaria a la diabetes, la oclusión de la vena central de la retina, 

la retinopatía de la prematuridad y la degeneración macular asociada a la edad 

(DMAE) exudativa [123, 124]. Además, los estudios sostienen que VEGF es el 

mediador más importante en la NVC. 
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En la córnea, VEGF se expresa en las tres capas celulares: epitelio, estroma 

y endotelio. Sin embargo, la córnea se mantiene avascular incluso cuando niveles 

significativos de VEGF se están expresando, particularmente en las células epite-

liales. Una explicación es que la respuesta angiogénica depende del balance de la 

producción de reguladores positivos de la angiogénesis y de los inhibidores de la 

angiogénesis, siendo estos últimos los que bloquean la respuesta angiogénica en 

las córneas normales. En córneas normales, VEGF se expresa de forma elevada 

en las células endoteliales de los vasos limbares y, de forma tenue, en los quera-

tocitos. En córneas inflamadas, la expresión de VEGF está aumentada en las cé-

lulas del epitelio corneal y en las células endoteliales vasculares, sobre todo cerca 

de los infiltrados macrofágicos y los fibroblastos del tejido cicatrizal [125]. 

 

1.3.3.2. El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) 

En los años setenta, los factores de crecimiento derivados de las plaquetas 

(PDGF) fueron purificados desde los extractos de plaquetas y caracterizados como 

mitógenos para los fibroblastos y células de origen mesenquimal. En la actualidad, 

se sabe que los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGFs) partici-

pan en una diversidad de procesos biológicos, que incluyen la linfangiogénesis y 

el remodelado tisular [126]. 

Para una correcta maduración, los vasos sanguíneos deben ser cubiertos 

por células murales (pericitos y células musculares lisas). La vía de señalización 

del PDGF juega un papel crucial en mantener la integridad de los vasos. Además 

existen otras familias de factores de crecimiento como las angiopoyetinas y TGF-

 que contribuyen a este proceso [76]. 

 

Estructura y tipos de PDGF 

PDGF es una familia de proteínas multifuncionales diméricas unidas por 

puentes disulfuro (Figura 1.18) [127]. Se conocen cuatro cadenas polipeptídicas -

A, -B, -C y -D. La mayoría de los tipos celulares expresan las cadenas A y B que 

forman homodímeros (PDGF-AA y -BB) o heterodímeros (PDGF-AB). La presencia 

de homodímeros es dominante, al menos durante el desarrollo. PDGF-AB parece 
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estar dotado de propiedades de señalización distintas de las formas homodiméri-

cas, pero su importancia fisiológica se desconoce [128]. Las cadenas polipeptídi-

cas -C y -D solo forman homodímeros (PDGF-CC y -DD). 

PDGF-B se expresa principalmente en las células endoteliales vasculares, 

megacariocitos y neuronas; PDGF-C se expresa en las células epiteliales, el 

músculo y los progenitores neuronales. La expresión de PDGF-D está menos ca-

racterizada, pero ha sido observada en células musculares lisas de otras localiza-

ciones [128]. 

Las CEv secretan PDGF-B y los pericitos expresan el receptor- (PDGF-

), sugiriendo un modo de interacción paracrina entre los dos tipos de células. Así 

pues, las células endoteliales angiogénicas liberan PDGF-B estimulando a los pe-

ricitos para la maduración y estabilización del vaso [129]. De hecho, en estudios 

experimentales, la deficiencia de pericitos causa extravasación, tortuosidad, for-

mación de microaneurismas y sangrado [130]. 

 

 

Figura 1.18. Estructura de PDGF-BB humano. Extraído de Protein Data Bank 

(http://www.rcbs.org). Creado por Oefner, C.; Darcy, A.D.; Winkler, F.K.; Eggimann, B. y 

Hosnag, M., Id: 1PDG. Jmol: visor de Java de código abierto para estructuras químicas en 

3 dimensiones (http://www.jmol.org). 

 

Receptores de PDGF (PDGFR) 

Las isoformas de PDGF ejercen sus efectos en las células a través de dos 

receptores con actividad tirosina quinasa: α y β. Los dos receptores de PDGF com-

http://www.rcbs.org/
http://www.jmol.org/
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parten una estructura común: región extracelular con 5 dominios tipo inmunoglo-

bulina, un dominio transmembránico y un dominio tirosina quinasa intracelular, el 

cual está dividido en dos porciones conectadas por un polipéptido flexible [131]. 

El dímero del receptor del PDGF se forma después de la unión al ligando, 

de modo que, la composición del receptor depende de la isoforma de PDGF que 

esté presente. Los receptores se pueden combinar para generar homodímeros o 

heterodímeros, dando como resultado tres posibles combinaciones, PDGFR-, -

 y - [128]. 

 

Actividades biológicas de PDGF 

Las isoformas de PDGF estimulan el crecimiento, la supervivencia y la mo-

tilidad de las células mensenquimales. Realizan importantes funciones durante el 

desarrollo embrionario y también participan en el control de la homeostasis de los 

tejidos en el adulto [132]. 

Estudios sobre los PDGF y sus receptores han revelado papeles importan-

tes en el desarrollo de la cresta neural craneal y cardiaca, las gónadas, los pulmo-

nes, el intestino, la piel, el sistema nervioso central y el esqueleto [128]. De hecho, 

en ratones, la disrupción en cualquier fase del desarrollo de un simple ligando o 

receptor es letal, excepto con el PDGF-D [131]. 

Se ha sugerido un papel central de PDGFR- en la señalización de varios 

tipos de patologías conducidas por los fibroblastos o células mesenquimales. 

Igualmente, se han establecido papeles para la señalización PDGFR- en la for-

mación de vasos sanguíneos y la hematopoyesis temprana [128]. 

El recubrimiento por los pericitos del vaso sanguíneo recién formado está 

regulado por PDGF-BB y las señales de PDGFR-β. Las células endoteliales na-

cientes de los brotes vasculares producen PDGF-B y generan un gradiente de con-

centración que promueve el reclutamiento de pericitos que expresan el receptor de 

PFGF [133] Una deficiencia de PDGF-BB o PDGFR-β da lugar a fatales anormali-

dades cardiovasculares y hematológicas [134, 135]. 

Por otro lado, VEGF mediante la activación de VEGFR-2 suprime la señal 

de PDGFR-, a través de la inducción de un complejo VEGFR-2/PDGFR- [136]. 

La inhibición de PDGFR-β conduce a la pérdida de pericitos adheridos a los vasos 
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y disminuye la densidad de los mismos y su estabilidad [137]. Así pues, en condi-

ciones de angiogénesis VEGF abole el recubrimiento de los pericitos permitiendo 

la desestabilización vascular.  

 

PDGF y las enfermedades del ojo 

Los PDGFs juegan un papel clave en la patogenia de la orbitopatía tiroidea. 

La activación de los fibroblastos de la órbita son el principal determinante de la 

inflamación y expansión del tejido orbitario. PDGF-BB exhibe una activación in-

tensa de los fibroblastos, estimulando la proliferación de los mismos, la excesiva 

producción de citoquinas y hialuronato, y la diferenciación en adipocitos. Además, 

incrementa el receptor de la hormona estimulante del tiroides (TSHR) [138]. 

Los pericitos expresan PDGFR-, permitiendo que PDGF-BB juegue un pa-

pel importante en el mantenimiento de la vascularización retiniana. De hecho, se 

ha descrito la aparición de una retinopatía vascular focal acompañada de una pér-

dida de pericitos retinianos en ratones con una deficiencia de PDGF-B [139, 140]. 

En ratones, una excesiva señalización de PDGF-BB se asocia a enferme-

dades retinianas proliferativas que resulta en una formación anormal de los vasos 

retinianos [141]. Por otro lado, el receptor PDGFR- está implicado en la vitreorre-

tinopatía proliferativa, la complicación más seria en pacientes intervenidos quirúr-

gicamente de desprendimiento de retina. Sin embargo, las isoformas de PDGF no 

parecen responsables de esta activación de PDGFR-. Predomina un mecanismo 

indirecto por el cual factores de crecimiento vítreos que no pertenecen a la familia 

PDGF promueven una ruta intracelular para activar al receptor [142]. 

PDGF-A se expresa en las neuronas y astrocitos y junto a PDGFR-, es 

responsable del reclutamiento y subsecuente desarrollo de los precursores de los 

astrocitos en la retina [143]. En un modelo experimental de glaucoma, se ha de-

mostrado que PDGF promueve la supervivencia de las neuronas, el incremento de 

células gliales y poblaciones de macrófagos derivados de los monocitos y protege 

las sinapsis intrarretinianas [144]. 

En la córnea, PDGF-A y -B se detecta en las células epiteliales corneales, 

fibroblastos del estroma, y células endoteliales, y PDGF-BB se puede aislar en la 

lágrima [145]. En cuanto a la NVC, el bloqueo de las vías de señalización del 
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PDGF-B interrumpe las interacciones entre las células endoteliales y los pericitos, 

produciendo la consecuente pérdida de células murales y una reducción de la den-

sidad de los neovasos corneales [137]. 

 

1.3.3.3. El factor de crecimiento fibroblástico (FGF) 

Estructura y tipos de FGF 

La superfamilia de los FGFs y sus receptores controlan un extenso rango 

de funciones biológicas cuyos miembros presentan una estructura tridimensional 

en forma de trébol- (Figura 1.19) [146, 147]. Los FGF pertenecen a una familia 

constituida por 23 péptidos que se ligan a la heparina, estructuralmente relaciona-

dos, que son ampliamente expresados durante el desarrollo y en los tejidos adultos 

durante la diferenciación celular, angiogénesis, mitogénesis y reparación de las 

heridas. 

Los dos factores de crecimiento fibroblásticos que han sido más amplia-

mente estudiados son el FGF-1 y -2 y su función está mediada por la unión a sus 

receptores correspondientes [20].  

 

 

Figura 1.19. Estructura del factor de crecimiento fibroblástico ácido humano (FGF-1). Ex-

traído de Protein Data Bank (http://www.rcbs.org). Creado por Bernett, M.J.; Somasunda-

ram, T. y Blaber, M. Id: 1RG8. Jmol: visor de Java de código abierto para estructuras 

químicas en 3 dimensiones (http://www.jmol.org). 

http://www.rcbs.org/
http://www.jmol.org/
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Receptores de FGF (FGFR) 

FGFs activan los receptores FGFRs de las células endoteliales o indirecta-

mente estimulan la angiogénesis induciendo la liberación de factores angiogénicos 

de otros tipos celulares [148]. La familia de los receptores FGFRs está constituida 

por 4 miembros (FGFR-1, -2, -3 y -4). Los diferentes ligandos del FGF con sus 

distintas afinidades hacia los receptores generan complejas interacciones especí-

ficas sobre una gran variedad de tipos celulares. Esta complejidad aumenta adi-

cionalmente con los requerimientos de la heparina sulfato y del heparán sulfato de 

la superficie celular que son necesarios para que los FGFs activen sus receptores 

[149]. 

Los FGF-1 y 2 secretados se ligan al heparán sulfato de los proteoglicanos 

de la matriz [147]. Esta unión resalta el papel de la matriz extracelular en la regu-

lación de la angiogénesis corneal. Así pues, la biosíntesis de heparán sulfato en la 

matriz extracelular de diferentes tejidos puede proveer un andamio en el cual las 

células que expresen FGF puedan migrar y donde esas células puedan sobrevivir, 

proliferar y posteriormente diferenciarse [82]. 

La activación del receptor en la superficie celular está mediada por un com-

plejo ternario formado por ligandos idénticos del FGF, dos subunidades idénticas 

del FGFR y una o dos cadenas de heparán sulfato de la superficie celular. La di-

merización de los FGFR produce autofosforilación y desencadena el reclutamiento 

de proteínas de señal intracelulares [146]. 

FGF-1 y -2, además de inducir la señal de transducción a través de los re-

ceptores específicos, pueden internalizarse en asociación con el heparán sulfato 

o con su receptor específico sin que implique su activación, siendo posteriormente 

procesados para el desarrollo de su actividad [150]. 

 

Actividades biológicas de FGF 

Los FGFs ejercen diversos roles durante el desarrollo embriológico regu-

lando la proliferación celular, la migración y la diferenciación. Los FGFs son facto-

res homeostáticos y actúan en la reparación de los tejidos [151]. Sin embargo, ni 

http://en.wikipedia.org/wiki/FGFR1
http://en.wikipedia.org/wiki/FGFR2
http://en.wikipedia.org/wiki/FGFR3
http://en.wikipedia.org/wiki/FGFR4
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FGF-1 ni -2 se requieren para el crecimiento normal, el desarrollo o la fertilidad 

[148, 152]. 

FGF-1 y -2 promueven el crecimiento de los nuevos vasos a partir de la 

vascularización preexistente [151]. FGF-2, también conocido como FGF básico 

(bFGF), estimula la migración vascular de las células endoteliales, la proliferación, 

y la diferenciación e inhibe la apoptosis celular [153]. FGF también es necesario 

para mantener la integridad vascular. De hecho, la inhibición de la señal de FGFR 

en las células endoteliales quiescentes causa la desintegración del vaso sanguí-

neo, sugiriendo que las señales mediadas por FGF regulan la permeabilidad vas-

cular [154]. Además, cuando FGF-2 está presente se incrementa sinérgicamente 

la actividad angiogénica de VEGF [155]. 

 

FGF y las enfermedades del ojo 

FGF-2 (b-FGF) ha sido detectado en membranas neovasculares y epirreti-

nianas humanas [156]. Además, FGF-2 podría contribuir a la inflamación orbitaria 

y al remodelamiento tisular de la orbitopatía tiroidea, especialmente a través de 

una interacción sinérgica con PDGF-BB [138]. 

FGF-1 y -2 juegan un papel importante en la curación de las heridas inclu-

yendo las lesiones corneales. Estimulan la formación del tejido de granulación y la 

reepitelización, procesos caracterizados por la migración de macrófagos, fibroblas-

tos y vasos sanguíneos en el tejido dañado [157]. FGF-2 se sintetiza por parte de 

las células del epitelio corneal y se libera pasivamente en respuesta a una lesión 

de las células epiteliales [15]. Una vez que es liberado, FGF-2 se une a los polisa-

cáridos de heparán sulfato expresados en las membranas (membrana de Desce-

met, membrana de Bowman, membrana basal vascular) [148, 158]. 

 

1.3.3.4. Angiopoyetinas (Ang) 

 Los vasos sanguíneos normales deben estar equipados con mecanismos 

para mantener su quiescencia y, a su vez, la capacidad para responder al estímulo 

angiogénico. La familia de angiopoyetinas (Ang) y sus receptores (Tie) constituyen 

un sistema binario para ofrecer tal cambio (quiescencia / angiogénesis). 
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Estructura y tipos de angiopoyetinas 

 La familia Ang humana tiene dos receptores, Tie-1 y Tie-2, y cuatro ligandos 

Ang-1, -2, -3 y -4 (Figura 1.20). Los ligandos mejor conocidos y caracterizados son 

Ang-1 y Ang-2 a través del receptor Tie-2. Ang-1 actúa como agonista de Tie-2 y 

Ang-2 como un competitivo antagonista de Ang-1 en una forma contexto-depen-

diente [159]. 

 

Figura 1.20. Estructura de la angiopoye-

tina-1. Extraído de Protein Data Bank 

(http://www.rcbs.org). Creado por YU, C.; 

Seegar, T.C.M.; Dalton, A.C.; Tzvetkova-

Robev D.; Goldgur Y.; Nikolov D.B. y Bar-

ton, W.A. Id: 4JYO. Jmol: visor de Java de 

código abierto para estructuras químicas 

en 3 dimensiones. (http://www.jmol.org) 

 

 

Receptores de las angiopoyetinas 

El receptor de las angiopoyetinas Tie-2 se expresa de manera exclusiva en 

las células endoteliales y en las células progenitoras hematopoyeticas. El hecho 

de que las células murales no expresen Tie-2 ha llevado a la hipótesis de que las 

CEvs regulan el recubrimiento de las células murales (pericitos y células muscula-

res lisas) de manera paracrina mediante la activación de Tie-2. Las CEv, por su 

parte, producen y secretan sustancias quimiotácticas como PDGF-BB y TGF-, 

que se encargan de reclutar las células murales para estabilizar los neovasos [140, 

160]. 

Ambos tipos de angiopoyetina (Ang-1 y Ang-2) se unen al mismo lugar del 

dominio extracelular de Tie-2 con similares afinidades. Cuando Ang 1 activa la Tie-

2 mediante fosforilación se inician distintas s cascadas de señalización celular: a) 

vía PI3K-Akt, esencial para la supervivencia, migración y formación tubular; b) vía 

Dok-R-PAK y las GTPasas RhoA y Rac-1, relacionadas en el efecto migratorio; y 

c) vía Ras-Raf-1-MEK-MAPK involucrada en la proliferación de las células endote-

liales [161, 162]. Sin embargo, Ang-2 se une a Tie-2 sin producir ninguna señal de 

transducción [163]. 

http://www.rcbs.org/
http://www.jmol.org/


Introducción

 67 

No se ha identificado un ligando para Tie-1 por lo que, este receptor huér-

fano, podría actuar como un regulador negativo de Tie-2 pero su rol exacto es 

incierto [159]. 

 

Actividades biológicas de las angiopoyetinas 

Las angiopoyetinas regulan la angiogénesis, la extravasación vascular y la 

inflamación [159]. 

Las angiopoyetinas también controlan el reclutamiento de los pericitos. Ang-

1 expresada por los pericitos se liga y activa el receptor Tie-2 de las células endo-

teliales, promoviendo la unión del pericito a los capilares y, de esta forma, estimu-

lando la cobertura mural y la deposición de la membrana basal promoviendo la 

impermeabilidad del vaso [164] [165]. 

 Ang-2 se expresa en las células endoteliales localizadas en el frente de los 

vasos proliferantes y actúa como un factor desestabilizador en áreas de remode-

lamiento vascular [163]. De este modo, Ang-2 antagoniza la actividad de Ang-1 

induciendo la desestabilización vascular y facilitando la germinación y la ramifica-

ción [159]. Los altos niveles de VEGF y Ang-2 desestabilizan los vasos causando 

la proliferación celular y el desprendimiento de los pericitos, la permeabilidad y el 

brote de las células endoteliales, permitiendo a las células punta migrar (Figura 

1.21) [159, 166]. 

En conformidad con lo expuesto, la deficiencia de Tie-2 en ratones causa 

defectos vasculares y mutaciones del receptor en humanos y resulta en malforma-

ciones [167]. La administración exógena de la Ang-1 y Ang-2 por sí sola no induce 

la NVC, sin embargo, la Ang-1 y Ang-2 afectan profundamente al desarrollo de la 

NVC inducida por VEGF [168]. Además, Ang-2 induce la regresión de los vasos 

sanguíneos en ausencia de VEGF, sugiriendo que la desestabilización inducida 

por Ang-2 sirve como función antiangiogénica cuando no existe el estímulo angio-

génico [169]. 
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Figura 1.21. Funciones de Ang-1 y Ang-2. 

 

Angiopoyetinas y las enfermedades del ojo 

En un modelo murino de retinopatía isquémica se ha demostrado que la 

inducción de Ang-2 incrementa la NV retiniana cuando los niveles de VEGF están 

notablemente incrementados. Sin embargo, cuando los niveles de VEGF son ba-

jos, se produce una rápida regresión de la NV retiniana. De igual modo Ang-2 es-

timula la NV coroidea cuando VEGF está elevado y causa una rápida regresión 

cuando los niveles de VEGF son bajos [170]. En contraste, la expresión de Ang-1 

no es contexto dependiente y suprime siempre la neovascularización retiniana y 

coroidea [171]. Estas observaciones sugieren que la estimulación de Tie-2 por 

Ang-1 estabiliza los vasos retinianos y coroideos y reduce su capacidad para pro-

ducir nuevos vasos en presencia de VEGF, mientras que Ang-2 promueve la des-

fosforilación de Tie-2, desestabilizando los vasos y permitiendo a VEGF estimular 

el brote de los neovasos. El crecimiento de los neovasos es mayor en presencia 

de VEGF y Ang-2 que si se produce un incremento aislado de VEGF y, sin em-

bargo, cuando los niveles de VEGF disminuyen en presencia de concentraciones 

altas de Ang-2 los vasos rápidamente regresan [172]. 
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1.4. TRATAMIENTO DE LA NEOVASCULARIZACIÓN CORNEAL 

El tratamiento de la NVC es cambiante y controvertido. Muchas opciones 

médicas y quirúrgicas están disponibles para el tratamiento de la NVC y se han 

realizado con variado grado de éxito. El abordaje terapéutico de la NVC tiene como 

fin lograr la antiangiogénesis o la angioregresión. La terapia antiangiogénica tiene 

como objeto detener la formación de nuevos vasos y es más efectiva en el curso 

temprano de la NVC. [49]. El objetivo de la terapia regresiva es inducir la regresión 

de los vasos inmaduros recién formados o los vasos antiguos establecidos [173]. 

Podemos clasificar las modalidades de tratamiento en médicas o quirúrgicas. 

 

1.4.1. Tratamiento médico 

En esta sección se revisa el tratamiento mediante esteroides, antiinflama-

torios no esteroideos (AINEs), ciclosporina y agentes anti-VEGF. Además, existen  

otras moléculas que, mediante administración tópica, han mostrado actividad an-

tiangiogénica en la NVC como los antagonistas del receptor de IL-1 [174], octeo-

tride [175], fragmentos del plasminógeno [176], espironolactona [177], talidomida 

[178], amiloride [179], curcumina [180], aganirsen (oligonucleótido antisentido) 

[181], etc. 

 

1.4.1.1. Los esteroides 

En la práctica clínica diaria, los esteroides (hidrocortisona, dexametasona, 

prednisolona, triamcinolona) son el pilar principal para la supresión activa de los 

vasos corneales proliferantes. El efecto antiangiogénico de los esteroides es el 

resultado de sus múltiples propiedades antiinflamatorias que incluyen la inhibición 

de la quimiotaxis de las células, la modulación de la actividad proteolítica de las 

CEv, la inhibición de las citoquinas (IL-1, IL-6 y TNF-) y del activador del plasmi-

nógeno y la inhibición de la síntesis de prostaglandinas (Fosfolipasa A2) [173]. Los 

efectos de los esteroides son más efectivos cuando son aplicados antes o inme-

diatamente después del daño corneal. Sin embargo, los corticoides no producen 
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una supresión completa de la angiogénesis. A causa de este hecho y por los co-

nocidos efectos secundarios (glaucoma, catarata, sobreinfecciones, recurrencia 

del herpes simple) se están buscando otros tratamientos más efectivos [173].  

 

1.4.1.2. Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) 

Los AINEs (flurbiprofeno, indometacina, ketorolaco, diclofenaco, nepafe-

naco) son otra clase de agentes antiinflamatorios que actúan sobre la síntesis de 

prostaglandinas (PGs). Las PGs (específicamente la PG E2) se producen durante 

la inflamación corneal y la reparación de las heridas y son proangiogénicas [20, 

173]. Los AINEs inhiben específicamente la enzima ciclo-oxigenasa que convierte 

el acido araquidónico en PGs. Los vasos sanguíneos normales expresan la enzima 

COX-1 (isoforma constitutiva) y las CEv de los neovasos expresan la isoforma mi-

tógeno-inducida COX-2 [182]. Los ecosanoides producidos por COX-2 están entre 

los múltiples mediadores que modulan la expresión de VEGF en la angiogénesis 

asociada a inflamación [183]. Desafortunadamente, la eficacia variable y los efec-

tos adversos a veces asociados con el uso de NSAIDs tópicos (ej. ulceración cor-

neal y perforación) han limitado su utilidad clínica, particularmente en el marco de 

pacientes con una enfermedad de superficie ocular concomitante [173]. 

 

1.4.1.3. La ciclosporina 

La ciclosporina tiene una alta especificidad por los linfocitos-T e inhibe la 

respuesta immune mediada por células, probablemente a través de la inhibición 

de la NVC inducida por IL-2. Este agente juega un papel en aquellas situaciones 

donde los esteroides deben ser reducidos. Algunos autores han descrito una me-

jora en la NVC asociada a inflamación [184, 185]. Sin embargo la toxicidad sisté-

mica se opone a su uso generalizado y la presencia de depósitos corneales han 

sido descritos con su uso clínico [186]. 

 

1.4.1.4. Los agentes anti-VEGF 

Varias estrategias terapéuticas han sido usadas para interferir con el sis-

tema VEGF: Anticuerpos neutralizantes de VEGF, anticuerpos de los receptores 
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de VEGF, proteínas del receptor de VEGF soluble recombinante, nucleótidos anti-

sentido de VEGF, ribozimas y receptores tirosina quinasa [173]. En la actualidad, 

el foco clínico para el tratamiento de la NVC está en el uso de los anticuerpos 

contra el VEGF. 

El primer fármaco antiangiogénico moderno utilizado, off label, en el 

tratamiento de la NVC corneal y del que más información se dispone es 

Bevacizumab. Bevacizumab (Avastin; Genetch, Roche, Suiza) es un anticuerpo 

monoclonal humanizado (149 KD) que se une a las isoformas de VEGF-A. El anti-

cuerpo se une a VEGF-A y lo desactiva, lo cual resulta en la inhibición de la for-

mación de vasos sanguíneos anormales y disminuye la permeabilidad vascular 

(Figura 1.22).  

En humanos, la administración tópica de bevacizumab reduce el área de 

vascularización corneal entre un 47% y un 61% según las series y reduce el calibre 

de los vasos entre un 24 y un 54%  [187, 188]. Resultados similares se han obte-

nido con la administración subconjuntival de bevacizumab [189, 190]. En estos 

estudios, la neovascularización corneal no es completamente eliminada.  

 

 

 

Figura 1.22. Unión de bevacizumab a dos moléculas de VEGF. 
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Ranibizumab (Genetch, Roche, Suiza) es un fragmento de anticuerpo hu-

manizado (48 KD) aprobado en oftalmología para el tratamiento de la degenera-

ción macular, las oclusiones venosas retinianas y la retinopatía diabética. Ferrari y 

coautores objetivaron que la administración tópica en humanos reduce el área de 

NVC un 55% y el calibre de los vasos un 59% sin hallar diferencias significativas 

con bevacizumab [191]. 

Aflibercept o VEGF TRAP (Bayer Pharma AG, Leverkusen, Alemania) es 

una proteína de fusión que consiste en porciones de los dominios extracelulares 

de VEGFR-1 y VEGFR-2 humanos fusionadas con la porción Fc de la inmunoglo-

bulina IgG1 humana. Su su uso está aprobado en oftalmología para el tratamiento 

de la degeneración macular, las oclusiones venosas retinianas y la retinopatía dia-

bética. Aunque no existen estudios específicos para la NVC en humanos, los ha-

llazgos sugieren que el uso de aflibercept podría tener implicaciones terapéuticas 

importantes en el tratamiento de las patologías neovasculares corneales. 

Los estudios clínicos no han descrito efectos secundarios significativos. 

Aunque los anti-VEGF podrían inhibir o retrasar la respuesta normal de reparación 

de las heridas en la córnea y causar pérdida de la integridad del epitelio y adelga-

zamiento estromal [192]. 

Además, los estudios de la terapia anti-VEGF con anticuerpos indican que 

el bloqueo del sistema VEGF previene o reduce la neovascularización corneal, 

pero no es suficiente para una inhibición profunda de la angiogénesis. Una razón 

para este hallazgo es que otros mediadores de la angiogénesis son también rele-

vantes, los cuales podrían actuar independientemente o en conjunción con el sis-

tema VEGF. 

 

1.4.2. Tratamiento quirúrgico 

Debido a que los tratamientos médicos son eficaces principalmente durante 

el crecimiento activo de los neovasos, muchos investigadores están explorando el 

tratamiento quirúrgico de la NVC para su eliminación. 
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1.4.2.1. Tratamiento con láser 

La fotocoagulación inducida por láser es un procedimiento que puede ser 

empleado en el tratamiento de la NVC provocando la coagulación inducida por 

calor y la oclusión del vaso. El láser Argón, Nd YAG, y láseres amarillos se han 

utilizado con cierto éxito. Desafortunadamente, el daño que el láser induce en el 

tejido puede estimular la liberación de factores proangiogénicos que promueven el 

desarrollo de circulación colateral. El uso combinado de fotocoagulación inducida 

por láser y tratamientos médicos específicos de la angiogénesis (ej. agentes anti-

VEGF) podría superar esta limitación. La fotocoagulación inducida por láser se 

asocia con un número infrecuente de complicaciones entre las que se incluyen la 

hemorragia corneal, adelgazamiento corneal, atrofia de iris y escleritis necrotizante 

[173].  

 

1.4.2.2. Terapia fotodinámica 

La terapia fotodinámica (TFD) ha sido descrita para el tratamiento de la 

NVC. La TFD requiere tres componentes: un compuesto fotosensibilizador, luz y 

oxígeno. Individualmente esos componentes son inofensivos, pero en combinación 

son citotóxicos [173]. 

En el caso de la NVC, el agente fotosensibilizante es liberado a los vasos 

corneales y activado por la luz láser, destruyendo las células endoteliales y la 

membrana basal vascular por la generación de reactivos de oxígeno y la cascada 

del daño oxidativo, produciendo trombosis y remodelación de la arquitectura del 

vaso [193]. Los agentes fotosensibilizadores como el verteporfin, la fluoresceína, 

y la dihematoporfirina se han utilizado en el tratamiento de la neovascularización 

corneal [194, 195]. La terapia fotodinámica realizada con verteporfina o fluores-

ceína induce la regresión de la NV corneal con un riesgo mínimo. La TFD realizada 

con dihematoporfirina se ha asociado con efectos adversos sistémicos y locales 

deletéreos. Combinando TFD con inhibidores específicos de la angiogénesis se 

podría incrementar la eficacia del tratamiento [196], sin embargo, los altos costes 

asociados con la TFD han limitado su utilidad clínica. 
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1.4.2.3. Diatermia con aguja fina 

La diatermia con aguja fina es un procedimiento quirúrgico prometedor en 

el tratamiento de la NV corneal. En este procedimiento, se inserta una aguja para-

lela o dentro del lumen del vaso de interés. Una sonda de diatermia en modo de 

coagulación es puesta en contacto con la aguja, dando lugar a la cauterización del 

vaso. Cada uno de los vasos se trata de forma individual. La diatermia es un pro-

cedimiento seguro y efectivo para ocluir vasos corneales específicos, pero todavía 

tiene que definirse su papel exacto como modalidad de tratamiento primario o aso-

ciado a otras modalidades de tratamiento. Si se produce la recanalización de los 

vasos o el desarrollo de vasos colaterales, se puede repetir el procedimiento [197]. 

Las complicaciones descritas son el blanqueamiento corneal transitorio y la hemo-

rragia intraestromal [197-199]. 

La técnica ha sido modificada mediante el uso de una aguja de electrolisis. 

Esta aguja es más fina y más sensible y podría ser una técnica más versátil en la 

oclusión de los vasos [198]. 

 

1.4.2.4. Reconstrucción de la Superficie Ocular 

El restablecimiento de las defensas naturales del ojo es un modo de pre-

venir o ayudar en la regresión de la neovascularización corneal. 

El transplante de células madre del limbo ha sido utilizado exitosamente en 

el tratamiento de la deficiencia de células madre limbares [200, 201]. El transplante 

autólogo de epitelio limbal cultivado está incrementando su uso como alternativa 

al transplante de limbo reconstituyendo la barrera de defensa del limbo corneal y 

evitando que el epitelio conjuntival y los vasos crezcan hacia la córnea [202, 203]. 

La membrana amniótica humana ha sido utilizada durante largo tiempo para 

restaurar la superficie ocular por su capacidad de suprimir la inflamación y promo-

ver la curación de las heridas pudiendo constituir una alternativa segura y efectiva 

al transplante de limbo para el tratamiento de la NVC [204, 205]. 
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1.5. LOS INHIBIDORES TIROSINA QUINASA (ITQs) Y LOS INHIBIDORES 

DE LOS RECEPTORES TIROSINA QUINASA (IRTQ) 

El campo de los fármacos tirosina quinasa ha avanzado mucho desde el 

descubrimiento de la actividad de la proteína quinasa en 1954. A finales de los 80 

y principios de los 90 se hicieron muchos avances en biología molecular descu-

briéndose muchos genes relacionados con la etiología y progresión del cáncer hu-

mano. La identificación de oncogenes capaces de transformar células sanas en 

células malignas amplió el conocimiento de mecanismos promotores de la progre-

sión del tumor. La identificación de estas oncoproteínas ayudó a identificar mejor 

a las proteínas tirosina quinasas y sus receptores. En la revista Science se publicó 

en el año 2002 que 518 proteínas quinasas están codificadas en el genoma hu-

mano y hasta la fecha, al menos 60 proteínas transmembrana tirosina quinasa han 

sido identificadas [206, 207]. 

Los primeros compuestos químicos naturales que se encontraron no fueron 

inhibidores selectivos de proteínas quinasas pero sirvieron como punto de inicio 

de la síntesis química [207]. La inhibición de las proteínas quinasas usando pe-

queñas moléculas constituyó un paso adelante en 1994 cuando el científico Parks-

Davis mostró que las 4-anilinoquinazolinas son potentes inhibidores del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR) [208]. Este hallazgo abrió la puerta para posterio-

res descubrimientos que permitieron el lanzamiento de importantes fármacos inhi-

bidores tirosina quinasa (ITQs). Desde entonces se estima que hay más de 100 

ITQs en desarrollo clínico y se están realizando grandes esfuerzos por parte de la 

industria y de los laboratorios por descubrir nuevos inhibidores. 

Como era de esperar, el primer mercado de los inhibidores tirosina quinasa 

fue desarrollado en oncología, donde las mutaciones de los genes quinasa o la 

desregulación de la actividad quinasa se asocia a menudo con hiperproliferación 

celular. No obstante, los ITQs están siendo investigados en otros campos y enfer-

medades, como la inflamación, diabetes, neurociencia, virología y oftalmología. 
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1.5.1. Selectividad y especificidad de los ITQs 

Las quinasas no fueron consideradas buenos agentes cuando comenzó el 

estudio farmacológico de los inhibidores de la tirosina [209]. Como las concentra-

ciones celulares de ATP son altas, típicamente 1-5 mM [210], se pensó que sería 

necesaria una alta concentración de fármaco para conseguir unos resultados efi-

caces con inhibidores ATP competitivos, conllevando potenciales problemas de 

toxicidad. Se consideró otro inconveniente el elevado número de enzimas proteína 

quinasa, todas compartiendo un cofactor común y una estructura tridimensional 

similar del sitio catalítico, lo que podría interferir en el desarrollo de fármacos ade-

cuadamente selectivos para los receptores. El logro de la selectividad para un par-

ticular número de proteínas quinasas supuso un cambio significativo [211]. 

Los términos específico (explicito, particular o definitivo) y selectivo (carac-

terizado por una elección cuidadosa) son a menudo usados para describir la acti-

vidad inhibitoria del compuesto [211]. 

Así pues, los fármacos que inhiben más de una quinasa pueden ser tan 

beneficiosos como útiles sean las dianas terapéuticas sobre las que actúan. Sin 

embargo, el conocimiento y control de la selectividad es importante ya que una 

inhibición no dirigida de la quinasa puede también causar toxicidad [212]. 

Aunque el sitio de unión a ATP de las proteínas quinasas está bastante 

conservado, las zonas adyacentes no ocupadas por ATP son más variables, par-

ticularmente el interior de un bolsillo hidrofóbico y la superficie específica de expo-

sición al solvente. Así pues, diseñando inhibidores que se unan a esas áreas se 

podrían obtener fármacos más específicos [213]. 

 

1.5.2. Clasificación de las ITQs y mecanismos de acción 

Las proteínas quinasa catalizan la transferencia del grupo fosfato terminal 

de la adenosina trifosfato (ATP) al grupo hidroxilo de los residuos de serina, treo-

nina o tirosina de la misma quinasa o de otros sustratos proteicos. La adición de 

grupos fosfatos puede crear el reconocimiento de sitios para el ligamiento de otras 

proteínas o puede alterar la conformación de la proteína fosforilada cambiando su 

estado de activación o su función [211, 214].  
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Los dominios tirosina quinasa también forman parte de los RTQs, que son 

proteínas que se encuentran en la membrana celular y que están implicadas en la 

transducción de señales de supervivencia y crecimiento hacia el interior de la cé-

lula en respuesta a los estímulos externos de los factores de crecimiento. Debido 

a su importancia en la progresión del ciclo celular, crecimiento de las células, apop-

tosis y metabolismo entre otros procesos [215], los inhibidores de los receptores 

tirosina quinasa (IRTQ) tienen el potencial de tratar las enfermedades neovascu-

lares. 

Los inhibidores quinasa pueden unirse a conformaciones activas o inactivas 

de la enzima y pueden dirigirse hacia el sitio de unión a ATP, a la zona de unión 

con el sustrato o a lugares alostéricos [214]. Cuando actúan sobre las quinasas 

inactivas, la especificidad es más fácil de conseguir debido a la mayor diversidad 

de conformaciones. Sin embargo, como se conoce menos sobre esas conforma-

ciones, su diseño puede ser más que un reto [215]. No obstante, se han desarro-

llado modelos para el diseño de inhibidores que se unen a las quinasas inactivas 

y hay un número considerable de ITQs cuya diana es el estado inactivo. 

La clasificación de las moléculas tirosina quinasa depende de la región de 

interacción en la quinasa y la reversibilidad de la inhibición. En la Tabla 1.7 se 

muestra la comparación entre los distintos tipos de inhibidores quinasa: 

 

1.5.2.1. Inhibidores tirosina quinasa tipo I 

Este tipo de moléculas son competidores de ATP que exhiben una interac-

ción con el sitio catalítico de la conformación activa fosforilada de las quinasas 

imitando el anillo de purina de la adenina de ATP [216]. 

Numerosos inhibidores quinasa tipo I han sido aprobados por la FDA para 

el tratamiento del cáncer (sunitinib, pazopanib, gefitinib, erlotinib, dasatinib, lapati-

nib, vemurafenib, ruxolitinib, crizotinib y busotinib, etc.). Los inhibidores tipo I mues-

tran una tendencia baja para la selectividad quinasa incrementando el potencial 

para efectos secundarios [217]. Vatalanib, uno de los IRTQs estudiado en la pre-

sente tesis también pertenece a este grupo. 
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1.5.2.2. Inhibidores tirosina quinasa tipo II 

Este tipo representa una molécula no competidora de ATP que interactúa 

con el sitio catalítico en la conformación inactiva de la quinasa (sin fosforilar), ex-

plotando nuevas interacciones dentro de un bolsillo lipofílico debido a un cambio 

de conformación del residuo de fenilalanina del bucle DFG. El inhibidor reversible 

interactúa con la quinasa que resulta en la formación de uno, dos o tres enlaces 

de hidrógeno con la proteína en la “región bisagra” y también causa otras interac-

ciones en el bolsillo DFG abierto. Estas nuevas interacciones lipofílicas con el bol-

sillo DGF confieren a los inhibidores tipo II un alto grado de selectividad respecto 

a otras quinasas no deseables. Esas interacciones no se pueden producir cuando 

la quinasa está en una conformación activa [218]. 

Uno de los problemas que ha surgido con los ITQs que actúan sobre dianas 

de las quinasas inactivas es la susceptibilidad para perder la actividad inhibitoria 

debido a una mutación de la proteína. Esta situación es más difícil que ocurra con 

los ITQs que actúan sobre una quinasa activa, porque una mutación que evitara la 

unión del inhibidor, no permitiría la unión de ATP y aboliría la actividad quinasa, lo 

que podría ser no tolerado [219]. 

Entre los inhibidores tirosina quinasa tipo II destaca imatinib, sorafenib, re-

gorafenib, motesanib, axitinib, tandutinib, quizartinib, tivozanib, masitinib, linifanib, 

etc. 

 

1.5.2.3. Inhibidores tirosina quinasa tipo III o inhibidores alostéricos 

Dirigirse a sitios distintos del sitio de unión a ATP supone circunvalar el po-

sible problema de competir con altos niveles de ATP [220]. Algunas quinasas tam-

bién contienen sitios alostéricos, bolsillos alejados del sitio de unión a ATP en los 

que los inhibidores se pueden unir alterando toda la conformación del dominio ca-

talítico e inhibiendo la enzima. En particular, los sitios alostéricos ofrecen la posi-

bilidad de un número muy alto de perfiles inhibidores altamente selectivos o mo-

noespecíficos. Sin embargo, no todas las quinasas tienen un sitio alostérico cono-

cido que sea adecuado [211]. Adicionalmente, los moduladores alostéricos pueden 

proveer una regulación sutil de quinasas controladas por múltiples factores endó-

genos lo que no es fácilmente producido por los competidores de ATP [218]. 
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1.5.2.4. Inhibidores tirosina quinasa tipo IV o inhibidores directos de sustrato 

Estos inhibidores son descritos como pequeñas moléculas que presentan 

una interacción reversible fuera del bolsillo de ATP, en el sitio de unión del sustrato 

a la quinasa, pero sin competir con ATP. Como esta área es única para el sustrato, 

este tipo de compuesto potencialmente presenta forzosamente un grado alto de 

selectividad [218]. 

 

1.5.2.5. Inhibidores tirosina quinasa tipo V o inhibidores covalentes 

Estos IRTQs se dirigen directamente a un nucleófilo catalítico dentro del 

sitio activo de la enzima y se forma un enlace covalente irreversible. Se trata de 

una inhibición “suicida” que exhibe una plétora de ventajas como son las largas 

vidas medias de disociación que maximiza la eficacia más allá del aclaramiento 

del inhibidor, reduce la exposición del fármaco y minimiza los efectos secudarios. 

Sin embargo, es necesario definir el potencial de una modificación irreversible de 

proteínas diana y no-diana y la potencial ausencia de selectividad. 

 

 

 Tipo I Tipo II TIPO III TIPO IV Inhibidores 
covalentes 

Tipo de unión Reversible Reversible Reversible Reversible Irreversible 

Sitio de unión Sitio ATP Sitio ATP y 
bolsillo DFG 

Alostérico  

(por bolsillo 
ATP) 

Alostético 

(dominio de 
unión al sus-

trato) 

Sitio ATP 

Competidor-
ATP 

SI NO NO NO NO 

Selectividad Baja Alta Muy alto Muy alto Bajo 

Tabla 1.7. Comparación entre diferentes tipos de inhibidores tirosino quinasa. 
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1.5.3. IRTQs en el tratamiento de las enfermedades sistémicas 

Más de 25 inhibidores tirosina quinasa han sido aprobados por la FDA (US 

Food & Drud Administration) para el tratamiento de las enfermedades oncológicas. 

En la Tabla 1.8 se exponen los inhibidores quinasa específicos para los receptores 

(IRTQs) actualmente aprobados para uso sistémico [221]. 

 

 

 

Año de apro-
bación 

IRTQ Diana terapéutica Indicaciones oncoló-
gicas actuales 

2001 Imatinib PDGFR- LMC, TGI 

2003 Gefitinib EGFR Pulmón 

2004 Erlotinib EGFR Pulmón, páncreas 

2005 Sorafenib VEGFR 2-3; PDGFR-; c-
KIT; quinasa Raf  

CCR; hígado; tiroides 

2006 Sunitinib VEGFR-2; PDGFR- c-KIT CCR; TGI; TPNE 

2007 Lapatinib EGFR/HER2 Mama 

2009 Pazopanib VEGFR-2; PDGFR- c-KIT CCR; sarcoma 

2011 Vandetanib VEGFR; EGFR; RET Tiroides 
 Crizotinib ALK Pulmón 

2012 Axitinib VEGFR 1-3; PDGFR; c-KIT CCR 

Cabozantinib VEGFR-2; c-MET Tiroides; CCR 

Regorafenib VEGFR-2; Tie-2; PDGFR; 
c-KIT 

TGI 

Afatinib HER2/Neu Pulmón 
 Cabozantinib RET Tiroides 

2013 Afatinib EGFR Pulmón 

2014 Lenvatinib VEGFR 1-3 Tiroides; CCR 

 Gefitinib EGFR Pulmón 

 Nintedanib FGFR Fibrosis pulmonar 
 Ceritinib ALK Pulmón 
2015 Osimertinib EGFR Pulmón 

 Lenvatinib VEGFR, RET Tiroides 
 Alectinib ALK Pulmón 
2017 Neratinib HER2 Mama 
 Brigatinib ALK Pulmón 

2018 Lorlatinib ALK Pulmón 
 Larotrectinib TRK Tumores sólidos 
 Dacomitinib EGFR Pulmón 

Tabla 1.8. Inhibidores de receptores tirosina quinasa aprobados por la FDA (US Food & 

Drug Administration). CCR: carcinoma de células renales; LMC: leucemia mieloide cró-

nica; TGI: tumor gastrointestinal; TPNE: tumor pancreático neuroendocrino. 
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1.5.4. IRTQs y el tratamiento de las enfermedades neovasculares del ojo  

Como comentamos anteriormente, las tirosinas quinasas juegan un papel 

fundamental en la transducción de las señales intracelulares y regulan procesos 

cruciales como la proliferación, migración y supervivencia de las células endotelia-

les. Así pues, el bloqueo de los RTQ representa un abordaje racional para tratar la 

NVC. 

 

IRTQ Estudios Administración Diana  
terapéutica 

Patología  
oftalmológica 

Sunitinib Modelo de ratón [222]  Oral VEGFR-2; 

PDGFR- 

NV coroidea 

 Modelo de conejo [223-225] Tópico   NV corneal 
  Modelo de conejo [225] Subconjuntival   NV corneal 

Sorafenib Modelo de rata [226] Oral VEGFR 2-3; 

PDGFR-;  
C-KIT; Raf 
  

NV coroidea 

 Modelo de rata [227] Oral NV corneal 

 Caso clínico [228] Oral NV coroidea 

Semaxinib Modelo de ratón [229] Inyección  
intraperitoneal 

VEGFR-2 NV coroidea 

 Modelo de rata [230]  Intravítrea NV coroidea 

 Modelo de ratón [231] Inyección 
intraperitoneal 

NV corneal 

Vatalanib Modelo de ratón [232] Intravítrea VEGFR-2 princi-
palmente 
(VEGFR 1-3, C-
KIT) 

Isquemia retiniana 

 Modelo de ratón [233] Oral  NVC y transplante 

ZK911 Modelo de ratón [232] Oral VEGFR-2 NVC y transplante 

Tirfostina  
AG1296 

Modelo de ratón [234] Tópica PDGFR- y- NV corneal 

Pazopanib Modelo de rata [235] Tópica VEGFR-1 y -2; 

PDGFR-;  
C-KIT 
  
  

NV coroidea 

Modelo de ratón/conejo [236]  Tópica, oral e  
intravítrea 

NV coroidea 

Modelo de rata [237] Tópica Diabetes 

 Ensayo clínico [238-241] Tópica NV coroidea 

SU9518  Modelo de conejo [242] Intravítrea PDGFR- Vitreoretinopatía 
proliferativa 

Axitinib Células del EPR [243] Instilación VEGFR1-3; 

PDGFR-   
C-KIT 
 

Diabetes 

 Modelo de ratón [244, 245] Oral NV coroidea 

Regorafenib  Modelo de rata [246] Tópica VEGFR-2; C-KIT 
PDGFR; Tie-2 

NV corneal 

Motesanib Modelo de ratón [247] Tópica VEGFR-2 y -3; 

PDGFR-    

C-KIT RET 

NV coroidea 

Tabla 1.9. Inhibidores de receptores tirosina quinasa estudiados en el campo de la oftal-

mología. DMAE: Degeneración macular asociada a la edad; EPR: Epitelio pigmentario 

retiniano humano; NV: Neovascularización. 
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En la actualidad no hay ningún IRTQ aprobado para el uso de las enferme-

dades neovasculares oculares, aunque en los últimos años se ha incrementado el 

número de estudios experimentales en modelos animales y ensayos clínicos tes-

tando distintos principios activos para el tratamiento de patologías oftalmológicas 

en las que el papel de la angiogénesis juega un papel relevante. Los agentes es-

tudiados actúan bloqueando la señal de los RTQ de VEGF y/o PDGF, fuertemente 

implicados en la NVC.  

La actividad combinada contra las señales de transducción de VEGF y PDGF es 

beneficiosa, en cuanto que el bloqueo de ambos VEGFR y PDGFR puede contri-

buir a la inhibición de la angiogénesis. Los inhibidores de PDGF han mostrado 

producir el desprendimiento de los pericitos de las células endoteliales y, además, 

los vasos sanguíneos carentes de pericitos son más susceptibles de la depleción 

de VEGF.  

En la Tabla 1.9. se expone un listado de los IRTQs estudiados hasta el momento 

en el campo de la oftalmología y a continuación comentaremos los que considera-

mos más relevantes para la introducción de la presente Tesis. 

 

Sunitinib 

Sunitinib es un inhibidor del receptor tirosina quinasa de pequeña molécula 

que exhibe una potente actividad antitumoral y antiangiogénica. Inhibe la angiogé-

nesis disminuyendo la señalización a través de los RTQs VEGFR-1, VEGFR-2 y 

PDGFR-. También bloquea otros RTQs implicados en varios tumores como el 

receptor del factor de células madre (C-KIT), el Flt-3 y el receptor del factor 1 esti-

mulador de colonias (CSF-1R). Takahashi y coautores demostraron en ratones 

que sunitinib administrado por vía oral fue capaz de reducir significativamente el 

volumen de las membranas neovasculares coroideas experimentales [222]. Nues-

tro grupo de investigación estudió la administración tópica de sunitinib 0,5 mg/ml 

en un modelo corneal de conejo en el que se observó una reducción de la NVC de 

un 82,3% y resultó ser 3 veces más potente que bevacizumab [223]. Además, su-

nitinib redujo el calibre de los vasos e indujo cambios morfológicos en el árbol vas-

cular [224]. Puesto que el preparado de sunitinib es de color amarillo, se pudo 

observar durante el seguimiento de los conejos que parte del fármaco se depositó 

en la superficie del iris demostrando la penetración del fármaco en la cámara an-
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terior del ojo, lo que reforzó la hipótesis de poder utilizar los IRTQs para el trata-

miento de las enfermedades neovasculares intraoculares [223]. Posteriormente, 

Ko y coautores corroboraron nuestros resultados y demostraron que la administra-

ción tópica de sunitinib ofrece mejores resultados que la administración subcon-

juntival [225]. 

 

Sorafenib 

Sorafenib es un IRTQ multidiana que bloquea las señales de VEGFR-2 y -

3, PDGFR- C-KIT y la quinasa Raf. Las investigaciones realizadas hasta el mo-

mento han testado solamente la administración vía oral. En un modelo de NV co-

roidea de rata, la administración de sorafenib redujo significativamente el espesor 

de las membranas neovasculares [226]. Posteriormente, en un modelo de NV cor-

neal de rata, la administración oral de sorafenib disminuyó la NV corneal en un 

44% [227]. En humanos, sólo hay descrito un caso clínico de un paciente diagnos-

ticado cáncer de células renales avanzado y degeneración macular en el que el 

tratamiento vía oral de sorafenib resolvió la neovasculariación coroidea y estabilizó 

la agudeza visual [228]. 

 

Semaxinib 

Semaxinib es un inhibidor selectivo de VEGFR-2 que también ha mostrado 

ser eficaz en ratones mediante administración intraperitoneal en el tratamiento de 

la NV coroidea [229] y corneal [231] y es el único IRTQ que hasta el momento ha 

sido testado mediante inyección intravítrea utilizando liposomas encapsulados 

[230]. 

 

Vatalanib  

Vatalanib inhibe los tres receptores de VEGF, PDGFR- C− pero es 

selectivo principalmente para VEGFR-2. Su uso en ratones mediante administra-

ción intravítrea ha demostrado reducir la neovascularización en la retinopatía an-

gioproliferativa secundaria a isquemia [232]. En un modelo de transplante de cór-

nea de ratón, los IRTQs vatalanib y ZK991 inhibieron la angiogénesis y linfangio-
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génesis, siendo el segundo agente el que mejoró significativamente la superviven-

cia del transplante de córnea [233]. Hasta donde podemos conocer, no existe nin-

gún trabajo en el que se haya estudiado la administración tópica de vatalanib. 

 

Pazopanib 

Pazopanib es un inhibidor que bloquea los receptores VEGFR-1 y-2, PDGF-

 y C-KIT. Pazopanib es el IRTQ más estudiado y el primero utilizado en ensayos 

clínicos para el tratamiento de la DMAE exudativa. 

En un modelo de NV coroidea de rata, la administración tópica redujo el 

espesor de la NC coroidea [235]. Del mismo modo, en un modelo de retinopatía 

diabética de rata, pazopanib tópico consiguió mejorar las alteraciones de la barrera 

hemato-retiniana [237]. Posteriormente se comprobó que la administración tópica 

para el tratamiento de la NV coroidea fue efectiva en ratones, pero no en conejos 

[236].  

En humanos, recientemente diversos autores han presentado los resultados 

de pazopanib tópico para el tratamiento de la DMAE exudativa, sin encontrar be-

neficios en la agudeza visual ni en el espesor macular como monoterapia [239-

241]. En cuanto a la NV corneal, los estudios preliminares han sugerido que el 

tratamiento con pazopanib 0,5% tópico es seguro y bien tolerado observando una 

reducción significativa de los neovasos [247]. 

 

Regorafenib 

Regorafenib es un IRTQ multidiana que inhibe VEGFR-2 y otros factores de 

crecimiento incluyendo PDGFR y Tie-2. Onder y coautores, en un modelo de que-

madura alcalina de córnea en ratas, demostraron los efectos inhibitorios de rego-

rafenib 1mg/ml tópico sobre la angiogénesis corneal, consiguiendo un bloqueo par-

cial de la neovascularización comparable con los efectos de bevacizumab y dexa-

metasona sin que hallaran diferencias significativas entre los distintos fármacos 

[246]. 
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Axitinib 

Axitinib es un IRTQ multidiana de pequeño tamaño que actúa contra VEGF 

1-3, PDGF-  y C-KIT. En un modelo NV coroidea de ratón, axitinib vía oral demos-

tró reducir significativamente las membranas neovasculares incluso con bajas do-

sis [244, 245]. Hasta la publicación de los resultados de la presente Tesis, axitinib 

no ha sido testado en ningún modelo de NV corneal y no se ha empleado mediante 

administración tópica.
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2. 

HIPÓTESIS DE TRABAJO  

Y OBJETIVOS 
 

2.1. JUSTIFICACIÓN 

La neovascularización corneal (NVC) es una consecuencia común de varias 

enfermedades corneales inflamatorias, infecciosas y traumáticas [248]. La neovas-

cularización induce la cicatrización del tejido, los depósitos lipídicos, la hemorragia 

del estroma y el edema corneal comprometiendo la transparencia corneal y dete-

riorando gravemente la agudeza visual. Además la vascularización introduce célu-

las inmunes circulantes, reduciendo el privilegio inmunológico de la córnea y, sub-

secuentemente comprometiendo la supervivencia del injerto del transplante de cór-

nea [193]. 

La terapia convencional de la NVC se basa en la administración de corticoi-

des. Sin embargo, no son siempre efectivos y a largo plazo puede producir efectos 

secundarios que incluyen el desarrollo de cataratas, glaucoma y un incremento del 

riesgo de infección [193]. 

El conocimiento de algunos de los procesos implicados en la angiogénesis 

ha permitido el cribado de fármacos potenciales y el desarrollo de nuevas estrate-

gias para el tratamiento de las enfermedades neovasculares del ojo. La angiogé-

nesis corneal está mediada por numerosos factores que incluyen el factor de cre-

cimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor derivado de las plaquetas (PDGF). 

VEGF es comúnmente considerado el factor angiogénico más prominente, y entre 

los miembros de la familia VEGF, VEGF-A es considerado el mayor factor impli-

cado en la hemangiogénesis recibiendo la mayor atención como mediador de la 

neovascularización patológica. VEGF y sus receptores tirosina quinasa promueven 

muchos aspectos del proceso angiogénico. El VEGF-A y sus receptores tirosina 

quinasa VEGFR-1 y, particularmente, el VEGFR-2 intervienen en múltiples etapas 
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del proceso angiogénico. El VEGF-A promueve la permeabilidad vascular, super-

vivencia, migración y proliferación de las células endoteliales y la formación del 

tubo capilar [15, 20]. Así pues, los antagonistas del VEGF previenen o reducen la 

neovascularización siendo de gran utilidad clínica. Por otro lado, el VEGF-C y el 

VEGF-D se unen al receptor VEGFR-3 con una fuerte capacidad para inducir la 

linfangiogénesis [249]. La inhibición de la linfangiogénesis mediante el bloqueo de 

dicho receptor podría ofrecer beneficios en el tratamiento o prevención del rechazo 

inmunológico del transplante de córnea. Las células endoteliales vasculares pro-

ducen el PDGF-B y las células murales (pericitos y células musculares lisas) ex-

presan su receptor, el PDGFR-. PDGF induce el reclutamiento de pericitos y fa-

vorece la maduración de los vasos neoformados [250]. Por tanto, la inhibición com-

binada de la vía de señalización de ambos factores VEGF y PDGF podría ser más 

eficaz que la inhibición única del sistema VEGF para el tratamiento de la NVC 

[223]. 

El anti-VEGF más empleado en la práctica clínica (off-label) para el trata-

miento de la NVC es bevacizumab, un anticuerpo monoclonal recombinante que 

actúa directamente contra las isoformas de VEGF-A. Aunque los estudios clínicos 

y experimentales han demostrado que reduce la NVC de forma incompleta [188, 

189, 223, 251, 252]. 

Los inhibidores del receptor tirosina quinasa son moléculas pequeñas que 

inhiben la cascada de transducción de señales intracelulares estimulada por uno 

o varios receptores tirosina quinasa [211]. Estas moléculas están bien establecidas 

como fármacos útiles clínicamente para el tratamiento del cáncer. 

Vatalanib es una tirosina quinasa sintética de pequeño peso molecular que 

presenta potenciales ventajas sobre otros inhibidores de la angiogénesis descritos 

previamente. Vatalanib estabiliza la tirosina quinasa en una conformación activa 

(IRTQ tipo I). A concentraciones submicromolares puede actuar contra el receptor 

de VEGFR-2, con concentraciones ligeramente superiores bloquea VEGFR-1 y, 

con concentraciones elevadas, tiene capacidad para inhibir receptores tirosina qui-

nasa como VEGFR-3 y PDGFR- [253].  
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Axitinib es una potente molécula sintética que estabiliza el dominio qui-

nasa en una conformación inactiva (IRTQ tipo II) y que inhibe la señal de transduc-

ción de VEGF. Axitinib, a concentraciones picomolares in vitro es altamente selec-

tivo inhibiendo la autofosforilación de los receptores VEGFR-1, VEGFR-2 y VE-

GFR-3 con concentraciones 10 veces menores que otros IRTQ utilizados en el 

tratamiento del cáncer. Además a concentraciones nanomolares también inhibe 

los receptores PDGF- [254].  

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existe ningún trabajo en el 

que se haya estudiado la administración tópica de vatalanib y axitinib para evaluar 

sus efectos antiangiogénicos sobre la neovascularización corneal. Así pues, el pro-

pósito de la presente Tesis es investigar la capacidad antiangiogénica de vatalanib 

(IRTQ tipo I) y axitinib (IRTQ tipo II) mediante la administración tópica en un modelo 

de NVC inducido por suturas. Los efectos de la inhibición han sido analizados me-

diante el análisis de fotografías biomicroscópicas y estudios histológicos. 

 

2.2. HIPÓTESIS  

2.2.1. Hipótesis general 

La administración tópica de los fármacos utilizados (vatalanib y axitinib) en 

un modelo experimental animal de neovascularización corneal inducido mediante 

suturas, inhibe la formación de neovasos corneales a través del bloqueo multidiana 

de los receptores tirosina quinasa de los factores proangiogénicos VEGF y PDGF. 

 

2.2.2. Hipótesis específicas 

Para concretar la hipótesis general se establecen las siguientes hipótesis especí-

ficas: 

1. La administración tópica de vatalanib (IRTQ tipo I), con capacidad para 

inhibir los receptores de VEGF (VEGFR-1 y VEGFR-2) principalmente y los 

receptores de PDGF y la administración tópica de axitinib (IRTQ tipo II), 

con capacidad de bloquear selectivamente los receptores de VEGF 

(VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3) e inhibir los receptores de PDGF, a las 

dosis empleadas, producen la inhibición de la superficie de 
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neovascularización corneal inducidos mediante un modelo basado en 

suturas en el animal de experimentación. 

2. En base al papel crucial que desempeña VEGF en la angiogénesis, en 

nuestro modelo de NVC, la administración tópica de axitinib que bloquea 

in vitro los receptores VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 a concentraciones 

picomolares, produce una mayor inhibición vascular que vatalanib que, in 

vitro, bloquea los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 a concentraciones 

micromolares. 

3. La administración tópica de cada inhibidor de la tirosina quinasa a las 

concentraciones empleadas inducen cambios en la morfología y la 

microdensidad vascular. 

4. La administración tópica de cada inhibidor de la tirosina quinasa a las 

concentraciones empleadas no induce efectos adversos oculares. 

 

2.3. OBJETIVOS 

Para la comprobación de dicha hipótesis, la presente Tesis Doctoral se va a 

desarrollar buscando la consecución de los siguientes objetivos de trabajo: 

1) Cuantificar el grado de inhibición de la superficie neovascular tras la 

administración tópica de las diferentes concentraciones de vatalanib y axitinib 

mediante biomicroscopía de la superficie córneal en el modelo experimental 

animal. 

2) Cuantificar la densidad microvascular corneal y determinar los cambios en la 

morfología vascular tras la administración tópica de las diferentes 

concentraciones de vatalanib y axitinib mediante el estudio de la densidad 

microvascular corneal con técnicas de tinción enzimática en el modelo 

experimental animal. 

3) Comparar las respuestas de los distintos inhibidores de la tirosina quinasa 

utilizados en la inhibición de la neovascularización corneal en el modelo 

experimental animal. 

4) Evaluar clínicamente los efectos secundarios oculares producidos por los 

distintos fármacos administrados en el ojo de conejo. 
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3. 

MATERIAL Y MÉTODOS
 

El material y los métodos empleados en la presente Tesis Doctoral tienen 

como objeto la consecución de las siguientes fases del proyecto: 

 

3.1. Selección de los inhibidores de los receptores tirosina quinasa 

 En la presente Tesis Doctoral se han sometido a estudio 2 antiangiogéni-

cos: axitinib y vatalanib. Estos inhibidores de la tirosina quinasa (IRTQ) fueron 

seleccionados en base a los siguientes criterios. 

 

3.1.1. Criterios de selección de los IRTQs 

Selectividad del IRTQ por el sustrato 

El diseño de inhibidores selectivos se ha convertido en una actividad crítica 

en el desarrollo de nuevos fármacos y también en la aplicación de los inhibidores 

como herramientas para la investigación biológica química. Mientras la investiga-

ción inicialmente se focalizaba en encontrar inhibidores de la tirosina quinasa mo-

noespecíficos o muy altamente selectivos para el uso terapéutico, la experiencia 

clínica y el creciente conocimiento de la biología de las quinasas ha mostrado que 

los compuestos con un patrón más amplio de inhibición pueden ser efectivos. Sin 

embargo, como compuestos necesitan ser inhibidores selectivos o inhibir un con-

junto de enzimas quinasas bien definido [211]. 

Muchos inhibidores quinasa que están ya en uso clínico para tratar el cáncer 

son no selectivos para una quinasa en particular actuando sobre varios objetivos. 

Esto puede traer beneficios de eficacia ya que las otras quinasas también están 

implicadas en los mismos procesos pero podría incrementar la toxicidad y los efec-

tos secundarios indeseados debidos a la interacción con otras enzimas, canales 
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de calcio o receptores e inhibición de otras quinasas. Es importante, así pues, co-

nocer los objetivos moleculares de los fármacos con los que pueden interactuar y 

qué enzimas pueden inhibir [211]. 

En los años recientes, se ha señalado que los inhibidores tirosina quinasa 

pueden tener beneficios siendo fármacos selectivos, pero no específicos. Por ello, 

nuestro objetivo ha sido seleccionar agentes que sean selectivos para tirosinas 

quinasas que actúen inhibiendo los receptores de los factores de crecimiento del 

proceso angiogénico. 

 

Solubilidad 

Los inhibidores de la tirosina quinasa son compuestos poco solubles en H20. 

Para conseguir su solubilidad se pueden diluir con DMSO. El DMSO, a bajas con-

centraciones, se utiliza como potenciador de la absorción de numerosas prepara-

ciones oftálmicas. Furrer y coautores llegaron a la conclusión de que el DMSO al 

1% era seguro y bien tolerado por la superficie ocular [255]. Debido al potencial 

efecto irritante del DMSO a dosis superiores al 1% y la evidencia de la asociación 

entre la inflamación y la angiogénesis, decidimos no utilizar DMSO y emplear el 

IRTQ en suspensión. Por ello, probamos varios IRTQs para comprobar el grado y 

las características de las partículas en suspensión. Así pues, descartamos agentes 

como pazopanib o motesanib que a las concentraciones seleccionadas presenta-

ban una rápida precipitación de la sustancia y el acúmulo en forma de agregados 

en las paredes del continente. 

 

Color 

Otro de los criterios que consideramos fue el color de la sustancia, puesto 

que en un estudio que realizamos previamente en conejos con sunitinib, un IRTQ 

de color amarillo, la administración tópica durante dos semanas provocó una tin-

ción amarilla en el epitelio corneal y el iris. Aunque este efecto adverso es transi-

torio y el depósito del fármaco en la superficie del iris sirvió como trazador para 

demostrar la buena penetración de sunitinib en la cámara anterior del ojo, se trata 

de un efecto secundario no deseable para una posterior aplicación clínica. Por ello, 
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seleccionamos fármacos de color blanco y que tras ser diluidos en suero fisiológico 

fueran incoloros. 

 

3.1.2. Vatalanib (PTK/ZK 222584) 

Vatalanib, una anilino-ftalacina, es uno de los primeros inhibidores de la ti-

rosina quinasa (IRTQ) sintéticos. Se trata de una molécula de tamaño pequeño 

con un peso molecular de 419,73 Da (Figura 3.1). 

Vatalanib bloquea la actividad del receptor tirosina quinasa mediante su 

unión competitiva al dominio de ATP en una conformación activa (IRTQ tipo I). In 

vitro, vatalanib inhibe los receptores tirosina quinasa de VEGF en rangos submi-

cromolares. Este bloqueo de la actividad del receptor es ligeramente más potente 

contra VEGFR-2 que contra VEGFR-1. A mayores concentraciones, también in-

hibe otros receptores tirosina quinasa como VEGFR-3 y el receptor- de PDGF 

(Tabla 3.1). 

 

 

 

 

Figura 3.1. Estructura de vatalanib (PTK/ZK). Extraído de SciFinder (https://origin-scifinder-

cas-org.publicaciones.umh.es/scifinder) y Pubchem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

 

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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ACTIVIDAD IN VITRO  

DE VATALANIB 

 IC50 celular (M) 

 Inhibición de la fosforilación 
del receptor RECEPTOR 

VEGFR-1 0,077 

VEGFR-2 0,037 

VEGFR-3 0,66 

PDGFR- 0,58 

FGFR-1 No activo 

Tabla 3.1.Inhibición celular de la autofosforilación del receptor por vatalanib [253]. 

 

3.1.3. Axitinib (AG-013736) 

Axitinib es un potente IRTQ de pequeña molécula derivado del indazol que 

ha demostrado actividad contra un amplio rango de tipos tumorales y se ha mos-

trado prometedor como un nuevo agente anticanceroso. Axitinib es una pequeña 

molécula con un peso molecular de 386,47 Da (Figura 3.2). 

 

 

Figura 3.2. Estructura de axitinib (AG-013736). Extraído de SciFinder Scholar (https://origin-

scifinder-cas-org.publicaciones.umh.es/scifinder) y Pubchem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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A concentraciones picomolares, es un potente y altamente selectivo inhi-

bidor de los receptores tirosina quinasa de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-

3). A concentraciones nanomolares, también inhibe los receptores PDGF- y 

PDGF-. 

In vitro, axitinib se une de forma no competitiva al dominio intracelular de 

ATP de VEGFR. Su pequeña estructura permite un ajuste cercano en un bolsillo 

dentro del dominio quinasa (Figura 3.13). Esto resulta en la estabilización de la 

quinasa en una conformación inactiva y en la inhibición de la señal de transducción 

de VEGF [254]. En los estudios in vitro de inhibición de la fosforilación del RTQ la 

IC50 de los VEGFR 1-3 (0,1-0,3 nmol/l) fue 10 veces menor que la de pazopanib, 

sunitinib y sorafenib [256-259]. Estos resultados testifican la alta potencia y selec-

tividad contra VEGFRs a pequeñas concentraciones. En lo concerniente a otros 

RTQs distintos de VEGF (PDGF, FGF, c-kit, RET), la IC50 de axitinib fue de >1,6 

nmol/ml. A concentraciones nanomolares tiene capacidad para inhibir PDGFR y a 

niveles submicromolares FGFR-1 (Tabla 3.2) [207, 260]. 

 

 

Figura 3.3. Axitinib interactuando con el dominio quinasa del receptor VEGFR-2. Extraído 

de Protein Data Bank (http://www.rcbs.org). Creado por McTigue, M.J., Murray B.W., Chen 

J.H., Deng Y. Soloeiej J. y Kania, R.S, Id: 4AG8. Jmol: visor de Java de código abierto 

para estructuras químicas en 3 dimensiones (http://www.jmol.org). 

 

 

http://www.rcbs.org/
http://www.jmol.org/
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ACTIVIDAD IN VITRO  

DE AXITINIB 

 IC50 celular (M) 

 Inhibición de la fosforilación 
del receptor RECEPTOR 

VEGFR-1 0,0001 

VEGFR-2 0,0002 

VEGFR-3 0,0001-0,0003 

PDGFR- 0,0016 

PDGFR- 0,005 

FGFR-1 0,231 

Tabla 3.2.Inhibición celular de la autofosforilación del receptor por axitinib [207, 256]. 

 

3.1.4. Preparación de los IRTQs 

La selección de las concentraciones tópicas de cada fármaco se ha funda-

mentado en tres criterios: 

Criterio 1 

Emplear concentraciones de vatalanib y axitinib equiparables a los 

estudios previos de bevacizumab para obtener unos resultados comparables (5 

mg/ml). Bevacizumab es el antiangiogénico que ha sido más empleado para el 

tratamiento de la NVC mediante administración tópica. (Véase apartado 1.6. trata-

miento). 

Bevacizumab administrado de forma tópica se usa a concentraciones muy 

superiores a las concentraciones inhibitorias observadas en los estudios in vitro. 

Para conseguir unas dosis equiparables a bevacizumab, como referencia hemos 

considerado la inhibición de la proliferación celular (IC50) inducida por VEGF165 

humano recombinante en células endoteliales de la vena umbilical humana (HU-

VEC) actuando sobre el receptor VEGFR2. Las concentraciones de los fármacos 

para uso tópico se obtuvieron a partir del producto de su IC50 X 222.222 (basado 

en que la concentración utilizada de bevacizumab de 5 mg/mL es aprox. 222.222 

veces su IC50) (Tabla 3.3). 
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 IC50 x 222222 Concentración tópica 

Bevacizumab 22,5 g/l x 222.222 5 mg/ml 

Vatalanib 15,53 g/l x 222.222 3,45 mg/ml 

Axitinib 0,07 g/l x 222.222 0,017 mg/ml 

Tabla 3.3. Concentraciones tópicas de los fármacos equiparables a bevacizumab. 

 

Criterio 2 

Conseguir unas concentraciones de vatalanib y axitinib equiparables 

a 0,5 mg/mL de sunitinib, en base a la experiencia de nuestro grupo de 

investigación con el IRTQ sunitinib en estudios previos [223, 224]. Esta 

concentración se calculó teniendo en cuenta el peso molecular de cada fármaco 

con la finalidad de emplear el mismo número de moles: Vatalanib (419,73 daltons): 

0,39 mg/mL y axitinib (386,47 daltons): 0,36 mg/mL (Tabla 3.4). 

 

 

 Peso Molecular Concentración tópica 

Sunitinib malate 532,56 0,5 mg/mL 

Vatalanib 2HCL 419,73 0,39 mg/mL 

Axitinib 386,47 0,36 mg/mL 

Tabla 3.4. Concentraciones tópicas de los fármacos equiparables a sunitinib. 

 

 

Criterio 3 

En base a los cálculos realizados a partir de criterios anteriores se 

seleccionaron las siguientes concentraciones para los fármacos a estudio: 

vatalanib (0,4 mg/mL y 3,5 mg/mL) y dos de axitinib (0,02 mg/mL y 0,35 mg/mL). 
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Como las dos concentraciones del fármaco axitinib son inferiores a los 0,5 mg/mL 

de sunitinib se decidió añadir otro grupo de axitinib con una concentración de 0,5 

mg/dL. 

Para la preparación, todos los antiangiogénicos se disolvieron en suero 

fisiológico hasta alcanzar la concentración tópica deseada.  

Los diferentes antiangiogénicos se obtuvieron de los siguientes 

proveedores: 

1. Vatalanib se preparó a partir del principio activo puro proporcionado por 

laboratorios LC (vatalanib dihidrocloruro, LC Laboratories, Woburn, MA, USA): 

vatalanib 0,4 mg/ml (pH 3,75) y vatalanib 3,5 mg/ml (pH 4,5). 

2. Axinitib se preparó a partir del principio activo proporcionados por laboratorios 

LC (axitinib base libre, LC Laboratories, Woburn, MA, USA): axitinib 0,02 

mg/mL (pH 7,32), axitinib 0,35 mg/ml (pH= 7,42) y axitinib 0,5 mg/ml (pH 7,45). 

 

 

3.2. Animales de experimentación y grupos de estudio 

Se utilizaron 72 conejos New Zealand machos de 2,5 meses de edad y un 

peso comprendido entre 2.5 y 3 Kg. Los conejos se distribuyeron aleatoriamente 

en 6 grupos (12 conejos por grupo) correspondientes a cada uno de los fármacos 

seleccionados: Grupo A (Grupo control): Suero Fisiológico; Grupo B: Vatalanib 

(0,4 mg/ml); Grupo C: Vatalanib (3,5 mg/ml); Grupo D: Axitinib (0,02 mg/ml); 

Grupo E: Axinitib (0,35 mg/ml); y Grupo F: Axitinib (0,5 mg/ml) (Figura 3.5.). 

En el ojo derecho de cada conejo se realizó un modelo de neovasculariza-

ción corneal con un patrón triangular de suturas de seda virgen de 8/0 (véase apar-

tado 3.5). Al día siguiente, se inició el tratamiento con el agente seleccionado me-

diante administración tópica con una pauta de 2 gotas cada 8 horas durante 2 

semanas. 
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Grupo A Grupo B Grupo C 

Suero Fisiológico Vatalanib (0,4 mg/ml) Vatalanib (3,5 mg/ml) 

2 gotas 
cada 8 horas 
(12 conejos) 

2 gotas 
cada 8 horas 
(12 conejos) 

2 gotas 
cada 8 horas 
(12 conejos) 

Grupo D Grupo E Grupo F 

Axitinib (0,02 mg/ml) Axitinib (0,35 mg/ml) Axinitib (0,5 mg/ml) 

2 gotas 
cada 8 horas 
(12 conejos) 

2 gotas 
cada 8 horas 
(12 conejos) 

2 gotas 
cada 8 horas 
(12 conejos) 

Tabla 3.5. Distribución de los grupos experimentales 

El seguimiento fue de 2 semanas en todos los grupos experimenta-

les. Bajo anestesia, se realizó un control fotográfico con lámpara de hendi-

dura los días 3, 7 y 14 con la finalidad de cuantificar la superficie de estímulo 

angiogénico (área cubierta por suturas, ACS) en el día 3, la superficie de 

neovascularización corneal (SNVC) en el día 7 y 14, y valorar los posibles 

efectos secundarios del tratamiento. 

A las dos semanas, se sacrificaron los conejos y se procesaron las 

córneas para el estudio mediante tinción enzimática de la microdensidad 

vascular y el análisis de la morfología vascular (8 ojos) y el estudio anato-

mopatológico de la córnea (4 ojos). 

La medición y la cuantificación de todos los procedimientos experi-

mentales fueron realizadas por un examinador enmascarado para todos los 

grupos de tratamiento. 

Todos los procedimientos y la experimentación con los animales fue-

ron realizados de acuerdo a las normas para mantenimiento y manipulación 

de animales de la ARVO (Association for Research in Vision and Ophthal-

mology) y al Real Decreto 53/2013, de 1 de Febrero, sobre protección de los 

animales utilizados para experimentación y otros fines científicos.  
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Figura 3.4. Cronología de los procedimientos. 

 

 

3.3. Anestesia 

La anestesia general inyectable, es uno de los recursos que pueden utili-

zarse en esta especie para procedimientos cortos y puede brindar un control sa-

tisfactorio permitiendo un grado de inmovilización y relajación importante. La anes-

tesia en el conejo presenta varios problemas: uno de ellos es su elevada tasa me-

tabólica que hace que los tiempos anestésicos tiendan a ser mas cortos y otra 

dificultad que presenta esta especie es la variabilidad en la desaparición de los 

reflejos, utilizados para la monitorización anestésica. Esta variabilidad está en re-

lación directa con el grado de profundización anestésica y planos de la misma y 

pueden verse afectados por las drogas empleadas. 

Medición de dimensiones básicas del ojo de conejo 

Realización del modelo de neovascularización corneal 

Medición del área cubierta 
 por suturas (ACS) 

Medición superficies  

de neovascularización corneal (SNVC) 

Evaluación de efectos secundarios 

Procesamiento de las córneas para el análisis histológico 
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Se utilizaron los siguientes fármacos anestésicos por vía intramuscular en 

los grandes músculos (cuádriceps o glúteos):  

• ketamina (Imalgene 1000 ®): dosis 20 mg/Kg 

• xilacina (Xilagesic 2% ®): dosis 6 mg/Kg 

Con las técnicas anestésicas inyectables, se puede trabajar cómoda-

mente en procedimientos cortos de no mas allá de 20 a 30 minutos para evitar 

repetidas inyecciones. 

Las infiltraciones se complementaron con la aplicación tópica de una gota 

de colirio anestésico (oxibuprocaína hidrocloruro 0,4% y tetracaína hidrocloruro 

0,1%, Colircusí Anestésico Doble®, Alcon Cusí SA, Barcelona). 

Cuando se observó reacción de dolor a la presión del espacio interdigital, 

se prosiguió inoculando anestésico sistémico hasta la desaparición del dolor re-

flejo.  

Conjuntamente con la monitorización de la frecuencia respiratoria (respira-

ciones/minuto y profundidad de las mismas), el control de la temperatura corporal 

es uno de los parámetros que se tuvo cuenta. El conejo tiene una alta tasa meta-

bólica y un cuerpo relativamente pequeño, eso lo hace proclive a la hipotermia 

durante la anestesia. Por ello, el animal se colocó sobre una superficie que garan-

tizase el aislamiento de la mesa evitando pérdidas de calor. Mantener el quirófano 

con temperatura situada entre los 20 y los 22 ºC contribuyó notoriamente la reduc-

ción de la presencia de hipotermia, la cual puede llevar a complicaciones anesté-

sicas, muerte súbita, recuperación prolongada o profundización extrema de la 

anestesia.  

La vía endovenosa se reservó para la eutanasia de los animales mediante 

la punción de las venas de la oreja rasurando previamente la zona, utilizando 

alcohol para mejorar la marcación y visualización de la vena, y comprimiendo 

proximalmente a la zona de punción para facilitar la ingurgitación del vaso. 
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3.4. Determinación de las dimensiones del ojo de conejo  

Tras la inducción anestésica y antes de aplicar el modelo neovasculariza-

ción corneal mediante la colocación de las suturas, se midieron las dimensiones 

de cada córnea.  

Se midieron los diámetros corneales horizontal y vertical utilizando un com-

pás calibrado. La profundidad de la cámara anterior (PCA) se determinó usando 

un biómetro de ultrasonidos estándar (Ocuscan RxP, Alcon Laboratories Incorpo-

rated, Forth Worth, TX, USA). Una vez tabulados los datos, se estimó el área de 

toda la superficie corneal con estas mediciones, considerando la forma de la cór-

nea, utilizando la fórmula de la cúpula esferoidal: S =  (r2+h2), donde r representa 

el radio de la base (r=d/2), h representa la altura de la cúpula y  = 3,14159. El 

radio (r) se calculó a partir del diámetro corneal (media del diámetro corneal vertical 

y horizontal; d) y la altura (h) de la cúpula (profundidad de la cámara anterior). 

 

3.5. Técnica quirúrgica del modelo de NV corneal mediante un patrón trian-

gular de suturas 

En el año 2006, nuestro equipo de investigación elaboró un nuevo modelo 

experimental de NV corneal inducida por suturas con la finalidad de conseguir un 

modelo eficaz, fiable y reproducible en la generación de neovasos en la cornea. El 

modelo experimental fue publicado en la revista Ophthamic Research en 2010 

[261] y se trata de una modificación de otras técnicas de suturas interrumpidas 

descritas con anterioridad. 

El modelo experimental se basa en la colocación de 5 puntos de sutura de 

seda virgen azul de 8/0 (LorcaMarin SA, Murcia, España) en el estroma medio de 

la córnea superior siguiendo un patrón triangular con base en limbo. 

Se inicia marcando epitelio corneal utilizando un marcador de queratoto-

mía radial impregnado con violeta de genciana (Figura 3.5).  

 

 



Material y métodos 

 103 

 

 

 

Figura 3.5. Marcado de la córnea con marcador de queratotomía radial. 

 

Utilizando el microscopio quirúrgico, se colocan las dos primeras suturas, 

de aproximadamente 3,8 mm de longitud, paralelas al limbo corneal y a 1,5 mm 

del mismo. A continuación, se realiza la segunda fila con dos puntos de sutura de 

3 mm de longitud paralelos a la primera fila y a 1,5 mm de esta última. Por último, 

se realiza un único punto de sutura de 2 mm de longitud a 1,5 mm de la segunda 

fila cercano al vértice del triángulo (Figura 3.6. y Figura 3.7.). Puesto que el espesor 

de la córnea de conejo es más fino que el espesor de la córnea humana (400 

micras), los puntos deben realizarse de forma controlada debiendo evitar perforar 

la córnea. Con la finalidad de incrementar la reproducibilidad de la técnica, la in-

tervención se llevó a cabo por el mismo cirujano. Después del procedimiento qui-

rúrgico se administró pomada oftálmica de eritromicina 3 veces al día durante 24 

horas.  
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Figura 3.6. Modelo de NVC mediante patrón triangular de suturas con base en limbo. 

 

 

Figura 3.7. Resultado del modelo de NVC después de la intervención quirúrgica. 
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3.6. Determinación del área de estímulo (ACS) 

Se tomaron dos fotografías color calibradas de cada córnea para medir el 

área corneal cubierta por las suturas (ACS) en el día 3 del seguimiento. Las foto-

grafías corneales se realizaron con una magnificación X 10 utilizando una cámara 

digital FinePix S2Pro (Fuji Photo Film Corporation Limited, Tokio, Japón) unida a 

la lámpara de hendidura (SL-D7, Topcon Corporation, Tokio, Japón). Se usó un 

programa informático Image-Pro Plus V.6.0. (Media Cybernetics Incorporated, Bet-

hesda, Maryland, EEUU) diseñado para el procesado y análisis de imagen. Como 

aplicación de análisis de imagen, el programa proporciona un completo rango de 

utilidades de captura, procesado, medida, análisis. Los resultados de las ACS se 

expresaron en mm2 (Figura 3.8). 

 

 

Figura 3.8. Medición de área de estímulo representado por el área cubierta por suturas 

(ACS). 

 

3.7. Cuantificación de la superficie de NV corneal (SNVC)  

Bajo anestesia, las córneas de los conejos fueron evaluadas en la lámpara 

de hendidura. Se tomaron fotografías con una magnificación X 10 de la SNVC con 

la lámpara de hendidura SL-D7 dotada de la cámara fotográfica digital FinePix 
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S2Pro los días 7 y 14 del estudio. De cada córnea se realizaron dos fotos a color 

y una aneritra calibradas mediante una regla graduada con apreciación de 0,5 mm. 

Las imágenes obtenidas presentaron una resolución de 624 x 480 píxeles. De cada 

fotografía, mediante el programa de análisis de imagen Image-Pro Plus V.6, se 

midió la SNVC. Se tuvo en consideración el valor medio de las 3 fotografías. 

La SNVC medida en las fotografías calibradas se expresó en mm2 y como 

porcentaje del área cubierta por suturas. 

 

3.8. Estudio de la morfología y la microdensidad vascular.  

De cada grupo se seleccionaron 8 ojos para el estudio de la morfología y la 

microdensidad vascular. Las córneas se seccionaron obteniendo un bloque de 

tejido triangular que contenía el área cubierta por las suturas y, por tanto, la 

superficie de NV corneal (SNVC) (Figura 3.9). 

Los bloques de tejido corneal se tiñeron mediante histoquímica enzimática, 

que se basa en la capacidad que tienen algunos enzimas del tejido de mantener 

funcional su centro activo tras el proceso de fijación. Estos enzimas y las células 

que los poseen se ponen de manifiesto mediante una reacción enzimática que 

convierte a unos sustratos solubles e incoloros en productos insolubles y colorea-

dos. No se incluyó el material en medios como la parafina puesto que la deshidra-

tación y la temperatura elevada pueden dañar la conformación de la enzima y por 

tanto la actividad de su centro activo. Por ello estas técnicas se practicaron en 

secciones obtenidas por congelación.  

La actividad NADPH diaforasa se asocia a las enzimas sintasas del óxido 

nítrico en el sistema nervioso y vascular. A estos enzimas se les ha relacionado 

con el control del flujo sanguíneo y con ciertos aspectos de la fisiología del sistema 

nervioso. Esta técnica permite detectar células endoteliales que expresan la en-

zima sintasa del óxido nítrico de una forma sencilla y rápida. La reacción es NA-

DPH + tetrazolio = NADP+ formazán. Es el formazán el producto coloreado e in-

soluble que se puede observar con el microscopio óptico (Figura 3.9). 
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Figura 3.9. Preparación de las piezas histológicas para el estudio de microdensidad vas-

cular. En primer lugar, los bloques de tejido corneal se congelaron en isopentano y poste-

riormente, se descongelaron generando microrroturas tisulares que facilitan la entrada de 

los distintos compuestos empleados en la técnica histoquímica. A continuación, las sec-

ciones se incubaron durante 6 horas a 37º, en la oscuridad, en una solución NADPH             

1 mg/ml con nitro-tetrazolio 0,1 mg/m (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) en Tritón X-100 

1% (Sigma Alcrich, St. Louis, MO, USA). Por último, se congelaron en OCT (Optimal cut-

ting temperature) y se seccionaron con un microtomo de congelación.  

 

3.8.1. Estudio de la morfología vascular  

Antes de la sección de las córneas, los ojos de cada grupo se destinaron al 

estudio de la morfología vascular. Los neovasos se dibujaron sobre papel DIN A3 

usando una cámara lúcida incorporada a un microscopio óptico (Leika 

Microsystems Limited Heerbrugg, Suiza). 

La cámara lúcida superpone la imagen microscópica de los neovasos y la 

imagen del papel sobre el que se dibuja. De este modo, permite realizar un calco 

de la neovascularización en distintos planos donde enfoca el microscopio 

consiguiendo proyectar sobre el papel los neovasos de todo el espesor corneal 

(Figura 3.10.). 
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Figura 3.10. Izquierda: cámara lúcida adaptada a microscopio óptico; Derecha: 

superposición de la imagen del microscópio con la imagen del papel donde se van a 

dibujar los neovasos generada por la cámara lúcida. 

 

Se dibujaron los neovasos visualizados en el microscopio (X 10 aumentos) 

de dos áreas calientes (Áreas 1 y 2) de aproximadamente 2 x 1,5 mm cercanas al 

limbo (Figura 3.11). Una vez dibujadas las SNVC, se realizó un estudio descriptivo 

comparando las características morfológicas de la respuesta vascular de cada uno 

de los grupos. 

 

Figura 3.11. Áreas de supeficie vascular dibujadas mediante cámara lúcida. 
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3.8.2. Estudio de la microdensidad vascular 

Posteriormente se obtuvieron cortes histológicos de 20 m usando el micro-

tomo de congelación. Tal como se muestra en la Figura 3.12., se analizaron 2 

zonas del área cubierta por suturas. La Zona 1, localizada entre el limbo y la pri-

mera hilera de puntos de sutura, y la Zona 2, entre la primera y segunda hilera.  

De cada zona, se seleccionaron dos puntos situados a 750 m del limbo en la 

Zona 1 (secciones A y B) y a 2250 m del limbo en la Zona 2 (secciones C y D) y 

centrados a nivel de la mitad de cada sutura tal como se muestra en el esquema. 

 

 

Figura 3.12. Zonas de estudio de la microdensidad vascular. 

 

En el microscopio óptico, x 100 aumentos, se realizaron fotografías calibra-

das, con un campo de 1368 x 1094 m (anchura x altura). Se usó un programa 

informático Image-Pro Plus diseñado para el procesado y análisis de imagen que 

se puede adaptar a microscopios o cualquier otro método de captura de imágenes. 

Como aplicación de análisis de imagen, el programa proporciona un completo 
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rango de utilidades de captura, procesado, medida, análisis. Utilizando el pro-

grama informático Image-Pro Plus, se midió el área de estroma corneal de cada 

fotografía. El área de estroma corneal de ambas secciones de la misma zona se 

sumó consiguiendo el área estromal total de cada zona a estudio (Figura 3.13.).  

 

Figura 3.13. Estudio de la microdensidad vascular y análisis de la sección de los vasos. 

El área de estroma corneal a estudio de cada zona se calcula sumando el estroma corneal 

de las dos secciones de cada zona. El estudio de la microdensidad vascular se realiza 

respecto al área estromal total de cada una de las zonas de estudio (Zona 1 y Zona 2) de 

la córnea. 
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De cada zona de la córnea se analizaron los vasos y, para ello, de cada 

vaso, aplicando las funciones del programa informático, se calculó el diámetro me-

dio, anchura, perímetro y área de cada vaso. Para el cálculo de la microdensidad 

vascular de cada zona se midió el número de vasos/mm2, el área vascular/mm2, 

y el porcentaje de ésta última respecto al estroma corneal estudiado (Tabla 3.6.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3.6. Análisis cuantitativo de los vasos y la microvascularidad. 

 

El diámetro de un capilar es aproximadamente de 5 a 10 m. Por tanto, para 

evitar falsos positivos, aquellas estructuras que presentaron una anchura inferior 

a 5 m fueron excluidas, ya que la tinción NADPH-diaforasa puede teñir los nú-

cleos de algunas células probablemente implicadas en la respuesta inflamatoria, 

así como las fibras nerviosas individuales del plexo sub-basal cuyo diámetro varía 

entre 0,05 y 0,25 m. 

  

 

 

 

 

 

ANÁLISIS DE 
LOS VASOS 

MICRODENSIDAD 
VASCULAR 

Diámetro 

Longitud 

Anchura 

Perímetro 

Área 

Nº Vasos/mm2 

Área/mm2 
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3.9. Anatomía patológica 

 De cada grupo, los 4 ojos restantes se destinaron para el estudio anatomo-

patológico. Las piezas histológicas se incluyeron en parafina obteniéndose cortes 

de 2 m.  

 Se procedió a la tinción mediante hematoxilina-eosina usando un teñidor 

automatico Shandon Varistain Gemini (Thermo Fischer Scientific Incorporated, 

Waltham, MA, USA) (Tabla 3.7). 

 

Tabla 3.7. Pasos para la tinción de H&E 

 

Se utilizó un microscopio óptico (Leika Microsystems Limited Heerbrugg, 

Suiza) y se tomaron imágenes con cámara digital AxioCam ICc 1 de secciones 

corneales de 2 m de espesor paralelas al limbo del área cubierta por suturas con 

una separación de 50 m entre ellas. 

H&E 

1) Estufa durante 20 minutos a 60o. 

2) Introducción en xilol para eliminar el exceso de pa-
rafina (15 minutos). 

3) Uso de alcoholes en concentración decreciente 
para hidratar la muestra (alcohol absoluto 100o  du-
rante 2 minutos y alcohol 96o durante 2 minutos. 

4) Lavado de las piezas con agua destilada (2 minu-
tos). 

5) tinción con hematoxilina de Harris (Merck Chemi-
cals, Darmstadt, Alemania), de naturaleza básica, 
para teñir estructuras ácidas (6 minutos); lavado con 
agua (3 minutos). 

6) Tinción con solución de eosina al 1% (Panreac, 
Barcelona, España), de naturaleza ácida, diluida al 
50% en agua destilada para teñir componentes bási-
cos (4 minutos). 

7) Deshidratación de la muestra mediante alcoholes, 
esta vez, en concentración creciente (alcohol 96o du-
rante 2 minutos y alcohol 100o durante 2 minutos). 

8) Inclusión en xilol (durante 2 minutos) antes de rea-
lizar el montaje y la preparación. 
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Se analizaron descriptivamente los cambios histológicos más relevantes 

en cuanto a la disposición de las suturas y cambios estructurales de las suturas, 

la infiltración inflamatoria, la distribución de los neovasos corneales en el estroma 

corneal, etc. 

 

3.10. Evaluación de los efectos secundarios oculares 

Los posibles efectos secundarios oculares se evaluaron en lámpara de hen-

didura los días 7 y 14 del estudio. Los efectos adversos hallados fueron registrados 

y, en caso necesario, se procedió a su registro fotográfico y medición. Se valoró el 

segmento anterior del ojo prestando especial atención a la hiperemia conjuntival, 

epiteliopatía corneal, cambios en el iris y en el cristalino, y reacción celular en cá-

mara anterior. Esta última se evaluó observando el número de células inflamatorias 

en un haz de luz de alta intensidad de 1 x 3 mm. También se registró la presencia 

o ausencia de depósitos farmacológicos sobre las estructuras del segmento ante-

rior. Así mismo, el último día del estudio se exploró el fondo de ojo mediante oftal-

moscopía indirecta. 

 

3.11. Análisis estadístico 

Para el cálculo del tamaño muestral nos hemos basado en nuestro estudio 

previo: “Pérez Santonja JJ, Campos-Mollo E, Lledó Riquelme M, Javaloy J., Alió J. 

Inhibition of corneal neovascularization by topical bevacizumab (anti-VEGF) and 

sunitinib (anti-VEGF and anti-PDGF) in an animal model. American Journal Op-

hthalmology 2010; 150: 519-528e1” [223]. En este estudio el tamaño muestral fue 

de 12 conejos por grupo. 

El análisis estadístico se realizó usando el programa SPSS versión 15.0 

para Windows (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA). Se realizaron pruebas estadísticas 

paramétricas, una vez que la distribución normal de los datos fue verificada me-

diante el procedimiento de Kolmogorov-Smirnov. Las representaciones gráficas se 

elaboraron con el programa Microsoft Office Excel 2011 (Microsoft corporation, Los 

Angeles, CA; USA). 
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Análisis de las dimensiones básicas del ojo de conejo 

Primeramente, se realizó un análisis descriptivo de las dimensiones bási-

cas del ojo de conejo. Para evaluar si existían diferencias entre los distintos grupos 

se usó el análisis de la varianza de un factor (ANOVA de 1 factor). 

 

Análisis de las superficies de neovascularización corneal 

Se analizaron los cambios de las SNVC a lo largo del tiempo para cada 

grupo mediante el test de la t de Student para muestras relacionadas. Las diferen-

cias entre los grupos en puntos de tiempo específicos fueron evaluadas usando el 

análisis de la varianza de 1 factor (ANOVA de 1 factor). La homogeneidad de las 

varianzas de los grupos en el ANOVA de 1 factor se determinó mediante el esta-

dístico de Levene. Cuando las varianzas fueron similares, para la realización de 

comparaciones múltiples pareadas entre los grupos se empleó el test de Tukey. 

Cuando las varianzas fueron desiguales, se utilizó el test de Tamhane. 

 

Análisis de la microdensidad vascular 

Se realizó un estudio descriptivo de las dimensiones básicas de la sección 

de la totalidad de los vasos de cada grupo (diámetro medio, perímetro, longitud y 

anchura).  

Se comparó entre los distintos grupos la media del área de sección de los 

vasos (ASV) y las diferencias en la microdensidad vascular empleando el análisis 

de la varianza de 1 factor (ANOVA de 1 factor). 

Los cambios del ASV y de la microdensidad vascular entre la zona proxi-

mal al limbo (Zona 1) y la zona distal al limbo (Zona 2) se analizaron para cada 

grupo usando el test de la t de Student para muestras relacionadas. 

Mediante el test de Correlación de Pearson se evaluó la asociación entre 

el tamaño de los vasos y el área vascular de cada sección. 

Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando el 

valor de p fue < 0,05
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4. 

RESULTADOS 
 

4.1. DIMENSIONES BÁSICAS DEL OJO DE CONEJO Y ÁREAS DE         

ESTÍMULO ANGIOGÉNICO 

La Tabla 4.1. muestra las dimensiones básicas del ojo de conejo que in-

cluye los diámetros horizontal, vertical y medio, el radio corneal y la profundidad 

de cámara anterior para cada grupo. 

A partir de las dimensiones básicas del ojo del conejo se calculó la super-

ficie corneal total para cada uno de los grupos. No existieron diferencias significa-

tivas entre las medias de la superficie corneal total de los distintos grupos (137,98 

± 5,94 mm2; 139,09 ± 3,97 mm2; 141,11 ± 6,52 mm2; 137,32 ± 3,28 mm2; 135,42 ± 

2,09 mm2 y 139,21 ± 4,09 mm2 para el grupo A, B, C, D, E y F respectivamente; 

ANOVA de un factor, p = 0,071) (Tabla 4.1). 

El área media cubierta por las suturas también se muestra en la Tabla 4.1 

para cada grupo. Tampoco se hallaron diferencias estadísticamente significativas 

entre los distintos grupos respecto al área cubierta por suturas (27,29 ± 2,99 mm2 

para el grupo A; 28,57 ± 1,37 mm2 para el grupo B; 26,47 ± 1,32 mm2 para el grupo 

C; 26,12 ± 2,60 mm2 para el grupo D, 27,79 ± 2,17 mm2 para el grupo E y 27,61± 

2,18 mm2 para el grupo F; ANOVA de 1 factor p = 0,89). 

Estos resultados demostraron que las dimensiones de las superficies cor-

neales totales fueron similares para todos los grupos antes del tratamiento y ade-

más, que la cantidad de estímulo para inducir una respuesta neovascular en la 

córnea también fue similar en todos los grupos experimentales. 
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Tabla 4.1. Dimensiones medias básicas del ojo de conejo. 

 

4.2. SUPERFICIES DE NEOVASCULARIZACIÓN CORNEAL (SNVC) 

4.2.1.   Análisis de los grupos 

Las superficies de neovascularización corneal (SNVC) de cada grupo, me-

didas sobre las fotografías calibradas realizadas los días 7 y 14 del estudio, y ex-

presadas en mm2 y en porcentaje respecto al ACS (superficie de estímulo) y a la 

superficie total de la córnea, se muestran en la Tabla 4.2 y Tabla 4.3 respectiva-

mente. 

 

 Grupo A 

Suero 
salino 

n =12 

Grupo B 

Vatalanib 

0,4 
mg/ml 

n =12 

Grupo C 

Vatalanib 

3,5 
mg/ml 

n =12 

Grupo D 

Axitinib 

0,02 
mg/ml 

n=12 

Grupo E 

Axitinib 

0,35 
mg/ml 

n =12 

Grupo F 

Axitinib 

0,5 
mg/ml 

n=12 

Total 

n=72 

Diámetro 
horizontal 

(mm) 

12,98 ± 
0,19 

13,00 ± 
0,23 

13,02 ± 
0,17 

12,89 ± 
0,12 

12,79 ± 
0,14 

12,91 ± 
0,26 

12,93 ± 
0,20 

Diámetro 
vertical 
(mm) 

12,08 ± 
0,30 

12,10 ± 
0,19 

12,24 ± 
0,42 

12,00 ± 
0,30 

12,04 ± 
0,09 

12,12 ± 
0,16 

12,09 ± 
0,27 

Diámetro 
medio 
(mm) 

12,53 ± 
0,20 

12,55 ± 
0,20 

12,63 ± 
0,25 

12,44 ± 
0,16 

12,41 ± 
0,09 

12,52 ± 
0,14 

12,51 ± 
0,19 

Radio me-
dio (mm) 

6,26 ± 
0,10 

6,27 ± 
0,10 

6,31 ± 
0,12 

6,22 ± 
0,08 

6,20 ± 
0,04 

6,26 ± 
0,07 

6,25 ± 
0,09 

Profundi-
dad de la 
cámara 
anterior 
(mm) 

2,14 ± 
0,20 

2,20 ± 
0,11 

2,22 ± 
0,20 

2,22 ± 
0,16 

2,13 ± 
0,08 

2,25 ± 
0,14 

2,19 ± 
0,15 

Superficie 
corneal 

total 
(mm2) 

137,98 ± 
5,94 

139,09 ± 
3,97 

141,11 ± 
6,52 

137,32 ± 
3,28 

135,42 ± 
2,09 

139,21 ± 
4,09 

138,36 ± 
4,75 

Área cu-
bierta por 
suturas 
(mm2) 

27,29 ± 
2,99 

28,57 ± 
1,37 

26,47 ± 
1,32 

26,12 ± 
2,60 

27,79 ± 
2,17 

27,61 ± 
2,18 

27,23 ± 
2,24 
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Tabla 4.2. Superficies medias de neovascularización corneal mediante lámpara de hendi-

dura en el día 7 (Media ± DS) en términos de mm2 y en porcentaje respecto al ACS y a la 

superficie total de la córnea.  Relación de inhibición de la SNVC expresada en mm2 res-

pecto al grupo control. 

 

 

Figura 4.1. Superficies medias de neovascularización corneal en el día 7 medidas en las 

fotografías biomicroscópicas y expresadas en porcentaje (Media ± DS) respecto al ACS. 

 Grupo A  

Suero sa-
lino  

n =12 

Grupo B 

Vatalanib 

0,4 mg/ml 

n =12 

Grupo C 

Vatalanib 

3,5 mg/ml 

n =12 

Grupo D 

Axitinib 

0,02 
mg/ml 

n =12 

Grupo E 

Axitinib 

0,35 
mg/ml 

n =12 

Grupo F 

Axitinib 

0,5 mg/ml 

n=12 

ANOVA 

de 1 fac-
tor 

SNVC (mm2) 19,10 ± 
4,38 

11,15 ± 
2,68 

6,22 ± 
2,33 

10,44 ± 
4,99 

4,42 ± 
2,08 

2,88 ± 
1,66 

p < 0,001 

% del área neo-
vascular res-

pecto del área 
cubierta por su-

turas (ACS) 

70,01 ± 
13,96 

37,81 ± 
8,69 

24,42 ± 
8,97 

39,74 ± 
18,17 

15,94 ± 
7,23 

10,35 ± 
5,69 

 

p < 0,001 

% del área neo-
vascular res-

pecto de la su-
perficie total de 

la córnea 

13,90 ± 
3,34 

8,00 ± 
1,80 

4,41 ± 
1,63 

7,60 ± 
3,61 

3,26 
±1,51 

 

2,05 
±1,14 

 

p < 0,001 

Relación de In-
hibición 

0% 41,62% 67,43% 45,34% 76,85% 84,92%  
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Tabla 4.3. Superficies medias de neovascularización corneal mediante lámpara de hendidura 

en el día 14 (Media ± DS) en términos de mm2 y en porcentaje respecto al ACS y a la super-

ficie total de la córnea. Relación de inhibición de la SNVC expresada en mm2 respecto al 

grupo control. 

 
 

 
 
Figura 4.2. Superficies medias de neovascularización corneal en el día 14 medidas en las 

fotografías biomicroscópicas y expresadas en porcentaje (Media ± DS) respecto al ACS. 

 

Grupo A 

Suero sa-
lino 

 

n =12 

Grupo B 

Vatalanib 

0,4 mg/ml 

n =12 

Grupo C 

Vatalanib 

3,5 mg/ml 

n =12 

Grupo D 

Axitinib 

0,02 
mg/ml 

n =12 

Grupo E 

Axitinib 

0,35 
mg/ml 

n =12 

Grupo F 

Axitinib 

0,5 mg/ml 

n=12 

ANOVA 

De 1 fac-
tor 

SNVC (mm2) 
31,50 ± 

7,47 
21,80 ± 

6,32 
12,22 ± 

5,16 
19,20 ± 

8,92 
8,83 ± 
3,92 

5,12 ± 
3,97 

p < 0,001 

% del área 
neovascular 
respecto del 
área cubierta 
por suturas 

(ACS) 

115,00 ± 
22,55 

73,66 ± 
19,44 

47,95 ± 
20,19 

73,89 ± 
34,98 

31,90 ± 
13,59 

18,38 ± 
13,75 

p < 0,001 

% del área 
neovascular 

respecto de la 
superficie total 
de la córnea 

22,93± 
5,77 

15,60 ± 
4,17 

8,66 ± 
3,62 

14,01 ± 
6,63 

6,52 ± 
2,86 

3,63 ± 
2,74 

p < 0,001 

Relación de 
Inhibición 

0% 30,79% 61,20% 39,04% 71,96% 83,74%  
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Grupo A: Suero fisiológico (Grupo control) 

En el séptimo día, el grupo A (suero fisiológico) presentó una superficie 

media de NV corneal de 19,10 + 4,38 mm2 constituyendo el 70,01 ± 13,96 % del 

ACS (Figura 4.3). En la segunda semana la SNVC aumentó hasta 31,50 ± 7,47 

mm2 (115,00 ± 22,55 % del ACS). Estos resultados demostraron el crecimiento 

continuo de los neovasos durante el seguimiento y que catorce días fueron sufi-

cientes para que los neovasos alcanzasen toda el área de estímulo (ACS) (Figura 

4.4). 

 

Figura 4.3. Medición de la SNVC en fotografía calibrada a color (izquierda) y aneritra (de-

recha) en el día 7 después de iniciar el tratamiento en el grupo de suero fisiológico. Los 

vasos sobrepasan la primera hilera de suturas. 

 

 

Figura 4.4. Medición de la SNVC en fotografía calibrada a color (izquierda) y aneritra (de-

recha) en el día 14 después de iniciar el tratamiento en el grupo de suero fisiológico. Los 

neovasos cubren toda el ACS (área de estímulo). 
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Grupo B: Vatalanib 0,4 mg/ml 

En el séptimo día, el grupo B mostró una SNVC de 11,15 ± 2,68 mm2, 

representando el 37,81 ± 8,69 % del ACS (Figura 4.5). Esta superficie neovascular 

también aumentó durante la segunda semana hasta 21,80 ± 6,32 mm2 cubriendo 

sólo el 73,66 ± 19,44 % del ACS. Los resultados indican que, a pesar del incre-

mento de la SNVC durante todo el seguimiento, a los 14 días sólo el 73,66 % del 

área de estímulo estaba cubierta por tejido neovascular (Figura 4.6). 

 

Figura 4.5. Medición de la SNVC en el día 7 después del tratamiento con vatalanib 0,4 

mg/ml. 

 

 

Figura 4.6. Medición de la SNVC en el día 14. Inhibición de la neovascularización después 

de la administración de vatalanib 0,4 mg/ml. El tejido neovascular sobrepasa la primera 

hilera de suturas. 
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Grupo C: Vatalanib 3,5 mg/ml 

En el grupo C, la SNVC en el séptimo día fue de 6,22 ± 2,33 mm2, repre-

sentando el 24,42 ± 8,97 % del ACS (Figura 4.7.). En el día 14, la SNVC se incre-

mentó hasta 12,22 ± 5,16 mm2 (47,95 + 20,19 % del ACS)  

 

 

 

Figura 4.7. Medición de la SNVC en el día 7 después del tratamiento con vatalanib 3,5 

mg/ml. 

 

 

Figura 4.8. Medición de la SNVC en el día 14 en el grupo del vatalanib 3,5 mg/ml. La 

neovascularización corneal es anterior a la primera hilera de suturas. 
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Grupo D: Axitinib 0,02 mg/ml  

En el grupo D, la SNVC después de la primera semana de tratamiento fue 

de 10,44 + 4,99 mm2 representando el 39,74 ± 18,17 % del ACS (Figura 4.9). En 

el día 14, el área neovascular corneal había aumentado hasta 19,20 ± 8,92 mm2 

alcanzando el 73,89 ± 34,98 % del ACS (Figura 4.10). 

 

 

Figura 4.9. Medición en el día 7 después del tratamiento con axitinib 0,02 mg/ml. La neo-

vascularización supera la primera hilera de suturas. 

 

 

Figura 4.10. Medición en el día 14 después del tratamiento con axitinib 0,02mg/ml. La 

neovascularización se extiende alcanzando la segunda hilera de suturas. 
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Grupo E: Axitinib 0,35 mg/ml 

Al séptimo día, el grupo E mostró una SNVC de 4,42 ± 2,08 mm2 repre-

sentando el 15,94 ± 7,23 % del ACS (Figura 4.11). En el día 14, el área neovascular 

también aumentó hasta 8,83 ± 3,92 mm2 (31,90 ± 13,59 % del ACS) (Figura 4.12). 

 

 

 

Figura 4.11. Medición de la SNVC en el día 7 después del tratamiento con axitinib 0,35 

mg/ml. 

 

 

Figura 4.12. Medición de la SNVC en el día 14 después del tratamiento con axitinib 0,35 

mg/ml 

 



Resultados  

124  

 

Grupo F: Axitinib 0,5 mg/ml  

En el grupo F, la SNVC después de la primera semana de tratamiento fue 

de 2,88 + 1,66 mm2 representando el 10,35 ± 5,69 % del ACS (Figura 4.13). En el 

día 14, el área neovascular corneal había aumentado hasta 5,12 ± 3,97 mm2 al-

canzando el 18,38 ± 13,65 % del ACS. La SNVC también aumentó durante el pe-

riodo de seguimiento, sin embargo, tan sólo el 18,38% del área de estímulo se 

hallaba cubierta por los neovasos en el día 14 (Figura 4.14). 

 

 

Figura 4.13. Medición de la SNVC en el día 7 después del tratamiento con axitinib 0,5 

mg/ml. 

 

 

Figura 4.14. Medición de la SNVC en el día 14 después del tratamiento con axitinib 0,5 

mg/ml. 
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Figura 4.15. Proporción área vascularizada/área avascular respecto al área de estímulo 

representada por el ACS para cada uno de los grupos. 

 

 

4.2.2. Diferencias de crecimiento neovascular entre la primera y la segunda 

semana 

Para analizar los cambios en el crecimiento de los neovasos durante la 

primera y segunda semana se comparó la SNVC a los 7 días con la variable resul-

tante de la diferencia entre la SNVC a los 7 días y a los 14 días medida en mm2. 
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Tal como se muestra en la Tabla 4.4, no hubo diferencias significativas en la velo-

cidad de crecimiento de los vasos entre la primera y la segunda semana en todos 

los grupos farmacológicos excepto en el Grupo 1. Paradójicamente, en el Grupo 1 

(Suero fisiológico) el crecimiento de los vasos durante la segunda semana fue me-

nor que durante la primera (p <0,001). Esto hecho se produce porque durante la 

primera semana el estímulo de las suturas es tan intenso que los vasos superan 

más de la mitad del área cubierta por las mismas quedando un área menor para 

cubrir la segunda semana (Figura 4.16). 

 

 

CRECI-
MIENTO POR 

SEMANA 

Grupo A 
Suero salino 

Control 
n =12 

Grupo B 
Vatalanib 
0,4 mg/ml 

n =12 

Grupo C 
Vatalanib 
3,5 mg/ml 

n =12 

Grupo D 
Axitinib 

0,02 mg/ml 
n =12 

Grupo E 
Axitinib 

0,35 mg/ml 
n =12 

Grupo F 
Axitinib 

0,5 mg/ml 
n=12 

1ª semana 
(mm2) 

19,10 ± 4,38 11,15 ± 2,68 6,22 ± 2,33 10,44 ± 4,99 4,42 ± 2,08 2,88 ± 1,66 

2ª semana 
(mm2) 

12,39 ± 4,45 10,65 ± 4,37 6,00 ± 3,04 8,75± 5,03 4,41 ± 2,37 2,23 ± 2,67 

Diferencia en-
tre la 1ª y 2ª 

semana 

(mm2) 

6,71 ± 4,71 

(p < 0,001) 

0,5 ± 3,57 

(p = 0,634) 

0,22 ± 1,64 

(p = 0,650) 

1,69± 1,31 

(p =0,224) 

0,65 ± 2,02 

(p = 0,985) 

2,23 ± 2,67 

(p = 0,284) 

Crecimiento 
de neovasos 
de la 2ª se-
mana res-

pecto a la 1ª 
semana 

-35,13% 

 

-4,48% 

(no signifi-
cativo) 

-3,53% 

(no signifi-
cativo) 

- 16,18% 

(no signifi-
cativo) 

 -0,22% 

(no signifi-
cativo) 

- 22,56% 

(no signifi-
cativo) 

Tabla 4.4. Crecimiento semanal medio de los neovasos durante la primera y la segunda 

semana (Media ± DS; test de Student para muestras relacionadas) en mm2 y en porcentaje 

respecto al ACS; relación del crecimiento respecto a la primera semana medido en mm2.  
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Figura 4.16. Crecimiento semanal medio de los neovasos durante la primera y la segunda 

semana (Media ± DS; test de Student para muestras relacionadas) expresada en mm2.  

 

4.2.3.   Diferencias en la SNVC entre los grupos de vatalanib 

En el séptimo día tras el inicio del tratamiento, la SNVC expresada en mm2 

fue mayor en el grupo A que en los grupos B (ANOVA de un factor, p < 0,001) y C 

(p < 0,001). A su vez, la SNVC en el grupo B fue significativamente mayor que en 

el grupo C (p = 0,002). Así pues, en comparación con suero fisiológico, la NV cor-

neal fue inhibida un 41,62% por el vatalanib 0,4 mg/ml y un 67,43% por el vatalanib 

3,5 mg/ml tras 7 días de tratamiento (Tabla 4.2). 

Catorce días tras el inicio del tratamiento, la SNVC medida en mm2 en el 

grupo A fue también superior a los grupos B (ANOVA de un factor, p = 0,002) y C 

(p < 0,001). La SNVC en el grupo B fue también significativamente mayor que en 

el grupo C (p = 0,002). Por tanto, en el día 14, en comparación con el grupo control, 

la NV corneal fue inhibida un 30,79% por el vatalanib 0,4 mg/ml y un 61,20% por 

el vatalanib 3,5 mg/ml (Tabla 4.3). 

Si expresamos estos datos en porcentaje del ACS en el séptimo día, los 

neovasos del grupo A cubrieron la superficie de estímulo un 32,20% más que el 

grupo B (ANOVA de un factor; p< 0,001) y un 45,58% más que el grupo C (p < 

0,001). La superficie neovascular del grupo B también cubrió un 13,38% más del 

ACS que el grupo C (p = 0,013). 
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Catorce días después del inicio del tratamiento, la SNVC del grupo A cu-

brió el ACS un 41,33% más que el grupo B (ANOVA de un factor, p < 0,001) y un 

67,05% más que el grupo C (p < 0,001). Además, los neovasos en el grupo B 

ocuparon un 25,71% más del ACS que el grupo C (p < 0,001). 

 

4.2.4.    Diferencias en la SNVC entre los grupos de axitinib 

En el séptimo día tras el inicio del tratamiento, la SNVC expresada en mm2 

fue mayor en el grupo A que en los grupos D (ANOVA de un factor, p = 0,001), E 

(p < 0,001) y F (p <0,001). A su vez, la SNVC en el grupo D fue significativamente 

mayor que en el grupo E (p = 0,01), y este último mayor que el grupo F (p = 0,01), 

Así pues, en comparación con suero fisiológico, la NV corneal fue inhibida un 

45,34% por el axitinib de 0,02 mg/ml, un 76,85% por el axitinib de 0,35 mg/ml y un 

84,92% por el axitinib de 0,5 mg/ml tras 7 días de tratamiento (Tabla 4.2). 

Catorce días tras el inicio del tratamiento, la SNVC medida en mm2 en el 

grupo A fue también superior a los grupos D (ANOVA de un factor, p = 0,009), E 

(p <0,001) y F (p < 0,001). La SNVC en el grupo D fue también significativamente 

mayor que en el grupo E (p = 0,013) y este último, a su vez, fue mayor que el grupo 

F pero las diferencias no fueron estadísticamente significativas (p = 0,172). En el 

día 14, en comparación con el grupo control, la NV corneal fue inhibida un 39,04% 

por el axitinib de 0,02 mg/ml, un 71,96% por el axitinib de 0,35 mg/ml y un 83,74% 

por el axitinib de 0,5 mg/ml (Tabla 4.3).  

Si expresamos estos datos en porcentaje del ACS en el séptimo día, los 

neovasos del grupo A cubrieron la superficie de estímulo un 30,26% más que el 

grupo D (ANOVA de un factor; p< 0,001), un 54,07% más que el grupo E (p < 

0,001) y un 59,65% más que el grupo F (p < 0,001). La superficie neovascular del 

grupo D también cubrió un 23,80% más del ACS que el grupo E (p < 0,001) y un 

29,38% más que el grupo F (p = 0,005). No hubo diferencias significativas entre el 

grupo E y F (p = 0,225). 

Catorce días después del inicio del tratamiento, la SNVC del grupo A cu-

brió el ACS un 41,11% más que el grupo D (ANOVA de un factor, p = 0,017), un 

83,10% más que el grupo E (p < 0,010) y un 96,62% más que el grupo F (p = 

0,001). Además, los neovasos en el grupo D ocuparon un 41,99% más del ACS 
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que el grupo E (p = 0,001) y un 55,51% más que el grupo F (p <0,001). Tampoco 

se evidenciaron diferencias significativas entre el grupo E y F (p= 0,136). 

 

4.2.5.   Diferencias entre vatalanib y axitinib de alta concentración 

Como se ha descrito en los apartados anteriores, los dos fármacos inhiben 

de forma significativa la NV corneal respecto a su grupo control. En el séptimo día 

tras el tras el inicio de tratamiento el grupo de vatalanib 3,5 mg/ml presentó una 

SNVC medida en mm2 superior a axitinib 0,5 mg/ml (p=0,01). De hecho, el vatala-

nib cubrió el ACS un 14,07% más que el axitinib (p=0,03). 

A los 14 días las diferencias entre las superficies neovasculares (medidas 

mm2) entre ambos grupos persistieron (p = 0,017) y la diferencia en el porcentaje 

del área cubierta por las suturas fue aún mayor: 29,56% (p = 0,007). 

Por tanto, con toda la información recopilada, podemos afirmar que, a los 

7 días de tratamiento, el axitinib 0,5 mg/ml fue 1,25 veces más potente que el va-

talanib 3,5 mg/ml. De modo similar, a los 14 días de tratamiento, axitinib 0,5 mg/ml 

presentó una inhibición de la SNVC 1,36 veces superior al vatalanib 3,5 mg/ml.  

 

 

4.3. ESTUDIO DE LA MICRODENSIDAD VASCULAR 

Para el estudio de microdensidad vascular se seleccionaron 8 ojos de cada 

grupo. Se estudiaron dos zonas: una zona proximal (Zona 1) localizada entre el 

limbo y la primera hilera de puntos de sutura y una zona distal (Zona 2) entre la 

primera y segunda hilera. 

Se analizaron un total de 4771 secciones de los vasos distribuidos en los 

distintos grupos para medir las siguientes variables: diámetro medio, perímetro 

longitud y anchura. Aquellas estructuras que presentaron una anchura inferior a 5 

m fueron excluidas, ya que la tinción NADPH-diaforasa puede teñir los núcleos 

de algunas células probablemente implicadas en la respuesta inflamatoria, así 

como las fibras nerviosas individuales del plexo sub-basal cuyo diámetro varía en-

tre 0,05 y 0,25 m. Las dimensiones básicas de los neovasos seccionados se 

muestran en la Tabla 4.5 que incluyen la zona 1 y 2. 
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Nº total de secciones  
Analizadas: 4771 Suero fi-

siológico 
Vatalanib 
0,4 mg/ml 

Vatalanib 
3,5 mg/ml 

Axitinib 
0,02 

mg/ml 

Axitinib 
0,35 

mg/ml 

Axitinib 

0,5 mg/ml 

Número de secciones  
de vasos analizadas 

1893 718 507 953 331 369 

Promedio 
de los diá-
metros 
medios de 
los vasos 

(m) 
 

24,27 ± 
17,67 

21,90± 
13,08 

23,96 ± 
15,86 

20,74 ± 
14,05 

31,37 ± 
24,19 

22,67 ± 
14,73 

Perímetro 
medio de 
los vasos 

(m) 

 

 

99,81 ± 
84,91 

87,24 ± 
67,28 

100,12± 
66,82 

86,02 ± 
69,35 

155,35±11
4,7 

95,60 ± 
76,69 

Longitud 
media de 
los vasos 

m) 

 

41,20 ± 
35,97 

36,78 ± 
29,02 

42,93 ± 
28,98 

34,60 ± 
28,33 

74,58 ± 
51,27 

38,48 ± 
30,73 

Anchura 

 

17,14 ± 

11,74 

15,39 ± 

8,55 

15,08 ± 

8,58 

14,87 ± 

9,58 

7,44 ± 

10,43 

21,11 ± 

14,32 

Tabla 4.5. Dimensiones básicas de todos los neovasos seccionados para todos los grupos 

a los 14 días de tratamiento (incluye zona 1 y 2). 
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4.3.1. Comparación del área de sección de los vasos 

 

 

Figura 4.17. Esquema representativo del área de la sección de los vasos. 

 

 Para analizar el área de sección de los vasos (ASV; Figura 4.17) entre los 

distintos grupos, se compararon las medias y las medianas del ASV medidos en 

las secciones histológicas de cada conejo más próximas al limbo (Zona 1). No se 

compararon las secciones distales al limbo (Zona 2) porque muchos conejos tra-

tados con IRTQs no presentaban neovasos o un número de vasos tan reducido 

que podía producir sesgos importantes en el cálculo de la media y mediana del 

ASV para cada conejo e inducir resultados erróneos. La comparación de las me-

dias y medianas (ANOVA de 1 factor) se muestran en la Tabla 4.6. y 4.7 respecti-

vamente. Al comparar las medias no se observaron diferencias significativas del 

ASV entre los grupos. La media puede estar desplazada por los valores extremos, 

sobre todo por los vasos de mayor calibre. Por ello, en este caso, nos ofrece una 

información más valiosa la mediana del ASV para cada conejo que representa el 

valor que ocupa el lugar central de todas las ASV cuando son ordenadas de menor 

a mayor. Teniendo en consideración este hecho, las medianas muestran valores 

algo menores, no obstante, tampoco se objetivaron diferencias significativas en el 

ASV entre los distintos grupos. 

 

 

 



Resultados  

132  

 

 

Tabla 4.6. Comparación de las áreas medias de la sección de los vasos para todos los 
grupos a los 14 días de tratamiento en la Zona 1. 

 

 
Suero fi-
siológico 

Vatalanib 
0,4 mg/ml 

Vatalanib 
3,5 mg/ml 

Axitinib 
0,02 

mg/ml 

Axitinib 
0,35 

mg/ml 

Axitinib 
0,5 mg/ml 

ANOVA 

Mediana del 
área de sec-
ción de los 

vasos (m2) 

308,41 

± 132,84 

320,24 

± 86,13 

331,14 

± 174,88 

295,70 

± 70,72 

194,17 

± 131,61 

306,05 

± 201,61 
P=0,505 

Tabla 4.7. Comparación de las medianas de la sección de los vasos para todos los grupos 

a los 14 días de tratamiento en la Zona 1. 

 

 

Figura 4.18. Promedio de las áreas medias de la sección los vasos para todos los grupos 

a los 14 días de tratamiento en la zona 1. 

 

 
Suero fi-
siológico 

Vatalanib 
0,4 mg/ml 

Vatalanib 
3,5 mg/ml 

Axitinib 
0,02 

mg/ml 

Axitinib 
0,35 

mg/ml 

Axitinib 
0,5 mg/ml 

ANOVA 

Media del 
área de 

sección de 
los vasos 

(m2) 

617,28 

± 201,22 

458,35 

± 203,95 

443,73 

± 217,14 

571,36 

± 257,19 

321,73 

± 216,83 

434,32 

± 223,91 
P=0,108 
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Figura 4.19. Promedio de las medianas de la sección los vasos para todos los grupos a 

los 14 días de tratamiento en la zona 1. 

 

 

4.3.2. Comparación de la microdensidad vascular: número de vasos/mm2 y 

porcentaje de área vascular 

Los datos comparativos de la microdensidad vascular expresados como nú-

mero de vasos/mm2 y porcentaje del área vascularizada respecto al área de es-

troma corneal estudiado para la Zona 1 y Zona 2 en cada grupo se muestra en la 

Tabla 4.8 y Tabla 4.9, respectivamente. Mediante la Correlación de Pearson se 

evaluó si existía asociación entre el número de vasos y el ASV, resultando fuerte-

mente positiva tanto en la zona 1 (0,843; p < 0,001) como en la Zona 2 (0,886; p < 

0,001). Por tanto, el ASV se encuentra directamente influenciado por el número de 

vasos.  
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 MICRODENSIDAD VASCULAR: NÚMERO DE VASOS/mm2 

 
Suero 

fisiológico 

Vatalanib 

0,4 mg/ml 

Vatalanib 

3,5 mg/ml 

Axitinib 

0,02 

mg/ml 

Axitinib 

0,35 

mg/ml 

Axitinib 

0,5 mg/ml 
ANOVA 

ZONA 1 
55,25 

± 14,05 

27,71 

± 33,02 

19,18 

± 7,64 

22,26 

± 9,75 

22,42 

± 19,83 

19,70 

± 31,00 
P=0,001 

ZONA 2 
45,09 

± 26,51 

14,23 

± 11,91 

1,94 

± 3,75 

17,12 

± 15,01 

0,52 

± 1,15 

0,13 

± 0,00 

P= 

<0,001 

Tabla 4.8. Datos de la microdensidad vascular expresada en número de vasos/mm2 de la 

zona próxima al limbo (Zona 1) y la zona distal al limbo (Zona 2) para todos los grupos.  

El número de vasos por mm2 de estroma corneal seccionado representa la 

densidad de población vascular. Si comparamos los valores de los distintos grupos 

los conejos del grupo control presentan un mayor número de vasos/mm2 que los 

conejos tratados con IRTQs tanto en la Zona 1 (p < 0,039) como en la Zona 2 (p < 

0,02). Sin embargo, al comparar las medias entre los distintos grupos tratados con 

diferentes IRTQs, no se observan diferencias significativas (p > 0,99 en Zona 1; p 

> 0,162 en Zona 2). Por tanto, podemos afirmar que los IRTQs reducen el número 

de vasos respecto al grupo control. 

 

 MICRODENSIDAD VASCULAR: PORCENTAJE DE ÁREA VASCULAR 

 
Suero 

fisiológico 

Vatalanib 

0,4 mg/ml 

Vatalanib 

3,5 mg/ml 

Axitinib 

0,02 

mg/ml 

Axitinib 

0,35 

mg/ml 

Axitinib 

0,5 mg/ml 
ANOVA 

ZONA 

1 

3,31 

± 1,38 

1,26 

± 0,71 

0,8 

± 0,32 

1,24 

± 0,72 

0,96 

± 0,89 

0,80 

± 1,11 
P <0,001 

ZONA 

2 

2,14 

± 0,64 

0,52 

± 0,37 

0,10 

± 0,17 

0,78 

± 0,53 

0,24 

± 0,52 

0,00 

± 0,00 
P <0,001 

Tabla 4.9. Datos de la microdensidad vascular expresada en % del área vascular respecto 

al área de estroma seccionado de la zona próxima al limbo (Zona 1) y la zona distal al 

limbo (Zona 2) para todos los grupos.  
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El porcentaje del área vascular respecto al área de estroma corneal seccio-

nado se calcula según la siguiente fórmula: 

 

     Suma de ASV de todos los vasos 

                                                                                    X 100 

        Área de estroma corneal de sección 

 
 

El porcentaje de área vascular depende por tanto del ASV y del número de 

vasos existentes. Así pues, también podemos observar como el porcentaje de área 

vascular es superior en los conejos del grupo control respecto a los conejos trata-

dos con IRTQs (p < 0,02 en Zona 1 y p < 0,07 en Zona 2). Tampoco existieron 

diferencias significativas al comparar los grupos tratados con los distintos IRTQs. 

Es interesante destacar que en ninguno de los conejos del estudio (SF e 

IRTQs) el porcentaje de área vascular superó el 5% respecto al área de estroma 

corneal seccionado. 

En la Figura 4.20 se muestran los promedios del nº de vasos/mm2 en la 

Zona 1 y Zona 2 para cada uno de los grupos de conejos. 

 
 

 

Figura 4.20. Gráfica que muestra para cada grupo el promedio de la microdensidad vas-

cular expresada en nº de vasos/mm2 de la zona próxima al limbo (Zona 1) y la zona distal 

al limbo (Zona 2). 
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Asimismo, en la Figura 4.21 se muestran los promedios del porcentaje de 

área vascular respecto al área de estroma corneal seccionado en la Zona 1 y 

Zona 2 para cada grupo de tratamiento: 

 

 

 
 

Figura 4.21. Gráfica que muestra para cada grupo el promedio de la microdensidad vas-

cular expresada en porcentaje del área vascular respecto al estroma corneal seccionado 

de la zona próxima al limbo (Zona 1) y la zona distal al limbo (Zona 2). 

 

 

En el grupo A (suero fisiológico), el número de vasos/mm2 de estroma 

corneal fue de 55,25 ± 14,05 para la Zona 1 y de 45,09 ± 26,51 para la Zona 2, sin 

que existieran diferencias estadísticamente significativas entre ambas zonas (t de 

Student para muestras relacionadas, p = 0,174). En cuanto al área de estroma 

ocupado por tejido vascular (área vascular) en la Zona 1 fue de un 3,31 ± 1,38 % 

y hasta un 2,14 ± 0,64 % en la Zona 2, aunque las diferencias no fueron estadísti-

camente significativas (p = 0,07) (Figura 4.22). 
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Figura 4.22. Suero fisiológico. Sección corneal en Zona 1 (a la izquierda) y Zona 2 (a la 

derecha) teñida mediante la técnica de la NADPH diaforasa (X 100). 

 

En el grupo B (vatalanib 0,4 mg/ml), el número de vasos/mm2 de estroma 

corneal descendió 19,18 ± 7,64 (Zona 1) a 14,23 ± 11,91 (Zona 2), aunque la dife-

rencia no fue significativa (p = 0,328). Tampoco fue significativo el descenso en 

porcentaje de área vascular entre las dos zonas (0,8 ± 0,32 % y 0,52 ± 0,37 % en 

la Zona 1 y 2, respectivamente; p = 0,068) (Figura 4.23). 

 

 

Figura 4.23. Vatalanib 0,4 mg/ml. Sección corneal en Zona 1 (a la izquierda) y Zona 2 (a 

la derecha). Tinción mediante NADPH diaforasa (X 100). 
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En el grupo C (vatalanib 3,5 mg/ml), el número de vasos/mm2 fue de 27,71 

± 33,02 en Zona 1, descendiendo significativamente hasta un 1,94 ± 3,75, en Zona 

2 (test Student para muestras relacionadas, p = 0,01). El porcentaje del área vas-

cular en relación al área estromal fue del 1,26 ± 0,71 % en Zona 1 y también des-

cendió hasta 0,10 ± 0,17% en Zona 2, mostrando diferencias significativas (p=0,01) 

(Figura 4.24). 

 

 

 

Figura 4.24. Vatalanib 3,5 mg/ml. Sección corneal en Zona 1 (a la izquierda) y Zona 2 (a 

la derecha). Tinción mediante NADPH diaforasa (X 100). 

 

 

En el grupo D (axitinib 0,02 mg/ml), el número de vasos/mm2 fue de 22,26 

± 9,75 en la Zona 1, descendiendo hasta 17,12 ± 15,01 en la Zona 2, aunque esta 

diferencia no fue significativa (test t Student para muestras relacionadas, p = 

0,227). Tampoco hubo diferencias en cuanto al porcentaje de área vascularizada 

(1,24 ± 0,72 % en la Zona 1, 0,78 ± 0,53 en la Zona 2; p = 0,08) (Figura 4.25). 
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Figura 4.25. Axitinib 0,02. Sección corneal en Zona 1 (a la izquierda) y Zona 2 (a la dere-

cha). Tinción mediante NADPH diaforasa (X 100). 

 

En el grupo E (axitinib 0,35 mg/ml), el número de vasos/mm2 fue de 22,42 

± 19,83 para la Zona 1 y descendió hasta 0,52 ± 1,15 en la Zona 2, existiendo 

diferencias significativas (test t Student para muestras relacionadas, p = 0,017). 

También fue significativa la disminución del porcentaje del área vascular de la Zona 

1 (0,96 ± 0,89%) en relación a la Zona 2 (0,24 ± 0,52%; p = 0,22) (Figura 4.26). 

 

 

Figura 4.26. Axitinib 0,35 mg/ml. Sección corneal en Zona 1 (a la izquierda) y Zona 2 (a la 

derecha). Tinción mediante NADPH diaforasa (X 100). 
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Por último, en el grupo F (axitinib 0,5 mg/ml), en la Zona 1, el número de 

vasos/mm2 fue de 19,79 ± 31,00 y el porcentaje de área vascular en relación al 

área estromal fue de 0,80 ± 1,11. En todos los conejos del grupo F la neovascula-

rización no sobrepasó la primera hilera de suturas, por tanto, la Zona 2 no presentó 

neovasos (test Student para muestras relacionadas, p < 0,001 para ambas varia-

bles) (Figura 4.27). 

 

 

Figura 4.27. Axitinib 0,5 mg/ml. Sección corneal en Zona 1 (a la izquierda) y Zona 2 (a la 

derecha). Tinción mediante NADPH diaforasa (X 100). 

 

En cuanto a la comparación de la microdensidad vascular entre las Zonas 

1 y 2 para cada grupo podemos resumir que en el grupo control (grupo A, suero 

fisiológico) y en las concentraciones más bajas de vatalanib y axitinib (Grupo B y 

grupo D, respectivamente) no se observaron diferencias significativas en el nú-

mero de vasos y el porcentaje de área vascular entre las zonas más próximas al 

limbo (Zona 1) y las más distales al limbo (Zona 2). Por otro lado, sí se observaron 

diferencias significativas en los grupos con concentraciones mayores de fármacos 

de vatalanib (Grupo C) y de axitinib (Grupo E y F), por lo que podemos concluir 

que, a estas concentraciones, dichos fármacos presentaron una inhibición de la 

angiogénesis más eficaz induciendo un gradiente descendente en la respuesta 

vascular conforme el estímulo se alejaba del limbo. 
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4.4. ESTUDIO DE LA MORFOLOGÍA VASCULAR 

La microscopía de las piezas triangulares de tejido corneal teñidas con NADPH 

diaforasa mostró que, en el grupo control (grupo A; suero fisiológico), las arterias 

emergentes de las arterias pericorneales estaban representadas por proyecciones 

ramificadas que tenían un trayecto rectilíneo orientado hacia el punto de sutura 

(estímulo angiogénico). A media que el árbol vascular se ramificaba, el calibre uni-

forme de las arterias fue disminuyendo en la parte distal formando arteriolas y ca-

pilares. En las áreas más distales de este plexo vascular de canales anastomo-

santes de pequeño tamaño se objetivaron las yemas vasculares inmaduras del 

frente de neovascularización. Los vasos venosos provenientes de las vénulas, se 

ubicaron en planos algo más profundos presentando un calibre más grueso y una 

tinción más suave respecto a las arterias. Las venas siguieron un trayecto más 

irregular y sinuoso hasta desembocar en las venas pericorneales (Figura 4.28). 

 

 

Figura 4.28. Imagen de la superficie de neovascularización corneal del grupo de suero 

fisiológico de una muestra tratada mediante tinción enzimática. Se puede observar como 

las arterias presentan una tinción intensa siguiendo un trayecto rectilíneo con numerosas 

ramificaciones y las venas se localizan en planos más profundos con una tinción más 

ténue y un trayecto más sinuoso. Tinción mediante NADPH diaforasa (X 100). 
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En los grupos tratados con IRTQs se observaron algunas diferencias res-

pecto a la respuesta vascular del grupo control. El árbol vascular, en líneas gene-

rales, fue de menor tamaño, aunque no se observaron diferencias significativas en 

el calibre de los vasos entre los grupos farmacológicos y el grupo control. La res-

puesta, en muchos casos se limitó a estructuras de aspecto arborescente que es-

taban constituidas por uno o varios ejes vasculares ramificados. Las ramificaciones 

que emitía cada eje vascular no presentaban una orientación tan clara hacia el 

estímulo angiogénico como en el grupo control. En los extremos distales, los vasos 

mostraron las características propias de capilares con mayor número de anasto-

mosis y pequeños brotes vasculares (Figura 4.29).  
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Figura 4.29. Estructuras vasculares con aspecto arborescente en los ojos tratados con 

IRTQs. Vatalanib (superior izquierda); Axitinib (superior-derecha e inferior). Tinción me-

diante NADPH diaforasa (X 100). 
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Figura 4.30. Cambios de la morfología vascular en córneas tratadas con axitinib. Peque-

ñas yemas vasculares que no alcanzan el primer punto de sutura tras el tratamiento con 

IRTQs. En algunos ojos, a pesar de la intensa inflamación producida por el punto de su-

tura, se produce una restricción importante de la respuesta vascular (imagen superior iz-

quierda). 

 

La cámara lúcida permitió dibujar los vasos teñidos con NADPH-diaforasa 

en distintos focos de todo el espesor de la córnea. De este modo, se proyectó en 

dos dimensiones la arquitectura tridimensional de los neovasos dibujándolos sobre 

láminas de tamaño DIN A3. Las fotografías de las superficies dibujadas se mues-

tran en las Figura 4.31 - 4.36.  
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Figura 4.31. Suero fisiológico (cámara lúcida). 

 

 

Figura 4.32. Vatalanib 0,4 mg/ml (cámara lúcida). 
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Figura 4.33. Vatalanib 3,5 mg/ml (cámara lúcida). 

 

 

Figura 4.34. Axitinib 0,02 mg/ml (cámara lúcida). 
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Figura 4.35. Axitinib 0,35 mg/ml (camara lúcida). 

 

 

Figura 4.36. Axitinib 0,5 mg/ml (cámara lúcida). 
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4.5. ANATOMÍA PATOLÓGICA 

De cada grupo se procesaron 4 córneas para realizar un estudio anatomo-

patológico. Se valoraron las características de los tejidos y se realizó una evalua-

ción de la respuesta inflamatoria producida por las suturas (Figura 4.37). 

 

 

Figura 4.37. Sección de la córnea de conejo a nivel de la salida del punto de sutura. (H&E 

x 100). 

 

La inflamación es la reacción de un tejido y su microcirculación a la agresión 

patógena. Se caracteriza por la generación de sustancias inflamatorias y por el 

movimiento de líquido y células desde la sangre a los tejidos extravasculares. En 

el grupo control, se produjo una respuesta inflamatoria alrededor de las suturas. 

Se produjo una inflamación de tipo granulomatoso en el que intervinieron princi-

palmente los linfocitos y los macrófagos. Cuando los macrófagos acumularon sus-

tancias que no pudieron digerir (seda virgen), perdieron su movilidad y se acumu-

laron en el foco de lesión donde sufrieron una modificación característica en su 

estructura que los trasformó en células epiteloides. Los acúmulos de estas células 
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epiteloides constituyen los granulomas, que son la clave morfológica de la inflama-

ción granulomatosa. Así pues, con la finalidad de rodear el cuerpo extraño, y pos-

teriormente, eliminarlo, se formaron agregados granulomatosos claramente defini-

dos con una acumulación densa de linfocitos, macrófagos y células gigantes.  

Las células epiteloides son principalmente secretoras y presentan una me-

nor capacidad macrofágica. Contienen núcleos ovalados con un nucléolo central 

de gran tamaño y se organizan para formar masas celulares sin apenas dejar es-

pacios entre las células. (Figura 4.38). 

 

 

Figura 4.38. El granuloma por reacción a cuerpo extraño está constituido por macrófagos, 

células epiteloides, células gigantes multinucleadas y un infiltrado linfoplasmocitario. Se 

puede observar una infiltración de linfocitos y eosinófilos alrededor de las fibras de seda 

seccionadas transversalmente (H&E x 100). 

 

Con frecuencia las células gigantes se forman por la fusión de los citoplas-

mas de los macrófagos. Los núcleos de estas células presentaron una distribución 

irregular (Figura 4.39). 
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Figura 4.39. Células gigantes multinucleadas. A menudo en el citoplasma de una célula 

gigante se identificó el agente patógeno, en cuyo caso se utiliza el término de célula gi-

gante de cuerpo extraño. Además, en los granulomas, también se hallaron eosinófilos 

(H&E x 400). 

 

 

En los granulomas también se encontraron los demás tipos de células ca-

racterísticos de la inflamación crónica, es decir linfocitos, esinófilos y fibroblastos. 

En algunas secciones también se hallaron cantidades variables de polimorfonu-

cleares.  

En la córnea, los neovasos se dispusieron de forma paralela a los haces de 

colágeno. Principalmente, los vasos sanguíneos se ubicaron en los dos tercios an-

teriores del estroma corneal, localizándose en los planos más profundos los vasos 

de mayor calibre (Figura 4.40). Además, se pudo observar la presencia de peque-

ños neovasos en el interior de algunos granulomas. 

La respuesta de los vasos a la lesión está regulada por mediadores especí-

ficos de la inflamación producidos en el foco inflamatorio. Entre estos mediadores 

se encuentran moléculas vasoactivas que actúan directamente sobre la pared vas-

cular aumentando su permeabilidad. Por ese motivo, algunas córneas mostraron 
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un edema corneal importante que alteró la estructura de las fibras de colágeno 

favoreciendo la migración de células inflamatorias del espacio vascular al tejido 

extravascular. Ya en el tejido, estas células secretan a su vez otros mediadores 

que potencian o inhiben la respuesta inflamatoria. 

 

 

Figura 4.40. Izquierda: Sección longitudinal de un vaso que discurre paralelamente a las 

fibras de colágeno. Los vasos se distribuyen en los dos tercios anteriores de la córnea 

(H&E x 100); Derecha: Sección transversal de los vasos con presencia de glóbulos rojos 

en su interior (H&E x 400). 

 

En aquellos ojos tratados con IRTQs la reacción inflamatoria fue menor, so-

bre todo en aquellas secciones donde los neovasos no alcanzaron los puntos de 

suturas más distales al limbo corneal. El aspecto histológico apenas varió entre los 

distintos grupos tratados con inhibidores de la tirosina quinasa y, por tanto, fue 

imposible el reconocimiento de un tipo de reacción vascular e inflamatoria especí-

fica a nivel cualitativo que permitiera identificar diferencias entre estos grupos de 

tratamiento (Figura 4.41). 
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Figura 4.41. Corte histológico a nivel del punto de sutura distal en un conejo tratado con 

vatalanib donde la neovascularización está inhibida. La infiltración linfoplasmocitaria es 

menor que en los puntos proximales donde llega la neovascularización (H&E x 40). 

 

 

A diferencia del grupo control, en el grupo de los ojos tratados con inhidores 

de la tirosina quinasa, las secciones corneales mostraron menos cambios en la 

estructura del estroma con menor edema tisular y un reducido número de neova-

sos. En los puntos proximales, la reacción inflamatoria se manifestó en forma de 

granulomas de menor tamaño y más delimitados. Sin embargo, en los puntos dis-

tales, apenas se observó reacción inflamatoria y se caracterizó por la ausencia de 

neovasos (4.42). 
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Figura 4.42. Izquierda: mínima reacción inflamatoria en un punto proximal de una córnea 

de conejo tratada con axitinib. Granuloma pequeño y bien delimitado alrededor de los 

puntos de sutura (H&E x 100); Derecha: Punto de sutura distal sin infiltración inflamatoria 

en la córnea de un conejo tratada con axitinib (H&E x 200). 

 

 

4.6. EFECTOS SECUNDARIOS OCULARES 

En ninguno de los grupos, los ojos del conejo presentaron signos de hipe-

remia conjuntival, epiteliopatía corneal, ni alteraciones del iris o del cristalino los 

días 7 y 14 del estudio. En algunos conejos de cada grupo, se presentó reacción 

celular leve en cámara anterior (5-10 cel/1x3 mm de haz) asociada al acto quirúr-

gico que se resolvió en los días siguientes sin consecuencias. El examen del fondo 

del ojo fue también normal en todos los grupos. 

En los grupos tratados con vatalanib y axitinib no se identificó ningún tipo 

de depósito sobre la superficie corneal o iridiana al tratarse de fármacos incoloros 

(figura 4.43). 
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Figura 4.43 Coloración de los inhibidores de los receptores tirosina diluidos en suero fisio-

lógico en la presente tesis doctoral. Izquierda: vatalanib; derecha: axitinib. 

 

 En este punto hay que destacar un IRTQ denominado sunitinib que fue ob-

jeto de estudio en otros trabajos que hemos publicado anteriormente. Sunitinib es 

un fármaco de un color amarillo-dorado que producía una tinción amarillenta de la 

superficie del iris en todos los ojos tratados debido al depósito del fármaco sobre 

la superficie del iris. Este depósito, fue de carácter transitorio y desapareció tras la 

suspensión del fármaco. Esto sirvió como trazador para demostrar la penetración 

de este IRTQ dentro del ojo (figura 4.44). 

 

 

Figura 4.44. Izquierda: color amarillo dorado de sunitinib diluido en suero fisiológico (0,5 

mg/ml); derecha: tinción amarillenta en el cuadrante anterior e inferior del iris de un ojo 

derecho de conejo que corresponde con el fármaco depositado por la gravedad. 
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5.  

DISCUSIÓN 

 

La neovascularización corneal (NVC) es un problema de salud importante 

que puede llevar a la ceguera ocular. La neovascularización o angiogénesis im-

plica la formación de nuevos vasos a partir de vasos sanguíneos maduros. En la 

córnea, la NV ocurre por la proliferación a partir de los capilares y vénulas del 

plexo pericorneal [262], y la presencia de estos vasos aberrantes incrementa el 

edema y favorece la deposición lipídica, la hemorragia y la cicatrización compro-

metiendo la transparencia corneal y la agudeza visual [263]. 

Existen numerosas condiciones clínicas conocidas que implican el creci-

miento de los vasos en la córnea. La NV también incrementa el riesgo de fracaso 

y rechazo del transplante de córnea [19]. 

Para el manejo de la NVC, se han empleado numerosos tratamientos mé-

dicos y quirúrgicos. Entre los tratamientos médicos cabe destacar los esteroides, 

antiinflamatorios no esteroideos, ciclosporina, inmunomoduladores, agentes anti-

VEGF y terapias génicas experimentales. Las opciones terapéuticas quirúrgicas 

incluyen el tratamiento con laser (Argón; Nd:Yag y láser amarillo),  queratectomía 

superficial, terapia fotodinámica y diatermia con aguja. Sin embargo, ninguna de 

las modalidades de tratamiento produce una curación definitiva y algunos de ellos 

como los corticoides tienen efectos secundarios como la catarata y el glaucoma. 

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un mediador crítico 

de la neovascularización corneal y está presente en altas concentraciones en la 

córnea neovascularizada. VEGF produce sus efectos mediante la vía de los re-

ceptores tirosina quinasa (VEGFR-1, -2 y-3) incrementando, el crecimiento, la mi-

gración y la supervivencia de las células endoteliales [125, 264], por lo que las 

recientes estrategias de tratamiento se han focalizado en VEGF y sus receptores. 
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Aunque numerosos agentes han sido probados para detener la NVC, no ha sido 

alcanzado ningún consenso de tratamiento. 

Varias estrategias han sido utilizadas para interferir con el sistema VEGF 

en diferentes procesos patológicos de NV a nivel experimental y clínico. Entre 

otros, estos abordajes incluyen la neutralización de VEGF con anticuerpos mono-

clonales, fragmentos de anticuerpos monoclonales, aptámeros, anticuerpos con-

tra el receptor y proteínas de receptor soluble recombinante y receptores tirosina 

quinasa. 

Bevacizumab es el anticuerpo monoclonal anti-VEGF más usado para el 

tratamiento de la NVC en estudios clínicos y experimentales. Inhibe todas las iso-

formas de VEGF-A [265]. Se han evaluado distintos métodos de administración 

(tópica, intraestromal y subconjuntival) y variados regímenes de dosis [266, 267]. 

También hay disponibles otros estudios comparativos de bevacizumab con otros 

agentes anti-VEGF como ranibizumab, el segundo antiangiogénico en frecuencia 

empleado para tratar la NVC. Turkcu y coautores evaluaron el ranibizumab tópico 

y subconjuntival en un modelo de rata experimental y demostraron que, a través 

de ambas vías de administración, también se reducía el área neovascular y el 

número de vasos neoformados [268]. 

Sin embargo, aunque los estudios experimentales y clínicos con anticuer-

pos anti-VEGF han mostrado una reducción en la longitud, densidad y/o área de 

NVC, este efecto es variable y no es curativo. Por ello, debido al efecto incompleto 

y la variabilidad en los resultados de los anticuerpos anti-VEGF, recientes estu-

dios se han focalizado en varias etapas de la cascada VEGF y en tratamientos 

combinados. 

La angiogénesis es un proceso de múltiples etapas que está orquestada 

por una variedad de factores que implica VEGF, PDGF-B y FGF. La NV involucra 

la proliferación y migración de las células endoteliales y los pericitos. Los pericitos 

que son regulados a través de la señal de PDGF-B también juegan un papel im-

portante en la angiogénesis, maduración vascular, estabilización del vaso y tam-

bién la resistencia a las terapias anti-VEGF. Estas observaciones llevaron a la 
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hipótesis que la combinación de la señalización de VEGF y PDGF puede ser mu-

cho más efectiva en promover la regresión de los vasos en la neovascularización 

patológica ocular [250].De hecho, el papel crítico de los factores de crecimiento 

distintos de VEGF ha sido respaldado en estudios previos que han demostrado 

que la terapia anti-VEGF sola no es tan efectiva en la regresión de los vasos 

maduros que se han desarrollado como resultado de una angiogénesis patoló-

gica. La actuación sobre las señales de VEGF y PDGF han mostrado una inhibi-

ción sinérgica en tumores y en modelos de neovascularización corneal en com-

paración con la monoterapia anti-VEGF [223, 224, 250]. 

Los inhibidores multiquinasa son una nueva clase de fármacos terapéuti-

cos que actúan sobre múltiples factores han sido evaluados como agentes an-

tiangiogénicos en oncología y en diversas enfermedades oculares [222-225, 227, 

231, 233, 234, 238, 244, 269]. 

La presente Tesis estudia los efectos de inhibidores de los receptores tiro-

sina quinasa vatalanib y axitinib sobre la expresión de los receptores de VEGFR 

y PDGF- en un modelo de neovascularización corneal en conejo. 

 

 

5.1. DIMENSIONES BÁSICAS DEL OJO DE CONEJO Y DEL ESTÍMULO AN-

GIOGÉNICO 

El conocimiento de las características físicas de cada conejo y las dimen-

siones del ojo, nos permite determinar si existen diferencias entre los distintos 

grupos que puedan influenciar en los resultados obtenidos. Todos los conejos 

tenían un tamaño similar y el peso estaba comprendido entre los 2,5 y 3 kg. A 

partir de los diámetros corneales de la córnea, medidos con compás calibrado, y 

de la profundidad de la cámara anterior del ojo se estimó la superficie corneal 

total cuya media fue de 138,36 ± 4,75 mm2 indicando que las dimensiones de las 

superficies corneales totales fueron similares para todos los grupos antes del tra-

tamiento. 
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El área de estímulo está representada por el área cubierta por suturas. 

Supuestamente si el área cubierta por suturas es de mayor tamaño, la capacidad 

para generar más neovasos es mayor. El ACS media fue de 27,23 ± 2,24 mm2 y 

tampoco se observaron diferencias significativas entre los distintos grupos indi-

cando que la cantidad de estímulo generada para inducir una respuesta neovas-

cular fue similar. 

Respecto a la capacidad de generar neovasos mediante suturas con un 

patrón triangular, en 2011 publicamos un trabajo en el que se evaluaba la efecti-

vidad y reproducibilidad del modelo experimental. La técnica quirúrgica fue reali-

zada utilizando seda virgen, constituida por filamentos de seda no recubierta, re-

sultando en una mayor respuesta angiogénica e inflamatoria que la producida por 

otras suturas [261]. Después de 15 días el modelo fue capaz de generar una res-

puesta media 112% del ACS y en todos los ojos la vascularización fue mayor del 

88,3%. En nuestra opinión, el modelo presenta algunas ventajas interesantes y 

útiles: a) visibilidad: el proceso de neovascularización puede ser fácilmente iden-

tificado; b) accesibilidad: la respuesta angiogénica puede ser estudiada de ma-

nera no invasiva mediante observación in vivo usando una lámpara de hendidura; 

c) procesamiento de imágenes: la captura de la imagen, su procesamiento y su 

análisis pueden ser realizados fácilmente con casi todos los vasos de la superficie 

en foco; d) Actividad farmacológica evaluable: un alto número de sustancias y 

agentes terapéuticos pueden ser analizados por vía tópica, subconjuntival o sis-

témica; e) preservación de la visión del animal: la córnea central, no se afecta de 

forma grave; y por último, f) fiabilidad y reproducibilidad: los resultados de nuestro 

estudio para evaluar el modelo experimental mostraron que todos los ojos (100%) 

desarrollaron una vascularización extensa que cubría cerca del 90% o más del 

área cubierta por suturas [261]. 
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5.2. ESTUDIO BIOMICROSCÓPICO: INHIBICIÓN DE LA SUPERFICIE DE 

NEOVASCULARIZACIÓN CORNEAL 

5.2.1. Grupo control: respuesta del modelo de NVC 

Tras la intervención quirúrgica, la respuesta inicial en el grupo control 

(Grupo A: suero fisiológico) consistió en un aumento del calibre de los vasos pe-

ricorneales probablemente secundario al aumento de la perfusión vascular pro-

ducido por el estímulo angiogénico e inflamatorio de las suturas corneales. A par-

tir del tercer día, brotaron las primeras proyecciones vasculares. 

Los estudios de la superficie neovascular corneal mediante biomicroscopía 

con lámpara de hendidura demostraron que la superficie de NV corneal se incre-

mentó a lo largo del tiempo y 14 días fueron suficientes para que los neovasos 

cubrieran toda el área de estímulo (área cubierta por suturas; ACS). El modelo de 

neovascularización empleado, basado en la colocación de suturas formando un 

patrón triangular, fue efectivo para producir una respuesta neovascular intensa 

en todas las corneas del grupo control con una respuesta similar en todos los 

animales.  

Si comparamos la diferencia de crecimiento entre la primera y la segunda 

semana, la superficie de neovascularización cubierta durante la segunda semana 

fue significativamente menor que la superficie neovascular alcanzada durante la 

primera semana. Este hallazgo paradójico se puede explicar por el hecho de que 

después de la primera semana casi toda el área de estímulo ya estaba cubierta 

por los neovasos y el área suturada que quedaba por cubrir la segunda semana 

era reducida y limitada. 

 

5.2.2. Inhibición de la superficie de NVC por los IRTQs 

VEGF juega un papel central en el desarrollo de la enfermedad neovas-

cular. Esta molécula produce sus efectos mediante la vía de los receptores tiro-

sina quinasa (VEGFR-1, -2 y-3) incrementando, el crecimiento, la migración y la 
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supervivencia de las células endoteliales [125, 264]. Sin embargo, algunos estu-

dios muestran que la terapia anti-VEGF sola no es tan efectiva en la regresión de 

aquellos vasos maduros que se han desarrollado como resultado de una angio-

génesis patológica. Las vías de señalización de otros factores, incluyendo RTQs 

como el PDGFR, FGFR y Tie-2 han sido implicados en la enfermedad neovascu-

lar ocular.  

PDGF y sus receptores juegan un papel importante en el desarrollo em-

brionario y también están estrechamente relacionados con la angiogénesis. La 

formación de vasos sanguíneos completamente diferenciados depende de la in-

teracción célula-célula entre las células endoteliales del brote vascular, los perici-

tos y/o sus células mesenquimales progenitoras. Los brotes vasculares endote-

liales segregan PDGF-BB el cual a través de la unión a su receptor PDGFR-, 

expresado por los pericitos, ayuda a la proliferación, diferenciación y migración 

de los mismos hacia el nuevo plexo endotelial formado [270]. Así pues, PDGF 

actúa como un factor de supervivencia de los pericitos y constituye la llave en la 

regulación de la unión de los pericitos al endotelio vascular. Los pericitos son 

componentes importantes de los complejos neovasculares en las enfermedades 

neovasculares estabilizando los neovasos y limitando la penetración de los agen-

tes anti-VEGF [250]. 

Como hemos comentado anteriormente, PDGF-B, a través de la vía de 

PDGFR- estimula la transcripción de VEGF, por un lado, y por otro, juega un 

papel fundamental en el reclutamiento de los pericitos por los neovasos. Así pues, 

el bloqueo de esta vía inhibe el reclutamiento de los pericitos. Este hecho es de 

gran relevancia, puesto que sin el soporte de los pericitos y la señalización de 

VEGF se induce la apoptosis de la célula endotelial [76, 140, 271, 272]. Estas 

observaciones llevaron a la hipótesis de que la combinación de la señalización de 

VEGF y PDGF puede ser mucho más efectiva en promover la regresión de los 

vasos en la angiogénesis patológica ocular [250]. 

Estudios recientes han demostrado que la inhibición combinada de VEGF 

y PDGF potencia la regresión de los neovasos interfiriendo con la supervivencia 
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de la célula endotelial mediada por los pericitos y produciendo la inhibición y re-

gresión de la NV corneal y coroidea en la DMAE comparado con el tratamiento 

anti-VEGF aislado [250, 271]. En un modelo de NVC, demostramos que la inhibi-

ción combinada de ambas vías PDGF y VEGF con sunitinib (IRTQ) era mucho 

más potente que la inhibición únicamente de la vía VEGF y se observó una re-

ducción en la microdensidad vascular [223, 224]. Así pues, el uso de agentes 

farmacológicos que inhiben múltiples IRTQ puede proveer un abordaje más 

deseable para el tratamiento de la enfermedad ocular neovascular. 

 

5.2.2.1 Vatalanib 

Vatalanib, una anilino-ftalacina, es uno de los primeros inhibidores de la 

tirosina quinasa (IRTQ) sintéticos. Se trata de una molécula de tamaño pequeño 

con un peso molecular de 419,73 Da. Vatalanib bloquea la actividad del receptor 

tirosina quinasa mediante su unión competitiva al dominio de ATP en una confor-

mación activa (IRTQ tipo I). In vitro y a concentraciones submicromolares, inhibe 

selectivamente los receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 mediante su ligamiento al 

dominio ATP de la enzima tirosina quinasa. A concentraciones más elevadas, 

también bloquea el receptor VEGFR-3 y el PDGFR-  

Se ha empleado como tratamiento sistémico en ensayos clínicos de dife-

rentes enfermedades oncológicas. El tratamiento con vatalanib ha mostrado efec-

tividad en pacientes con reincidencia o progresión de cáncer de pulmón no micro-

cítico (Fase II) [273] y en cáncer colorrectal metastásico (Fase III) [274]. 

En un modelo experimental de neovascularización corneal en ratón, Hos y 

coautores han demostrado que la administración vía oral de vatalanib inhibe la 

hemangiogénesis corneal (30%) y la linfangiogénesis (70%) [233]. 

Hasta donde alcanza nuestro conocimiento, no existen estudios previos 

sobre la aplicación tópica de vatalanib para la inhibición de la angiogénesis cor-

neal o cualquier otra forma de NV ocular. 
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Nuestros hallazgos demuestran que la administración tópica de vatalanib 

inhibe la NVC inducida por suturas en un modelo de conejo. La administración 

tópica de vatalanib a una concentración 0,4 mg/ml (GRUPO B) cada 8 horas re-

dujo la superficie de neovascularización un 30,79% respecto al grupo control des-

pués de 14 días. La administración tópica de vatalanib 3,5 mg/ml (GRUPO C), 

con una concentración casi 10 veces superior al grupo B, produjo una respuesta 

más potente reduciendo significativamente la superficie vascular respecto al 

grupo control un 61,20% en el día 14 de tratamiento. Tras dos semanas de trata-

miento el efecto de vatalanib fue superior en el grupo de alta concentración 

(Grupo C) respecto al grupo de baja concentración (Grupo B), lo que podría indi-

car que a una concentración de 0,4 mg/ml no se saturan todos los receptores 

sobre los que potencialmente puede actuar vatalanib. 

La administración tópica en nuestros experimentos es mucho mayor que 

la IC50 de los ensayos in vitro y a pesar de que la administración tópica es de 3 

veces al día, vatalanib no inhibe completamente la vasoproliferación. La razón 

podría ser porque la concentración que se alcanza mediante administración tó-

pica, no es la misma concentración que se alcanza a nivel del receptor. Por otro 

lado, la acción de un fármaco puede depender de muchos factores además de su 

potencia como es el peso molecular, la solubilidad, la penetración dentro de la 

célula y sus propiedades farmacocinéticas. 

La diferencia de crecimiento en cada uno de los grupos entre la primera y 

la segunda semana no fue significativa, por lo que no se objetivó un efecto acu-

mulativo del fármaco durante las dos semanas de tratamiento. 

En conclusión, la administración tópica de vatalanib reduce significativa-

mente el desarrollo de la NVC experimental en un modelo de conejo. No obstante, 

son necesarios más estudios para determinar la dosis efectiva, la eficacia del tra-

tamiento a largo plazo, y el perfil de seguridad de vatalanib tópico antes de usar 

el fármaco en humanos para el tratamiento de la NVC. 

 

 



Discusión 

 163 

 

5.2.2.2 Axitinib 

Axitinib (AG-013736; Pfizer Inc., New York, NY, USA) es un IRTQ de pe-

queña molécula, derivado del indazol, que bloquea la fosforilación de múltiples 

receptores angiogénicos incluyendo VEGFR-1,-2 y-3, PDGFR- y C-KIT. Ha sido 

clasificado como un IRTQ de clase II con capacidad selectiva que se ha investi-

gado para numerosas formas de cáncer. 

Al igual que otros IRTQ, la actividad de axitinib está relacionada con la 

estructura de la molécula y el espectro de inhibición de las quinasas. En compa-

ración con otros IRTQ, a concentraciones bajas axitinib parece ser considerable-

mente selectivo para los receptores VEGF. Los efectos parecen resultar de la 

unión de axitinib al dominio quinasa de los receptores de VEGF, estabilizándolo 

en una conformación inactiva de la quinasa y, consecuentemente, inhibiendo la 

señal de transducción de VEGF [275]. Sin embargo, como previamente se ha 

descrito con otros IRTQs, en relación a la actividad inhibitoria de axitinib, ocurren 

efectos adicionales sobre otros receptores de los factores de crecimiento de la 

cascada de la angiogénesis. 

Kernt y coautores han investigado el efecto de axitinib sobre la sobreex-

presión de factores de crecimiento y sus receptores inducidos por hipoxia en cul-

tivos celulares para elucidar los efectos inhibitorios en la señal de VEGF. En cul-

tivos celulares, axitinib reduce la sobreexpresión de VEGF y PDGF inducida por 

hipoxia. Este efecto inhibitorio de la expresión de factores de crecimiento parece 

ser más bien selectivo para VEGF y PDGF no presentando efectos inhibitorios 

significativos en la expresión de otros factores de crecimiento implicados en la 

neovascularización como PlGF y PEGF [243]. 

Los estudios preclínicos en varios modelos tumorales han mostrado que 

axitinib vía oral (30mg/Kg, dos veces al día) inhibe el tamaño tumoral un 70% 

[256]. Aunque los mecanismos de acción de los IRTQs en general y de axitinib 

en particular, en cuanto a la expresión de los factores de crecimiento no son del 
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todo conocidos, la eficacia de axitinib en tumores animales se considera que se 

debe a la inhibición de la angiogénesis tumoral [256, 276].  

Actualmente axitinib 5 mg al día ha sido aprobado para el carcinoma de 

células renales avanzado [277, 278]. Además, datos recientes indican que los 

efectos antiangiogénicos de axitinib parecen ser ventajosos en una amplia varie-

dad de tumores incluyendo melanomas y tumores de páncreas, tiroides, mama, 

pulmón y carcinomas colorectales [275, 279, 280]. 

A nivel ocular, Kang y coutores en un modelo murino de NVC coroidea 

inducida por láser han demostrado que la administración vía oral 5mg/Kg de axiti-

nib produce la regresión de la neovascularización ya establecida y sugieren que 

axitinib que actúa sobre numerosos factores antiangiogénicos, incluyendo VE-

GFR-2 y PDGF, puede ser un potente promotor de la regresión de la NV coroidea 

establecida [244]. La habilidad de axitinib para causar regresión en la NV coroidea 

puede ser consecuencia de su actividad como IRTQ multidiana debido a que la 

inhibición de los receptores VEGF bloquea numerosas señales de transducción y 

la inhibición de PDGF bloquea el reclutamiento de pericitos, el cual es crítico para 

la integridad de los vasos y su función [244, 250]. 

Giddabasappa y coautores para evaluar la eficacia de axitinib in vitro uti-

lizaron células endoteliales microvasculares retinianas humanas y pericitos vas-

culares de cerebro humano. Los resultados demostraron que axitinib inhibe las 

vías mediadas por VEGFR y PDGFR-, aunque con diferente potencia. Consis-

tente con los hallazgos de Kang y coautores, también demostraron que una baja 

dosis de axitinib continua (0,875 mg/día) durante 7 días inhibió el edema vascular 

y la neovascularización en un modelo de NV coroidea inducido por láser en ratas 

[245].  

Hay unos pocos estudios preclínicos y clínicos que muestran que la tera-

pia combinada de anti-VEGF y anti-PDGF-B tiene un efecto terapéutico adicional 

[250]. El estudio de Giddabasappa usando ensayos de proliferación in vitro de-

mostraron que el bloqueo aislado de anti-VEGF inhibe solo la proliferación celular 

endotelial y el bloqueo aislado de anti-PDGF inhibe solo la proliferación de los 
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pericitos, mientras que axitinib puede inhibir tanto la proliferación endotelial como 

la inhibición de los pericitos. Adicionalmente comprobaron que axitinib tenía una 

sensibilidad dos veces mayor que el anticuerpo anti-VEGF. Mientras que la sen-

sibilidad hacia el PDGFR era similar a la observada con anti-PDGF-B [245].  

Hasta donde llega nuestro conocimiento es el primer trabajo que muestra 

la actividad antiangiogénica de axitinib tópico en un modelo de conejo. 

En nuestro estudio, axitinib tópico a las diferentes concentraciones em-

pleadas (Grupos D, E y F) produce una inhibición significativa de la NVC en com-

paración con el grupo control (Grupo A, suero fisiológico). Axitinib 0,02 mg/ml 

(Grupo D) inhibe la NVC un 39,04% después de 14 días de tratamiento respecto 

al grupo control; axitinib 0,35 mg/ml (Grupo E) provoca una inhibición significativa 

e intensa inhibiendo la NVC un 71,96% tras 14 días de tratamiento respecto al 

grupo control; con axitinib 0,5 mg/ml (Grupo F) la respuesta inhibitoria fue mayor 

inhibiendo la neovascularización un 83,74% respecto al grupo control, aunque no 

se evidenciaron diferencias significativas entre los dos últimos grupos en cuanto 

a la potencia inhibitoria. Aunque los grupos de axitinib E (0,35 mg/ml) y F (0,5 

mg/ml) sí demostraron ser estadísticamente más eficaces que el grupo D 

(0,02mg/ml) en la inhibición de la NVC. 

En la segunda semana de tratamiento se observó una desaceleración del 

crecimiento de los vasos en todos los grupos de axitinib que podría explicarse por 

la concentración acumulada del fármaco a nivel local. Sin embargo, estas dife-

rencias de crecimiento entre la primera y la segunda semana no fueron significa-

tivas.  

En nuestro estudio, aunque se consiguió una inhibición muy potente de la 

respuesta vascular no se logró una regresión de los vasos formados los primeros 

días. La no regresión pudo ocurrir porque el estímulo angiogénico producido por 

este modelo de suturas es muy potente, y por otro lado, hay que considerar que 

existe la posibilidad que lo que algunos autores describen como una regresión de 

los neovasos corneales se trate simplemente del proceso natural de eliminación 

de neovasos redundantes una vez que se ha reparado el daño corneal. Burger y 
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coautores en sus estudios biomicroscópicos y angiográficos sobre un modelo de 

neovascularización corneal experimental ya describieron estos hallazgos [281]. 

Para el funcionamiento de un sistema vascular a partir de la red vascular preexis-

tente es necesaria la adición de nuevos segmentos (angiogénesis), la alteración 

de los segmentos existentes (remodelación) y la eliminación de los segmentos 

redundantes. El ajuste continuo de los vasos y las estructuras de la red vascular 

se produce en respuesta a las necesidades funcionales. Dar una explicación clara 

de por qué desaparecen estos vasos es difícil puesto que la angioadaptación es 

un proceso complejo donde interactúan la respuesta vascular, el estado metabó-

lico del tejido y las fuerzas hemodinámicas ejercidas por el flujo sanguíneo evo-

cando un proceso de remodelado dinámico e implicando un alto grado de plasti-

cidad vascular [282]. 

Los receptores VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 son considerados dianas 

de axitinib. VEGFR-2 juega un papel mayor en la señal estimulada por VEGF 

mediando, de este modo, la supervivencia, migración y proliferación de las células 

endoteliales, así como la permeabilidad vascular [283]. Axitinib tiene una alta po-

tencia contra VEGFR-2 el cual es conocido como el principal mediador de la an-

giogénesis inducida por VEGF. Axitinib inhibe in vitro la autofosforilación de VE-

GFR-2 con una IC50 de aproximadamente 0,2 nmol/l y de VEGFR-1 con una ma-

yor IC50 (1,2 nmol/l) [256]. Por tanto, es razonable hipotetizar que la inhibición de 

VEGFR-2 puede ser una estrategia para el tratamiento de la CNV basado en el 

hecho de que disminuye fuertemente la señal de transducción por la inhibición de 

la función del receptor. 

Aunque VEGFR-1 se ha hipotetizado que juega un papel negativo en la 

proliferación endotelial en los estados tempranos del desarrollo, donde el dominio 

extracelular del receptor tiene una excelente habilidad para ligar VEGF-A, ab-

sorbe VEGF-A para guardarlo a una concentración local apropiada [284]. En cier-

tas patologías angiogénicas, sin embargo, los resultados indican que VEGFR-1 

también contribuye a la angiogénesis [285]. Así pues, el papel de VEGFR-1 en la 
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angiogénesis ocular debe ser clarificado. Existe la hipótesis de que el factor pla-

centario contribuye al crecimiento vascular afectando a las células derivadas de 

la médula ósea [286]. 

En condiciones asociadas con la angiogénesis patológica como la NVC, 

es esperable que axitinib interfiera con la señalización que surge de la activación 

de estos otros RTQ y actuar, de este modo, como un antagonista efectivo de la 

señalización. Así pues, además del receptor VEGFR-1 y VEGFR-2, axitinib blo-

quea el receptor VEGFR-3. 

Debido a este bloqueo simultáneo de la actividad quinasa de VEGFR-1, 

VEGFR-2 y VEGFR-3, se espera que que la respuesta tenga un perfil distinto que 

la neutralización de un solo subtipo de receptor. El bloqueo selectivo de VEGF-A, 

como con los anticuerpos monoclonales, neutraliza la señal iniciada por el factor 

de crecimiento. Sin embargo, existe un rango de subtipos de VEGF, los cuales 

todos juegan un papel en la señalización de los tres receptores de VEGF conoci-

dos. Por ejemplo, aunque VEGF-A ha mostrado ser un conductor de la señal de 

VEGFR-2, está claro que no es el único ligando para VEGFR-2 [115, 287]. Ade-

más, VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 tienen sitios catalíticos de unión a ATP 

altamente conservados [288], y como axitinib se dirige a este sitio, se une a los 

tres subtipos de receptor. Debido al papel central de la actividad quinasa de los 

VEGFR, si una pequeña molécula bloquea VEGFR-1,-2 y -3 podría entonces pro-

porcionar un abordaje completo para el bloqueo de la señal de VEGF. 

Por otro lado, un incremento de los niveles de VEGF ha mostrado inducir 

un descenso en la ocludina, expresado en los complejos de unión de las CEv, 

produciendo un incremento de la permeabilidad [289]. Kernt y coautores, demos-

traron el efecto estabilizante de axitinib en cultivos celulares de epitelio pigmen-

tario retiniano y en la permeabilidad vascular endotelial mediante la atenuación 

del descenso de los complejos de proteína ocludina y la ZO-1, después de con-

diciones hipóxicas, proporciona la evidencia clínica de que axitinib ofrece propie-
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dades prometedoras para el tratamiento de las complicaciones oculares en pa-

cientes diabéticos. También, en este experimento, axitinib permitió una reducción 

de la expresión de PDGFR- [243]. 

Axitinib potencialmente a concentraciones submicromolares bloquea más 

de un factor que es casualmente responsable del desarrollo de la enfermedad 

vascular entre los que se encuentra PDGF. 

Así pues, la habilidad de inhibir múltiples vías angiogénicas puede ser ne-

cesaria para causar la regresión de los vasos, la cuál puede no ser alcanzada 

únicamente mediante la terapia anti-VEGF [271, 272].  

No está claro si otras actividades inhibitorias de vatalanib y axitinib contri-

buyen a su alto nivel de eficacia, pero existe cierta evidencia de que el bloqueo 

de PDGF y VEGF-A puede ser superior que ambos juntos. Las células endotelia-

les producen PDGF-B el cual promueve el reclutamiento, proliferación y supervi-

vencia de los pericitos. 

También existe evidencia de que el factor de las células madres y su re-

ceptor C-KIT contribuyen a la angiogénesis incrementando la localización nuclear 

de HIF-1 resultando en la elevación de VEGF, PDGF y angiopoyetina-2 y pro-

duciendo otros genes que contienen un elemento de respuesta a la hipoxia dentro 

de su promotor. Es conocido que el bloqueo de C-KIT proporciona un beneficio 

añadido en el tratamiento de la NV ocular asociado al bloqueo de VEGF y PDGF, 

pero es una suposición razonable, porque la Ang-2 es un importante estimulador 

de la angiogénesis [290]. 

 

5.2.2.3 Diferencia entre los distintos fármacos antiangiogénicos 

En 2010, publicamos los resultados de un estudio experimental en la cór-

nea de conejo, en el que se comparó sunitinib (IRTQs multidiana anti-VEGF y 

anti-PDGF) con bevacizumab (anticuerpo monoclonal anti-VEGF). Demostramos 

que la administración de sunitinib era 3 veces más efectiva que bevacizumab en 
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la inhibición de la NV corneal, la NVC fue inhibida en 82,3% con sunitinib tópico 

después de 14 días [223]. 

Bevacizumab se une a VEGF y lo desactiva resultando en la inhibición de 

la formación de vasos sanguíneos anormales. Sin embargo, al igual que en otros 

muchos estudios realizados previamente, observamos que bevacizumab no in-

hibe completamente la neovascularización mediante la vía subconjuntival o tópica 

[189, 223, 291, 292]. El bloqueo VEGF mediante anticuerpos monoclonales ha 

sido validado como una terapia efectiva para enfermedades asociadas con an-

giogénesis patológica y los resultados demuestran que en estados tempranos de 

la angiogénesis el bloqueo de la señal de VEGF puede prevenir el crecimiento de 

los nuevos vasos efectivamente. Sin embargo, numerosos estudios también han 

mostrado que la terapia anti-VEGF puede no ser suficiente para causar la regre-

sión de los vasos más maduros en estados avanzados. 

Los hallazgos de nuestro trabajo publicado en 2010, sugirieron que el blo-

queo simultáneo de los sistemas VEGF y PDGF mediante el sunitinib es más 

eficaz en la inhibición de la NVC que el bloqueo aislado del sistema VEGF me-

diante bevacizumab. Por tanto, la inhibición combinada de las vías de señaliza-

ción de ambos factores VEGF y PDGF podría ser más eficaz que la inhibición 

única del sistema VEGF para el tratamiento de la NVC [223]. A este respecto, los 

agentes que inhiben múltiples vías angiogénicas serían más deseables para un 

mejor abordaje terapéutico. 

Si comparamos las concentraciones más altas empleadas de axitinib y va-

talanib, observamos que axitinib produce una inhibición de la neovascularización 

más intensa que vatalanib (83,74% y 61,20%, respectivamente) después de 14 

días de tratamiento. Así pues, axitinib resultó ser 1,36 veces más potente que 

vatalanib en la inhibición de la NVC. 
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Figura 5.1. Diferencias de la potencia de los inhibidores de los receptores tirosina quinasa 

estudiados con relación al porcentaje de inhibición de la superficie de NVC respecto al 

grupo control medida en mm2. 

 

Si comparamos los resultados de la presente Tesis con los resultados que 

obtuvimos en experimentos previos realizados con sunitinib utilizando la misma 

metodología, axitinib 0,35 mg/ml y axitinib 0,5 mg/ml no presentan diferencias 

estadísticamente significativas con sunitinib 0,5 mg/ml (datos no mostrados). Con 

los datos del mismo trabajo, también podemos postular que el tratamiento con las 

concentraciones más altas de vatalanib y axitinib son más efectivas en reducir la 

superficie de NVC que bevacizumab [223, 224].  

La señalización de PDGF-B, a través de su receptor PDGFR-, regula el 

reclutamiento de las células murales hacia el tubo endotelial vascular en creci-

miento. Las células murales (pericitos y células musculares lisas) son necesarias 

para una normal estabilidad y función del vaso. Las células murales proporcionan 

esta estabilidad cuando los niveles de VEGF-A están comprometidos, de modo 

que los pericitos reducen la dependencia de VEGF-A por parte del vaso para ase-

gurar su supervivencia. Así pues, la terapia anti-VEGF se puede ver limitada por 

el hecho de que los nuevos vasos cambian su dependencia de VEGF a lo largo 

del tiempo y según la maduración del vaso [234]. 
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La inhibición de la señal de PDGF previene del reclutamiento de las células 

murales hacia los vasos nacientes e induce el desprendimiento de los pericitos 

en los vasos maduros. Jo y coautores demostraron que la inhibición de VEGF-A 

y PDGF-B es más efectiva que el bloqueo aislado de VEGF-A causando la regre-

sión de los vasos en múltiples modelos de crecimiento neovascular. Además, la 

pérdida de pericitos, producida por la inhibición de la señalización de PDGF-B, 

hace que los vasos en crecimiento sean más sensibles al bloqueo anti VEGF-A 

[250]. 

Cursiefen y coautores en un estudio clínico patológico en botones cornea-

les observaron que dos semanas después de aparecer la NVC, más del 80% de 

los vasos están cubiertos por los pericitos [49]. Por ello, el tratamiento combinado 

contra las células endoteliales y pericitos es necesario para potenciar el trata-

miento contra los neovasos en un estado avanzado de maduración. Los pericitos, 

reclutados por los vasos a través de la acción de PDGF, están ligados a la forma-

ción del vaso y su estabilización durante la NVC patológica. En este estado, las 

células endoteliales se hacen menos dependientes de VEGF. Además del pro-

ceso paracrino, el contacto célula-célula potencia la supervivencia de la célula 

endotelial vascular [293, 294]. Así pues, en un estado avanzado de maduración, 

lo vasos son restrictivos hacia una terapia anti-VEGF. 

La inhibición de la señal de PDGF resulta en una pérdida de pericitos y una 

disminución de la densidad vascular en un estado avanzado de neovasculariza-

ción en un modelo de ratón. Además, la atenuación del pericito causada por el 

bloqueo de PDGF puede potenciar el efecto antiangiogénico del inhibidor del re-

ceptor de VEGF [234]. Por ello, es necesario una mayor atención sobre los peri-

citos y sus interacciones con las células endoteliales para comprender el com-

pleto potencial de la terapia antiangiogénica. 

Los IRTQs son conocidos por actuar en un amplio rango de quinasas, ha-

ciendo difícil descartar que los efectos deseados sean también producidos por el 

bloqueo de otras quinasas distintas de PDGF-. Sin embargo, la potencial acción 

de vatalanib y axitinib sobre los receptores VEGF y PDGF sugiere que esta acción 



Discusión  

172  

combinada tiene un valor terapéutico añadido induciendo una mayor inhibición de 

los vasos. 

Todo esto nos permite concluir que vatalanib y axitinib, a las dosis y du-

ración utilizadas en el estudio es segura y bien tolerada y puede tener un papel 

como un abordaje adjunto a la terapia convencional de la NVC: Ensayos clínicos 

prospectivos y aleatorizados son necesarios para determinar la dosis ideal y la 

duración del tratamiento. 

 

 

5.3 ESTUDIO HISTOLÓGICO: DISMINUCIÓN DE LA MICRODENSIDAD VAS-

CULAR POR LOS IRTQs 

La evaluación de la extensión de la NVC en la lámpara de hendidura como 

marcador único de la respuesta neovascular corneal puede ser insuficiente. Por 

ello, el estudio de la angiogénesis se complementó con un análisis de imagen 

para facilitar la identificación de los vasos, estudios histológicos para evaluar el 

grado de microdensidad vascular y la morfología de los vasos sanguíneos. 

En relación a la microdensidad vascular, al comparar el área de sección de 

los vasos no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre el 

tamaño de los vasos de los distintos grupos. En cuanto a la densidad vascular, 

se observó una reducción del número de vasos en los grupos tratados con IRTQ 

respecto al grupo control, pero no se observaron diferencias entre las distintas 

concentraciones de los dos fármacos empleados. El porcentaje de área vascula-

rizada respecto al estroma de las secciones corneales depende del número y del 

calibre de los vasos, por lo que también se observó una disminución del área 

vascular en los distintos grupos farmacológicos respecto al grupo control, aunque 

tampoco se hallaron diferencias significativas entre las concentraciones de axiti-

nib y vatalanib utilizadas. 



Discusión 

 173 

Si comparamos para cada fármaco las diferencias de densidad vascular 

entre la zona proximal al limbo (Zona 1) y la zona distal al limbo (Zona 2), expre-

sadas en número de vasos/mm2 y porcentaje de área vascularizada, no se obser-

varon diferencias significativas en el grupo control (grupo A) y en los grupos de 

las concentraciones bajas de vatalanib (grupo B) y axitinib (Grupo D). Sin em-

bargo, en los grupos farmacológicos con concentraciones altas (vatalanib 3,5 

mg/ml-Grupo C; axitinib 0,35 mg/ml-Grupo E y axitinib 0,5 mg/ml-Grupo F) se ob-

servó una reducción de la densidad estadísticamente significativa de la zona dis-

tal respecto a la zona proximal. La capacidad inhibitoria del axitinib de alta con-

centración (0,5mg/ml) se demuestra en la Zona 2 y se caracterizó por una ausen-

cia total de neovasos en todas las corneas evaluadas. 

Estos hallazgos sugieren que los IRTQ, además de reducir el área de su-

perficie neovascular producen una reducción eficaz del número de neovasos. 

Aunque no se hayan detectado diferencias significativas en el calibre de 

los neovasos respecto al grupo control, en el estudio cualitativo de la morfología 

de los vasos hemos podido observar diferencias interesantes entre el grupo con-

trol y los grupos farmacológicos. 

La morfología de las superficies vascularizadas del grupo control (Grupo 

A) mostraron un plexo vascular inmaduro, no jerarquizado, constituido por un la-

berinto de canales anastomosantes cortos y ramificados. En las áreas más dista-

les se identificaron las yemas vasculares. 

Sin embargo, en los grupos tratados con IRTQs (Grupos B-F) se eviden-

ciaron características estructurales diferentes en la morfología del árbol vascular. 

En estos grupos, la respuesta vascular quedó limitada a unas pequeñas forma-

ciones con varios ejes vasculares con una disposición arborescente en compara-

ción con el grupo control que presentó una distribución vascular más direccional 

hacia el vértice del estímulo, extensa y frondosa. Los ejes vasculares estaban 

constituidos por una arteria central de pequeño calibre con ramificaciones cortas 

sin una orientación tan definida como la de los otros grupos. Estos hallazgos su-

gieren que los procesos moleculares y biológicos asociados al sistema VEGF y/o 
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PDGF pueden tener un papel importante en el remodelamiento de los vasos neo-

formados. 

 

 

5.4. ESTUDIO ANATOMOPATOLÓGICO: ANGIOGÉNESIS, INFLAMACIÓN Y 

CAMBIOS ESTRUCTURALES 

Cursiefen y coautores analizaron los botones corneales del receptor des-

pués de una queratoplastia y encontraron que el 20% presentaba angiogénesis. 

La localización más común de los nuevos vasos fue en el tercio superior y medio 

del estroma corneal. Este estudio demostró que la angiogénesis es un hallazgo 

histopatológico común en las enfermedades corneales que llevan al transplante 

de córnea [248]. 

En nuestro estudio, observamos también que los vasos se localizan princi-

palmente en los dos tercios superiores de la córnea, a pesar de que los puntos 

generalmente se localizan en el tercio inferior. Puesto que la migración de los 

vasos se produce siguiendo principalmente el gradiente de concentración de 

VEGF [54], sugerimos que la concentración de citoquinas angiogénicas debe ser 

mayor en las capas estromales más superficiales de la córnea. 

Cursiefen y coautores también observaron que la vascularización corneal 

estaba asociada a edema corneal, células inflamatorias o ambas [248]. En estos 

casos la inflamación es peligrosa para el huésped ya que se produce una des-

trucción y un daño excesivo de los tejidos que conducen a la pérdida de función 

del órgano.  

La respuesta inflamatoria, se inicia como consecuencia de una lesión o 

estimulación directa de los componentes estructurales de un tejido que son: a) 

las células parenquimatosas; b) la microvascularización, c) los macrófagos y mas-

tocitos del tejido, d) las células mesenquimatosas y e) la matriz extracelular. Una 

de las primeras respuestas que se produce tras la lesión del tejido tiene lugar en 

la microvascularización y las vénulas postcapilares, donde se encuentran los 
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componentes más importantes de la respuesta inflamatoria, es decir, el plasma, 

las plaquetas, los eritrocitos, y los leucocitos circulantes. En condiciones normales 

el revestimiento continuo de las células endoteliales, conectados entre sí entre 

uniones íntimas y separadas del tejido por la membrana basal limitante tiene a 

los componentes confinados en el interior del compartimento intravascular. Sin 

embargo, cuando el tejido sufre una agresión los componentes estructurales de 

la pared dan lugar a la activación de las células endoteliales; la pérdida de la 

integridad vascular, la salida de líquido y de los componentes del plasma desde 

el compartimento vascular y la migración de los eritrocitos desde el espacio vas-

cular hacia el tejido extravascular [295]. 

La respuesta de los vasos a la lesión está regulada por mediadores espe-

cíficos de la inflamación en foco inflamatorio, entre estos mediadores se encuen-

tran las moléculas vasoactivas que actúan directamente sobre la pared vascular 

aumentando su permeabilidad. Se generan también factores quimiotácticos que 

atraen leucocitos desde el compartimento vascular hacia el tejido alterado. Se 

conoce bien que los macrófagos pueden jugar un papel en la patogénesis de la 

NV ocular. MPC-1 es una de las moléculas más potentes reclutadoras de macró-

fagos y se considera que está asociada con la patogénesis de la NV ocular. 

Además, en un estudio con sorafenib, en un modelo de NV coroidea en 

ratas, se demostró que este IRTQ reduce la expresión de los genes ICAM-1, la 

cual está implicada en la adhesión endotelial leucocitaria y la migración de los 

leucocitos, lo que podría tener un efecto antiangiogénico y antiinflamatorio [226]. 

En el grupo control (Grupo A), el estudio anatomopatológico de hematoxi-

lina-eosina mostró una intensa reacción inflamatoria a cuerpo extraño constituida 

por la presencia de un infiltrado linfoplasmocitario denso y células gigantes multi-

nucleadas. 

Las secciones histológicas corneales de los IRTQs, a diferencia del grupo 

control, mostraron unos granulomas bien delimitados alrededor de los puntos de 
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sutura proximales con una distribución homogénea y localizada del infiltrado lin-

foplasmocitario, las células epiteloides y los macrófagos. El edema corneal tam-

bién fue menor que en el grupo control. 

En los puntos distales de los grupos de axitinib de alta concentración 

(Grupo E y F) apenas se observó reacción inflamatoria. Estas características de 

la respuesta inmune podrían ser explicadas por la potente inhibición de los vasos 

sanguíneos y linfáticos, permitiendo el acceso de las células inflamatorias a los 

puntos de sutura sólo mediante la difusión a través del estroma desde los vasos 

límbicos preexistentes y los neovasos marginales. De hecho, los IRTQs, a través 

del bloqueo de los receptores de VEGF, reducen el reclutamiento de las células 

precursoras linfáticas y de las células presentadoras de antígeno (Antigen pre-

senting-cell; APC) y suprimen la proliferación de las células endoteliales vascula-

res [233]. 

 

 

5.5. EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS IRTQs 

Los efectos adversos de toda sustancia dependen de la frecuencia de las 

dosis, el tiempo de exposición y la concentración. 

Los ensayos clínicos con vatalanib sistémico en caso de cáncer avanzado 

revelaron efectos adversos del fármaco como náuseas, vómitos, fatiga, mareo, 

ataxia y aumento de la presión arterial en un 25-75% de los participantes. El 

riesgo de crisis hipertensiva fue especialmente alto en aquellos pacientes que 

sufrieron hipertensión arterial [232]. Por ello, es preferible una administración local 

por el bajo riesgo de potenciales efectos sistémicos. La hipertensión parece ser 

un efecto que ocurre en todas las terapias que actúan sobre VEGF, pero gene-

ralmente puede ser manejada con el tratamiento oral estándar. 

El perfil de efectos adversos de axitinib que ocurre con la administración 

sistémica continua también parece ser comparable con el perfil de efectos adver-

sos que ocurre con las medicaciones anti-VEGF sistémicas. El más común de los 
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efectos adversos producido por el axitinib sistémico es la fatiga causada por el 

hipotiroidismo [280]. Otros efectos relacionados son la hipertensión, la anorexia, 

ronquera y náuseas [277]. Sin embargo, los efectos adversos son generalmente 

bien manejados con la modificación de la dosis y tratamiento de soporte [277, 

279, 280]. 

Durante el estudio se determinó la seguridad de vatalanib y axitinib tópico 

en el tratamiento de la NVC definido por la evaluación de efectos oculares y sis-

témicos adversos. 

En nuestro modelo experimental, después de 14 días de tratamiento, los 

ojos tratados con vatalanib (0,4 mg/ml y 3,5mg/ml) no mostraron alteraciones en 

la conjuntiva, epitelio corneal, iris o cristalino. Vatalanib, en comparación con el 

suero fisiológico no produjo alteraciones en la superficie ocular, a pesar del pH 

ácido (3,75 - 4,5) de las dos concentraciones empleadas. 

Axitinib tópico a las diferentes concentraciones empleadas (0,02 mg/ml, 

0,35 mg/ml y 0,5 mg/ml), después de 14 días de tratamiento, también fue bien 

tolerado y no se objetivaron efectos adversos en las distintas estructuras ocula-

res.  

En estudios experimentales previos, en los que se empleó el IRTQ sunitinib 

se observó una tinción amarillenta en todos los ojos, que desapareció a los pocos 

días de suspender el tratamiento, provocada por el depósito de sunitinib sobre la 

superficie del iris puesto que el agente en suspensión tiene un color amarillo-

dorado. El depósito de sunitinib sobre la superficie del iris fue un hallazgo de gran 

relevancia porque actuó como un trazador indicando que la molécula es capaz de 

alcanzar la cámara anterior después de la aplicación tópica, hecho que podría ser 

de gran utilidad clínica para el tratamiento de enfermedades neovasculares intra-

oculares [223, 225]. Sin embargo, es cierto que en la práctica clínica podría con-

siderarse un efecto secundario no deseado en tratamientos prolongados o cróni-

cos. En nuestro estudio, no observamos estos hallazgos con ninguno de los 

IRTQs empleados debido a que vatalanib y axitinib son de color blanco y tras la 

dilución con suero fisiológico se muestran incoloros. 
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En contraste con las terapias biológicas como rabibizumab y bevacizumab, 

compuestos que son derivados de los anticuerpos murinos y son producidos en 

cultivos tisulares de mamíferos o en bacterias, los IRTQ son moléculas sintéticas 

y su riesgo de aumento de inmunigeneidad es bajo, por lo que disminuye las po-

sibilidades de resistencia al tratamiento. 

Sin embargo, una disrupción excesiva de los agentes angiogénicos podría 

producir la inhibición de funciones biológicas que todavía se desconocen. En el 

tratamiento de las terapias dirigidas contra el sistema VEGF debemos tener en 

cuenta las siguientes consideraciones: 

En la córnea VEGF parece tener un efecto neurotrófico, por tanto, se debe 

tener especial cuidado cuando se utilizan anti-VEGFs en pacientes con querato-

patía neurotrófica. Asimismo, VEGF participa de la curación de las heridas epite-

liales y estromales corneales, efecto en parte debido a su papel en el recluta-

miento de macrófagos [296]. De hecho, la depleción de VEGF puede retrasar la 

curación de la herida epitelial y estromal de la córnea [297]. Así pues, también es 

necesario tener precaución al aplicar los tratamientos anti-VEGFs en presencia 

de defectos epiteliales o en situaciones donde tenga lugar la curación de una 

herida corneal. Además, la inhibición del reclutamiento de macrófagos podría 

afectar la respuesta inmune corneal contra agentes infecciosos. 

Por otro lado, en ratones con una deficiencia de PDGF-B, se ha descrito la 

presencia de una retinopatía vascular focal acompañada de una pérdida de célu-

las murales retinianas (pericitos) desencadenando una entidad similar a la retino-

patía diabética [139, 140]. Recientemente, se ha descrito un caso de una pacien-

tra con cáncer renal metastásico tratada con axitinib sistémico a una dosis de 8 

mg/día que desarrolló una microangiopatía isquémica con microhemorragias y 

depósitos algodonosos que revirtió al cesar la medicación [298]. Por ello, son ne-

cesarios estudios adicionales para definir los posibles efectos secundarios y la 

toxicidad de estas sustancias cuando se usan en el ojo durante un extenso pe-

riodo de tiempo. 
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En resumen, son necesarios estudios para determinar las dosis óptimas, 

los efectos secundarios y los mecanismos de acción, y de este modo, poder in-

vestigar la aplicabilidad de vatalanib y axitinib como una alternativa terapéutica 

para el tratamiento de las patologías neovasculares del ojo. 

 

 

5.6. VÍA DE ADMINISTRACIÓN DE LOS IRTQs  

El método más deseado de liberación de los fármacos es teóricamente la 

vía de tratamiento tópica porque esta ruta puede evitar los potenciales efectos 

secundarios oculares de las inyecciones y los efectos secundarios sistémicos de 

la administración oral. 

La administración tópica se podría considerar como la vía de administra-

ción ideal para el tratamiento de la NVC, puesto que, tal como hemos observado 

en las secciones histológicas estudiadas, los neovasos corneales se localizan ge-

neralmente en los dos tercios anteriores del estroma corneal constituyendo una 

ubicación relativamente accesible para el fármaco. 

Mediante la administración tópica sería posible monitorizar las distintas do-

sis y posologías terapéuticas en base a cada patología y en función de su grave-

dad; y facilitaría el uso de los fármacos como tratamiento preventivo ante los pri-

meros indicios de una neovascularización de la córnea. Además, con la finalidad 

de crear un colirio de axitinib con una dispersión estable, recientemente, ha sido 

solubilizado en micelas usando nanopartículas copoliméricas MPEG-PCL (Metoxi 

poli(etilenglicol)-poli(caprolactona)) con capacidad anfifílica consiguiendo una 

buena homodispersión y mejorando su biodisponibilidad [299]. 

Nuestros datos demuestran que vatalanib y axitinib mediante administra-

ción tópica reducen significativamente la angiogénesis corneal a través del blo-

queo de la señal de VEGF y PDGF durante el desarrollo de los nuevos vasos y, 

en este sentido, sugerimos que ambos fármacos pueden ser buenos candidatos 

para el tratamiento de la NVC en la práctica clínica.  
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La administración intravítrea con anticuerpos monoclonales se ha usado 

ampliamente en la práctica clínica para el tratamiento de las patologías neovas-

culares del polo posterior del ojo. También muchos investigadores, en estudios 

experimentales, han empleado IRTQs mediante vía oral o intravítrea para inhibir 

las vías de señalización relacionadas con los receptores tirosina quinasa como 

potencial tratamiento de la NV coroidea. 

Sin embargo, las inyecciones intravítreas resultan desagradables para los 

pacientes y, a veces, son necesarios repetidos tratamientos. Las inyecciones in-

traoculares frecuentes se asocian generalmente a riesgo de endoftalmitis, des-

prendimiento de retina, y hemorragia vítrea. Por tanto, es necesario evaluar nue-

vas vías de abordaje o dispositivos de liberación para reducir las potenciales com-

plicaciones del tratamiento intravítreo e identificar modalidades terapéuticas al-

ternativas. 

La administración subconjuntival puede ser una posibilidad para la libe-

ración del fármaco, especialmente con fármacos como los inhibidores tirosina qui-

nasa que tienen una buena penetración y se debería investigar en futuros expe-

rimentos. Para mejorar este efecto, algunos dispositivos de liberación retardada 

administrados subconjuntivalmente podrían ofrecer la posibilidad de un trata-

miento local de larga duración. La liberación transescleral permite transferir fár-

macos al polo posterior porque la esclera tiene una mayor superficie que la cór-

nea, un mayor grado de hidratación y un bajo número de células y es permeable 

incluso a compuestos de gran peso molecular [300, 301]. Se ha sugerido que la 

vía subconjuntival podría actuar como un depósito de liberación gradual permi-

tiendo una mayor absorción de los tejidos. Sin embargo, en un estudio experi-

mental de conejo, Ko y coautores compararon la administración tópica y subcon-

juntival del IRTQ sunitinib, consiguiendo unos mejores resultados mediante la vía 

tópica [225]. Además, la administración tópica permite un uso más sencillo en la 

práctica clínica oftalmológica. No obstante, serán necesarios futuros estudios 

para optimizar las dosis y posibles combinaciones con otros inhibidores de la an-

giogénesis. 
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El desarrollo de los IRTQs tópicos para que puedan alcanzar el polo pos-

terior puede ser atractivo para el tratamiento de las enfermedades neovasculares 

intraoculares como la DMAE, retinopatía diabética, glaucoma neovascular etc.  

Generalmente, se ha considerado que tras una administración tópica no es 

posible alcanzar niveles adecuados de un fármaco en la retina para el tratamiento 

de patologías retinianas. No obstante, estudios recientes han sugerido que no 

siempre ocurre así. Por ejemplo, Nepafenaco es un profármaco del anfenaco 

(agente antiinflamatorio no esteroideo) que reduce la síntesis de prostaglandinas 

en la coroides un 50% a las 4 horas después de una única gota aplicada tópica-

mente en conejos [302]. 

A diferencia de los anticuerpos monoclonales, los IRTQs son moléculas de 

pequeño tamaño que, penetran fácilmente a nivel intraocular mediante adminis-

tración tópica, tal como demostramos en un estudio previo con sunitinib [223], 

convirtiendo a los IRTQs en fármacos potenciales para el tratamiento tópico de 

las patologías neovasculares oculares que afectan al polo posterior. Esta ruta no 

invasiva, en comparación con la inyección intravítrea y la administración oral, se 

asocia con menor riesgo de efectos adversos sistémicos. 

De hecho, se ha demostrado que un IRTQ, pazopanib, es capaz de reducir 

la NV coroidea a nivel experimental mediante administración tópica o sistémica 

[235, 239, 290]. Sin embargo, clínicamente pazopanib tópico se administró en 

pacientes con membranas neovasculares subfoveales secundarias a degenera-

ción macular y no se consiguieron unos resultados satisfactorios, aunque se ob-

servó una mejora de la agudeza visual corregida. La mejora se produjo solamente 

en un subtipo de pacientes con el genotipo CFH Y402H TT. Para explicar este 

perplejo resultado Danis y coautores propusieron que el fármaco podría haber 

causado un efecto favorable en la función neuronal/receptor sin influenciar en el 

proceso exudativo [239]. 

Por otro lado, se ha mostrado que la coadministración de axitinib sistémico 

con anticuerpos anti-VEGF incrementa el efecto del anticuerpo anti-VEGF [256]. 
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Así pues, en combinación, una dosis menor de la administración sistémica po-

dría reducir los conocidos efectos secundarios. 

Las complicaciones asociadas con la inyección intravítrea deben ser evita-

das y los IRTQs estudiados en la presente Tesis, especialmente axitinib, podrían 

ser usados como una alternativa terapéutica tópica o sistémica. Un régimen de 

dosis eficiente y seguro podría convertir a axitinib en una promesa para el trata-

miento de las NV coroideas refractarias, así como una reducción en la frecuencia 

de las inyecciones intravítreas. No obstante, futuros estudios evaluando la segu-

ridad de una dosis crónica y una plataforma de liberación sostenida deben ser 

investigados para justificar su uso terapéutico. 

 

 

5.7. EL PRINCIPAL OBJETIVO TERAPÉUTICO: LA PREVENCIÓN DEL RE-

CHAZO DEL TRANSPLANTE DE CÓRNEA  

El grado de rechazo del injerto corneal después de un transplante depende 

en gran medida de su situación preoperatoria. Además, el abordaje quirúrgico 

empleado tiene impacto en el rechazo siendo significativamente menor en injertos 

lamelares como DMEK [303] y DALK [304] que en la queratoplastia penetrante. 

La neovascularización tiene un impacto notable en la supervivencia del in-

jerto corneal, antes y después de la queratoplastia. El riesgo de fracaso aumenta 

conforme el grado de neovascularización es mayor, especialmente en presencia 

de inflamación y/o presión intraocular elevada [305]. Cuando el botón corneal se 

inserta en un lecho avascular (queratoplastia de bajo riesgo), la supervivencia del 

injerto alcanza el 90% a los 2 años solo con tratamiento corticoideo tópico, incluso 

sin el pareo del HLA [306, 307]. Por el contrario, la supervivencia del injerto cor-

neal colocado en un lecho vascularizado sin privilegio inmune (queratoplastia de 

alto riesgo) decrece significantemente por debajo del 50% [18, 19, 41]. Además, 

incluso en condiciones de bajo riesgo, una leve hemangiogénesis corneal y lin-

fangiogénesis desarrolladas después de la queratoplastia incrementa el riesgo 

para un rechazo inmunológico [308, 309]. 
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El factor de crecimiento endotelial vascular es un mediador crítico en la 

NVC. VEGF incrementa el crecimiento, la migración y la supervivencia de las cé-

lulas endoteliales vasculares [125]. De hecho, el bloqueo de VEGF-A después del 

transplante resulta en un incremento significativo de la supervivencia del injerto 

[310, 311]. Por ello, existe un creciente interés en prevenir la NV después de la 

queratoplastia usando agentes antiangiogénicos. El factor derivado de las pla-

quetas (PDGF) es también un importante mediador de la neovascularización ju-

gando un papel importante en el reclutamiento de los pericitos, un tipo de células 

murales que estabiliza y madura los vasos neoformados [140]. De este modo, 

vatalanib y axitinib, a través del bloqueo de VEGFR-2 y de PDGF podrían me-

jorar la supervivencia del injerto. 

En un modelo murino, Dietrich y coautores observaron que los vasos linfá-

ticos parecen jugar un papel superior en la mediación del rechazo del injerto com-

parado con los vasos sanguíneos [312]. Los vasos corneales linfáticos permiten 

el acceso del tejido donante a las células presentadoras de antígenos del hués-

ped y del material antigénico a los ganglios linfáticos regionales, donde se acelera 

la sensibilización a los antígenos del injerto (brazo aferente de la respuesta in-

mune) [313, 314]. 

La linfangiogénesis procede de los vasos linfáticos limbares pre-existentes 

o de vasos sanguíneos, en particular las venas. En el estroma corneal, aparecen 

repentinamente estructuras con endotelio linfático similares a vasos linfáticos. Es-

tas estructuras primitivas se pueden fusionar o formar conexiones con los canales 

linfáticos pre-existentes. Se ha sugerido que las células mesodérmicas pueden 

dar lugar a células endoteliales linfáticas y macrófagos que contribuyen directa-

mente a esta formación de los vasos linfáticos [315]. Tras el transplante, los ma-

crófagos reclutados en el foco inflamatorio producen factores que podrían jugar 

un papel destacado en los procesos de angiogénesis y linfangiogénesis [316, 

317]. Así pues, en un futuro la supresión de la función de los macrófagos podría 

convertirse en una nueva estrategia terapéutica para la prevención del rechazo 

de la queratoplastia. 
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Durante la inflamación, los macrófagos secretan VEGF-A, -C y –D y expre-

san VEGFR-3 resultando en la inducción de hem- y linfangiogénesis [317]. VEGF-

C y VEGF-D, actuando sobre VEGFR-3, hacen importantes contribuciones en el 

crecimiento y el desarrollo de los vasos linfáticos [318]. De hecho, se ha demos-

trado que la inhibición específica de su receptor solamente (anticuerpos contra 

VEGFR-3) es suficiente para bloquear la linfangiogénesis corneal [319]. 

Por otro lado, los IRTQs parecen tener la habilidad para restringir la forma-

ción de un brazo aferente y eferente del arco del reflejo inmune promoviendo la 

supervivencia del injerto corneal después del transplante [233]. In vitro, el receptor 

VEGFR-3 es inhibido por vatalanib a concentraciones milimolares (IC50 0,6 mM) 

[253] y por axitinib a concentraciones subnanomolares (IC50 0,3 nM) [207, 256]. 

En un modelo de ratón, Hos y coautores evaluaron el efecto de vatalanib admi-

nistrado por vía sistémica sobre la NVC. En este estudio la hemangiogénesis cor-

neal fue inhibida un 30% y la linfangiogénesis un 70% y demostraron también que 

inhibe el reclutamiento de los macrófagos en la córnea [233]. Hasta donde pode-

mos conocer, no existen estudios que valoren la respuesta linfangiogénica en un 

modelo corneal mediante la administración de axitinib. 

Los IRTQs (axitinib y vatalanib) usados tópicamente podrían formar parte 

de tres estrategias de prevención de los neovasos [55]: 

 

Terapia antilinfangiogénica previa a la queratoplastia: 

a) Prevención primaria: Si el crecimiento de vasos en la córnea durante la pa-

tología corneal puede ser prevenido, la queratoplastia de alto riesgo sobre 

un lecho vascularizado también puede ser prevenida. Por tanto, el trata-

miento tópico de las enfermedades corneales para prevenir la NVC, puede 

mejorar la supervivencia de una futura queratoplastia. 

b) Prevención secundaria. Si la NVC ya ha ocurrido durante la enfermedad 

corneal, la prevención secundaria implica la regresión de los vasos previa a 

la queratoplastia. Esta regresión de los vasos se puede realizar mediante 

estrategias farmacológicas y físicas (véase Introducción: 1.4. Tratamiento 
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de la neovascularización corneal) o combinadas. Una opción podría consis-

tir, por ejemplo, en la cauterización de los vasos mediante diatermia con 

aguja fina y la aplicación de un agente antiangiogénico. 

 

Terapia antilinfangiogénica posterior a la queratoplastia: 

c) Prevención terciaria: La NVC postqueratoplastia es un factor de riesgo sig-

nificativo para subsecuentes reacciones autoinmunes. Así pues, el bloqueo 

de la angiogénesis tras la queratoplastia puede mejorar la supervivencia del 

injerto. 

En resumen, el advenimiento de fármacos con potenciales efectos antilin-

fangiogénicos proporciona un campo de nuevos conceptos en el tratamiento de 

las enfermedades de la superficie ocular. Los IRTQs no solo bloquean la heman-

giogénesis secundaria a inflamación sino también la linfangiogénesis corneal y 

podrían ser capaces de promover la supervivencia del injerto corneal tras un 

transplante de córnea. 

 

 

5.8. PERSPECTIVAS TERAPÉUTICAS Y DIRECCIONES FUTURAS 

5.8.1. Nuevas técnicas de visualización de los vasos linfáticos 

En la clínica, los vasos linfáticos son invisibles al observarlos con lámpara 

de hendidura al contrario de lo que sucede con los vasos sanguíneos corneales. 

En un futuro, nuevas técnicas como la microscopía fotónica basada en la auto-

fluorescencia intrínseca de los tejidos y el uso de las tinciones intravitales en la 

práctica clínica son probables opciones diagnósticas no invasivas funcionales 

para detectar vasos linfáticos en el contexto de una patología de superficie ocular 

[320]. La visualización de los vasos linfáticos haría posible analizar la extensión y 

el potencial incremento o regresión de los mismos durante el seguimiento del 

transplante de córnea, tratamiento antiinflamatorio o enfermedades autoinmunes 

como el ojo seco. 
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5.8.2. Profundización en el conocimiento de los mecanismos moleculares 

implicados en la angiogénesis 

El tratamiento de la NVC está cambiando. Para que el tratamiento de la 

NVC tenga éxito, el estímulo angiogénico que ocurre durante la neovasculariza-

ción debe ser suprimido y el estímulo antiangiogénico debe ser aumentado. 

Durante las dos últimas décadas, paralelo al creciente conocimiento de los 

eventos moleculares subyacentes en la NV ocular se ha incrementado el interés 

general por el uso de los agentes anti-VEGF como opciones terapéuticas poten-

tes para el control de la angiogénesis corneal. En este sentido, se espera que los 

agentes bloqueantes de VEGF o los agentes inhibidores de la tirosina quinasa 

jueguen un papel importante en el aumento de la supervivencia de los transplan-

tes y la conservación de la visión en los procesos neovasculares del ojo. 

En el modelo de NV corneal que hemos desarrollado en el ojo de conejo 

mediante suturas, nuestros resultados demuestran que los IRTQs utilizados inhi-

ben de forma eficaz la neovascularización, aunque no consiguieron hacer regre-

sar los neovasos previamente formados en los primeros días del tratamiento. Este 

hecho puede atribuirse, por un lado, al potente estímulo angiogénico que produce 

el modelo empleado; y por otro lado, a la complejidad de las múltiples vías impli-

cadas en la neovascularización y al actual desconocimiento de otros factores que 

permitan una regresión vascular completa. 

Aunque VEGF ha sido identificado como el mayor estímulo angiogénico 

responsable de la NVC, otros muchos factores como la angiopoyetina, el PDGF 

y el TGF-B están implicados. Así pues, dirigirse no solo a VEGF, sino a otros 

factores de crecimiento puede ser útil en la clínica. 

Las vías de señalización que operan en la interacción entre la célula endo-

telial y el pericito están siendo investigadas y proveerán una información crucial 

de los mecanismos moleculares paracrinos que controlan la formación del capilar. 

La búsqueda de fármacos que permitan manipular las interacciones moleculares 

entre la célula endotelial y el pericito puede proveer a los oftalmólogos de una 



Discusión 

 187 

potente herramienta capaz de controlar y bloquear la proliferación vascular y la 

permeabilidad. El futuro de moléculas que interfieran con el complejo célula en-

dotelial-pericito puede ser interesante para el tratamiento de las enfermedades 

neovasculares del ojo. 

Es necesario determinar la concentración segura y efectiva de estas molé-

culas, el tiempo de exposición de las mismas y las diferentes rutas de administra-

ción para acelerar la expansión de estos tratamientos en oftalmología en un futuro 

próximo. 

 

5.8.3. Diseño de nuevos inhibidores tirosina quinasa 

Existen considerables ventajas de los inhibidores tirosina quinasa respecto 

a otros fármacos (ej. anticuerpos monoclonales) como son el pequeño tamaño de 

la molécula y su alta potencia. 

Existen programas de investigación que emplean tecnología biológica es-

tructural capaces de visualizar a escala atómica las interacciones entre las pro-

teínas y los inhibidores lo que permite una optimización significativa de los fárma-

cos facilitada por estrategias de diseño que enfatizan en la eficacia de los liga-

mientos proteína-inhibidor. 

Hay muchas maneras de medir la actividad quinasa. Los métodos in vitro 

miden la inhibición de la fosforilación del sustrato. Con estos métodos se ha de-

mostrado que muchos inhibidores que se describían a priori “selectivos” desarro-

llan su actividad sobre varias proteínas quinasas. Algunas tienen actividad en 

miembros de una familia relacionada y otros tienen una actividad más amplia. Sin 

embargo, muchas han mostrado una alta especificidad respeto al panel de quina-

sas evaluadas [321]. 

En un ensayo típico de fosforilación para inhibidores competitivos de ATP 

reversibles, la potencia del inhibidor se expresa mediante el valor IC50. Esta fun-

ción mide el grado afinidad intrínseca del inhibidor hacia la quinasa y del grado 
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de competición del ATP. La codependencia de la potencia del inhibidor en la afi-

nidad intrínseca del inhibidor y la cinética de la enzima respecto a su cofactor, el 

ATP, puede complicar la interpretación de los estudios in vitro. Por otro lado, los 

ensayos de fosforilación dependen de la quinasa activa para generar un sustrato 

fosforilado detectable. Este hecho podría complicar la interpretación de los perfi-

les de selectividad de los inhibidores que se unen y estabilizan las quinasas inac-

tivas [211]. 

Los ensayos en cultivos celulares pueden dilucidar las limitaciones de los 

ensayos in vitro, puesto que existen casos en los que la selectividad observada 

en la célula no se corresponde con el perfil de selectividad bioquímica de un inhi-

bidor. Los ensayos in vitro asumen que no hay límites en la permeabilidad celular 

de los compuestos. Una permeabilidad reducida podría disminuir la potencia que 

se registra posteriormente en los ensayos celulares. Además, la respuesta celular 

depende de la sensibilidad de la perturbación en red de señalización en la que 

participa la proteína quinasa inhibida [211]. 

En conclusión, los patrones de selectividad de la quinasa dan una visión 

útil para las posibles interacciones de un inhibidor en las que puede participar. 

Sin embargo, el significado de la selectividad de los patrones debe ser interpre-

tada en el contexto de la biología celular y tisular de las potenciales dianas. 

El logro de una selectividad inhibitoria para proteínas quinasas ofrece un 

cambio en el desarrollo de pequeñas moléculas como herramientas de la investi-

gación química biológica. Medir la selectividad y comprender las características 

comunes de la unión de inhibidores quinasa no selectivos puede ayudar en el 

diseño de inhibidores más dirigidos. Si un compuesto inhibe quinasas múltiples, 

los efectos biológicos pueden no ser atribuibles a las dianas específicas haciendo 

que su función sea más difícil de dilucidar. 

Por otro lado, en el diseño de las moléculas hay que tener en cuenta el 

efecto del peso molecular en su solubilidad y su penetración dentro de la célula. 

Muchos inhibidores selectivos y potentes in vitro a veces son moléculas de alto 
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peso molecular que exhiben limitaciones en la solubilidad, penetración de la cé-

lula y propiedades farmacinéticas [218]. 

La aplicación de diseños híbridos de distintos subtipos de IRTQ es válido 

como un abordaje prometedor en el diseño de andamios de nuevos inhibidores 

en el que inhibidores tipo I se unen con segmentos de inhibidores tipo II que se 

conoce que interactúan en el bolsillo DFG-abierto. 

Hay abiertas muchas líneas de investigación en el desarrollo de los inhibi-

dores tirosina quinasa. Algunos grupos se centran en el estudio de quinasas de 

la misma familia con sitios de unión a ATP similares en sus secuencias. Otros 

grupos criban la acción de un determinado fármaco sobre una amplia variedad de 

quinasas para conseguir una vista general de la selectividad del mismo. De he-

cho, se está observando que compuestos que se consideraban monoespecíficos, 

no son tan selectivos como se pensaba al principio. Otros investigadores com-

prueban las diferencias entre los fármacos cuando actúan sobre una o más enzi-

mas de la misma vía de señalización [211].  

En resumen, es un hecho que el tratamiento de las enfermedades puede 

beneficiarse del desarrollo de fármacos controlados mediante la medición y pre-

dicción de la selectividad de las pequeñas moléculas inhibidoras de las quinasas 

siendo esencial este conocimiento en el desarrollo de cada terapia. 

 

5.8.4. Sistemas de liberación de los antiangiogénicos 

Optimizar los sistemas de liberación de los fármacos como los IRTQs 

puede mejorar el tratamiento futuro mediante la administración tópica para el tra-

tamiento de la NV de la córnea o del segmento posterior del ojo, o bien, una menor 

frecuencia de las inyecciones intravítreas. 

Con este fin, Robbie y coautores exploraron la hipótesis de que los fárma-

cos que se unen a la melanina que tienen como diana la vía de señalización de 

VEGF son retenidos en la úvea pigmentada y funcionan con un depósito del fár-

maco de liberación en el fondo de ojo [322]. Esta estrategia se está actualmente 
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explorando con IRTQ para el tratamiento de neovascularización ocular y se basa 

en las propiedades específicas de unión a la melanina del compuesto que debe 

favorecer la liberación y, sobretodo, el mantenimiento de la bioactividad después 

de la liberación desde las células a la parte posterior del ojo [323]. Estas propie-

dades pueden no ser intrínsecas para una particular clase de compuestos, pero 

podrían ser potencialmente diseñados dentro de una molécula que actúen como 

vehículos capaces de liberar el depósito. Este nuevo mecanismo podría permitir 

en un futuro el tratamiento de la DMAE a través de una sencilla y no invasiva 

administración vía oral de pequeñas cantidades de este fármaco. La liberación 

tópica sería otra prometedora estrategia de liberación de este tipo fármacos con 

capacidad potencial para unirse a la úvea [324]. Estos hechos resaltan la necesi-

dad de exploraciones futuras en la utilidad de la melanina o el concepto de depó-

sito uveal esencialmente cuando se combina con una administración tópica. 

 

5.8.5. Uso de los IRTQs en combinación con otros antiangiogénicos  

Considerando las complejas interacciones de la patogénesis de la neovas-

cularización corneal, es necesario un enfoque multifacético para su prevención, 

quizás usando varios de los tratamientos existentes (véase Introducción: 1.4. Tra-

tamiento de la neovascularización corneal). 

En teoría, la combinación de varios métodos terapéuticos dirigidos a los 

diferentes mecanismos que sostienen la angiogénesis puede resultar más eficaz 

en la prevención de la NVC. Por otro lado, el tratamiento combinado permitiría 

reducir las dosis de los fármacos para reducir los potenciales efectos adversos. 

La combinación de la aplicación de laserterapia con la terapia antiangiogé-

nica permitiría, por un lado, que el láser de argón mediante la coagulación cierre 

los neovasos córneales y, por otro lado, los agentes anti-VEGF prevengan la an-

giogénesis posterior. 

Las terapias o cócteles de varios IRTQs o la combinación con otros agen-

tes antiangiogénicos representan un nuevo concepto terapéutico emergente. Este 

abordaje mediante la combinación de fármacos ha resultado ser más flexible en 
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términos de selección dirigida y diseño terapéutico que el uso de proteínas inhi-

bidoras multidiana, porque los agentes terapéuticos combinados que presentan 

diferentes modos de acción biológicos pueden ser administrados a diferentes con-

centraciones y en distintos tiempos optimizando la respuesta. 

 

5.8.6. Estudios futuros con vatalanib y axitinib 

Los IRTQ son agentes farmacológicos potentes que pueden inhibir la infla-

mación y la neovascularización corneal. Con el advenimiento de estas nuevas 

terapias, podríamos ser capaces de evitar la opacidad corneal y encontrar una 

vía efectiva para permitir un transplante de córnea en aquellos pacientes que han 

sido considerados con alto riesgo de rechazo y fracaso del injerto corneal. 

Este estudio ha mostrado que vatalanib y axitinib, administrados tópica-

mente y sin efectos secundarios significativos, puede ser un nuevo tratamiento 

interesante para el tratamiento de la NVC y podrían representar una terapia alter-

nativa en casos donde el tratamiento convencional ha fallado. 

Para determinar los niveles de vatalanib y axiltinib óptimos requeridos para 

bloquear la acción de VEGF, serán necesarias futuras investigaciones in vivo que 

incluyan mediciones de los niveles de VEGF en los tejidos oculares para las dife-

rentes concentraciones de los fármacos. Además, será necesario determinar 

cómo estos inhibidores de la tirosina quinasa afectan a la expresión de otros fac-

tores angioregulatorios implicados en la NVC. 

Pero antes del inicio de los ensayos clínicos será necesario investigar so-

bre los posibles efectos y toxicidad de estas sustancias. En este contexto es de 

obligatoria necesidad la realización de ensayos clínicos controlados y aleatoriza-

dos para establecer la efectividad y seguridad de los regímenes de tratamiento 

de estos agentes. 
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6.  

CONCLUSIONES 

 

En base a la hipótesis y objetivos planteados en la presente Tesis Doctoral, 

a tenor de los resultados obtenidos y su posterior discusión hemos llegado a las 

siguientes conclusiones: 

1. La administración tópica de vatalanib (IRTQ tipo I) con capacidad para inhibir 

los receptores de VEGF (VEGFR-1 y VEGFR-2) principalmente y los recepto-

res de PDGF, en el animal de experimentación y a las dosis utilizadas, en com-

paración con el placebo, inhibe los neovasos corneales inducidos por un mo-

delo de suturas. 

2. La administración tópica de axitinib (IRTQ tipo II), con capacidad de bloquear 

selectivamente los receptores de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3) e 

inhibir los receptores de PDGF, en el animal de experimentación y a las dosis 

utilizadas, en comparación con el placebo, inhibe los neovasos corneales indu-

cidos por un modelo de suturas. 

3. Las concentraciones más altas de cada fármaco presentan mayor eficacia en 

la inhibición de la neovascularización corneal que las concentraciones meno-

res. 

4. En base al papel crucial que desempeña VEGF en la angiogénesis, en nuestro 

modelo de NVC, la administración tópica de axitinib 0,5 mg/ml y vatalanib 

3,5mg/ml produjo una inhibición del 83,74% y del 61,20%, respectivamente. 

Siendo la inhibición de la neovascularización corneal inducida por axitinib de 

alta concentración 1,36 veces más intensa que la de vatalanib de alta concen-

tración. Por tanto, la administración tópica de axitinib produce una mayor 

inhibición vascular que vatalanib. 

5. Los inhibidores de los receptores tirosina quinasa a las concentraciones estu-

diadas inducen cambios en la morfología del árbol vascular y reducen la micro-

densidad vascular pero no producen cambios significativos en el calibre de los 

vasos. 
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6. La administración tópica de cada angiogénico no induce efectos secundarios 

detectables clínicamente. 

 

En resumen, la administración tópica de los farmacos utilizados (vatalanib 

y axitinib) en un modelo experimental animal de neovascularización corneal indu-

cido mediante suturas, inhibe la formación de neovasos corneales a través del blo-

queo multidiana de los receptores tirosina quinasa de los factores proangiogénicos 

VEGF y PDGF.   

 

Finalmente, los resultados de la presente Tesis Doctoral muestran a los 

inhibidores de la tirosina quinasa, mediante administración tópica, como un nuevo 

concepto terapéutico emergente que ofrece la posibilidad de tratamientos prome-

tedores para las enfermedades neovasculares del ojo. No obstante, serán nece-

sarios ensayos prospectivos y aleatorizados para determinar su eficacia y seguri-

dad en humanos, así como las dosis ideales y la duración del tratamiento.
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ABSTRACT 

 

Background: This study evaluated the effects of topically applied axitinib, a tyrosine ki-

nase inhibitor, in an experimental model of corneal neovascularization (CNV). 

 

Methods: A total of 48 New Zealand rabbits were used. CNV was induced by placing five 

silk sutures in the upper cornea of one eye per rabbit. Rabbits were randomized into four 

groups (12 rabbits each): 0.9% saline (control group), 0.02 mg/mL axitinib, 0.35 mg/mL 

axitinib and 0.5 mg/mL axitinib groups. All treatments were administered three times daily 

for 14 days. Photographs were taken using a slit lamp on days 7 and 14. The area of neo-

vascularization was measured in mm2, as the percentage of total corneal area and as the 

percentage of corneal surface covered by sutures (SCS).  

 

Results: On day 14, the CNV area in the control group (31.50 _ 7.47 mm2; 115.00 _ 22.55% 

of the corneal SCS) was larger than that in the 0.02 mg/mL axitinib group (19.20 _ 8.92 

mm2; 73.89 _ 34.98%), the 0.35 mg/mL axitinib group (8.83 _ 3.92 mm2; 31.90 _ 13.59%) 

and the 0.5 mg/mL axitinib group (5.12 _ 3.97 mm2; 18.38 _ 13.65%). Compared with 

saline, CNV was inhibited 39.04% by 0.02 mg/mL axitinib, 71.96% by 0.35 mg/mL axitinib 

and 84.73% by 0.5 mg/mL axitinib. 

 

Conclusion: Topical administration of the three axitinib concentrations inhibited CNV in 

rabbits, blocking both vascular endothelial growth factor and platelet-derived growth factor 

pathways. Axitinib at 0.5 mg/mL induced profound inhibition of corneal angiogenesis. 

 

KEY WORD: angiogenesis, axitinib, cornea, corneal neovascularization, tyrosine kinase 

inhibitor. 

 

INTRODUCTION 

Corneal neovascularization (CNV) is a common consequence of several inflamma-

tory, infectious and traumatic corneal diseases.1 In addition, neovascularization introduces 
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circulating immune cells, reducing the immune privilege of the cornea and subsequently 

compromising the survival of corneal transplant grafts.2 

VEGF is commonly considered the most prominent angiogenic factor. Among 

members of the VEGF family, VEGF-A is considered the major factor involved in heman-

giogenesis, receiving the greatest attention as a mediator of pathologic neovascularization. 

VEGF-A and its tyrosine kinase receptors (VEGFR-1 and VEGFR-2) are involved in many 

aspects of the angiogenic process: vascular permeability, survival, migration and prolifera-

tion of endothelial cells and capillary tube formation.3,4 On the other hand, VEGF-C and 

VEGF-D bind to the VEGFR-3 receptor with a strong capacity to induce lymphangiogene-

sis.5 

Vascular endothelial cells produce PDGF-B and surrounding mural cells, such as 

pericytes and vascular smooth muscle cells, express its receptor (PDGFR-). PDGF induces 

the recruitment of pericytes and allows the maturation of neoformed vessels.6 Therefore, 

combined inhibition of the signalling pathway of both VEGF and PDGF could be more 

effective than only inhibition of the VEGF system for the treatment of CNV.7 

Conventional CNV therapy is based on the administration of corticosteroids. How-

ever, corticosteroids are not always effective and can induce long-term side effects includ-

ing the development of cataracts, glaucoma and increased risk of infection.2 The most com-

monly used anti-VEGF for off-label treatment of CNV is bevacizumab, a recombinant mon-

oclonal antibody that directly acts against VEGF-A isoforms. However, experimental and 

clinical studies have shown that bevacizumab only partially reduces CNV.7-11 

Tyrosine kinase inhibitors (TKIs) are small molecules that can inhibit the cascade 

of intracellular signal transduction stimulated by one or more tyrosine kinase receptors.12 

These molecules have been well established as clinically useful drugs for the treatment of 

cancer.  

Axitinib is a potent synthetic molecule that stabilizes the kinase domain in an inac-

tive conformation (TKI type II), blocking VEGF transduction signal.13 To the best of our 

knowledge, no work has yet to evaluate the antiangiogenic effects of topically administrated 

axitinib on corneal neovascularization. Thus, the purpose of the present study was to inves-

tigate the antiangiogenic capacity of topically administrated axitinib in a rabbit suture-in-

duced CNV model.  

  

 



Anexo: comunicaciones de investigación y publicaciones 

228  

 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Axitinib (AG-013736) 

Axitinib is a potent small TKI derived from indazole (mw 386.47 Da) that has been 

demonstrated to be advantageous in a wide variety of tumours including melanomas, colo-

rectal carcinomas, and tumours of the pancreas, thyroid, breast, and lung.14-16 At picomolar 

concentrations, it is a potent and highly selective inhibitor of VEGF tyrosine kinase recep-

tors (VEGFR-1, VEGFR-2 and VEGFR-3). At nanomolar concentrations, it also inhibits 

the platelet-derived growth factor receptors  and  (PDGF- and-) 

Three topical concentrations of axitinib were selected based on the following ra-

tionale: a) 0.02 mg/ml axitinib: an axitinib concentration comparable to previous studies 

of 5 mg/ml bevacizumab to obtain comparable results. As a reference, we considered the in 

vitro results of the inhibition of human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) prolifera-

tion induced by human VEGF165 acting on VEGFR-2. Drug concentrations for topical use 

were obtained from the product of its IC50 × 222,222 because the used concentration of 5 

mg/ml bevacizumab is approximately 222,222 times its IC50; b) 0.35 mg/ml axitinib: an 

axitinib concentration comparable to 0.5 mg/ml sunitinib, as used in our previous studies.7,17 

This concentration was calculated by considering the molecular weight of the drug to em-

ploy the same number of moles; and c) 0.5 mg/ml axitinib: an equivalent dose to that used 

in previous studies of other TKIs, including sunitinib7,17 and pazopanib.18-20 

Axitinib was prepared from the active ingredient provided by LC laboratories (free 

base axitinib, LC Laboratories, Woburn, MA, USA) and dissolved in saline to the desired 

concentration. 

 

Experimental model and study groups 

A total of 48 New Zealand rabbits weighing 2.5 to 3 kg were randomly assigned to 

4 groups (12 rabbits per group) corresponding to each of the selected drugs: Group 1 (con-

trol group) saline; group 2: axitinib 0.02 mg/ml; group 3: axitinib 0.35 mg/ml; and group 4: 

axitinib 0.5 mg/ml. 
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A corneal neovascularization model was induced in the right eye of each rabbit with 

a triangular pattern based on the placement of five 8/0 interrupted blue virgin silk sutures 

suture (LorcaMarin SA, Murcia, Spain) at midstromal depth in the upper cornea following 

a limbal-based triangular pattern21 (Figure 1 a).  

 

 

Figure 1. a) Suture technique used to induce corneal neovascularization in rabbits; b) measurement 

of the stimulus area represented by the surface covered by sutures (SCS) using image processing 

software. 

 

Beginning the following day, 2 drops of the selected agent were topically administered three 

times a day (every 8 hours) for two weeks. 

Under anaesthesia, slit-lamp photographic control was performed to quantify the 

angiogenic stimulus surface (surface covered by sutures, SCS) on day 3 and the corneal 

neovascularization surface (CNVS) on day 14. 

The rabbits were sacrificed after two weeks, and the corneas were processed by en-

zymatic staining to analyse the vascular microdensity. Eight eyes were designated to ana-

lyse vascular morphology, and four eyes, for the anatomopathological study. 
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The measurement and quantification of all experimental procedures were performed 

by an examiner blinded to all treatment groups. All procedures and experimentation with 

the animals were performed according to the ARVO (Association for Research in Vision 

and Ophthalmology) standards for animal handling. 

 

Measurement of the surface covered by sutures (SCS) and quantification of CNV surface 

(CNVS) 

Two calibrated colour photographs of each cornea were taken to measure the corneal 

SCS on day 3 of follow-up (Figure 1 b). The corneal photographs were captured at a mag-

nification of ×10 using a FinePix S2Pro digital camera (Fuji Photo Film Corporation Lim-

ited, Tokyo, Japan) attached to a slit-lamp (SL-D7, Topcon Corporation, Tokyo, Japan). 

Image-Pro Plus V.6.0 software (Media Cybernetics Incorporated, Bethesda, Maryland, 

USA) designed for image processing and analysis was employed. 

 

On day 14, rabbit corneas were also evaluated by slit-lamp biomicroscopy to quan-

tify the CNVS. Two colour and one red-free photographs were calibrated using a graduated 

ruler with a resolution of 0.5 mm. The mean value from all 3 photographs was used. 

 

Vascular microdensity and anatomopathological studies 

Eight eyes from each group were allocated for assessments of vascular morphology 

and vascular microdensity. The corneas were sectioned to obtain a block of triangular tissue 

containing the area covered by the sutures and, therefore, the CNVS. The blocks of corneal 

tissue were processed by enzymatic staining using the NADPH diaphorase technique. 

As shown in Figure 2, two areas were analysed. Zone one was located between the 

limbus and the first row of suture points, and zone 2 was located between the first and 

second rows. Two points were selected for each zone: points were selected 750 μm from 

the limbus in zone one (sections A and B) and 2.250 μm from the limbus in zone 2 (sections 

C and D) at the centre of each suture. 

In each zone, the corneal stroma area of both sections was measured and added to 

obtain the overall stromal area, as shown in Figure 3. All measurements were made using 

Image-Pro Plus software to calculate the vascular microdensity. (Figure 3).  
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Figure 2. Schematic of the vascular microdensity study zones. 

 

 

Figure 3. The corneal stroma area to be studied was calculated by adding the corneal stroma areas 

of the 2 sections of each zone. Based on the sum of the stromal areas, the vessels and vascular 

microdensity were analysed. 
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The diameter of a capillary is approximately 5 to 10 μm. Therefore, to avoid false 

positives, structures under 5 μm were excluded, as NADPH diaphorase technique can stain 

the nuclei of some cells that are likely involved in the inflammatory response, as well as 

individual nerve fibres of the sub-basal plexus whose diameters vary between 0.05 and 0.25 

µm. 

Four eyes from each group were allocated to the anatomopathological study. These 

eyes were stained using haematoxylin-eosin to evaluate the structural changes of the su-

tures, inflammatory infiltration, the distribution of corneal blood vessels in the corneal 

stroma, etc. 

Statistical analysis 

Parametric statistical tests were performed after verifying a normal distribution of 

the data by the one-sample Kolmogorov-Smirnov procedure. Differences were considered 

statistically significant when p values were less than 0.05. 

 

 

RESULTS 

Corneal neovascularization surface (CNVS) 

CNVS data for each group are shown in Table 1, expressed in terms of square mm and the 

percentage of neovascularized area to corneal SCS. 

 

 

 

 

 

TABLE 1. Corneal Neovascularization Surface After 14 Days of Treatment (Mean ± SD) 

 

Group 1  

Saline 

Group 2 

Axitinib 0.02 mg/ml 

Group 3 

Axitinib 0.35 mg/ml 

Group 4 

Axitinib 0.5 mg/ml 

1-Way 

ANOVA 

Square mm 31.50 ± 7.47 19.20 ± 8.92 8.83 ± 3.92 5.12 ± 3.97 P < .001 

Percentage of neovascularized area to corneal 

area covered by sutures 
115.00 ± 22.55 73.89 ± 34.98 31.90 ± 13.59 18.38 ± 13.75 P < .001 

Inhibition rate 0% 39.04% 71.96% 83.74%  

ANOVA = analysis of variance; SD = Standard deviation. 
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CNVSs measured on the calibrated photographs are shown in Figure 4. 

 

 

Figure 4. Colour and red-free photographs of rabbit corneas showing the corneal neovasculariza-

tion area (yellow line) after 14 days of treatment in all experimental groups.  

 

On day 14, group 1 (saline) presented a CNVS of 31.50 ± 7.47 mm2, constituting 

115.00 ± 22.55% of the SCS. This result demonstrated that the area of the corneal surface 

covered with neovascular vessels increased with time in group 1, and fourteen days were 

sufficient for the new blood vessels to cover all of the stimulating area (SCS). In group 2 



Anexo: comunicaciones de investigación y publicaciones 

234  

(axitinib 0.02 mg/ml), the CNVS was 19.20 ± 8.92 mm2, corresponding to 73.89 ± 34.98% 

of the SCS, and group 3 showed a CNVS of 8.83 ± 3.92 mm2, representing 31.90 ± 13.59% 

of the SCS. In group 4, the CNVS also increased during the follow-up period to 5.12 ± 3.97 

mm2; however, only 18.38% of the stimulus area was covered by blood vessels on day 14 

(Figure 5).  

 

 

Figure 5. Corneal neovascularization surfaces by slit-lamp biomicroscopy 14 days after surgery 

(mean ± SD) in terms of the percentage of the corneal surface covered by sutures (SCS).  

 

At day 14, the CNVS measured in mm2 in group 1 was higher than the CNVS in 

groups 2 (one-way ANOVA, p = 0.009), 3 (p <0.01) and 4 (p <0.001). The CNVS in group 

2 was also significantly higher than the CNVS in group 3 (p = 0.013) and group 4 (p = 

0.01). The CNVS in group 3 was higher than that in group 4, but the difference was not 

statistically significant (p = 0.172). At day 14, CNV was inhibited 39.04% by axitinib 0.02 

mg/ml, 71.96% by axitinib 0.35 mg/ml and 83.74% by axitinib 0.5 mg/ml compared to 

CNV in the control group.  

  

 

Vascular morphology 

Before the section of the corneal samples, microscopy of corneal tissue stained with 

NADPH diaphorase showed that the emerging pericorneal arteries in group 1 (saline) were 

represented by branched projections oriented towards the sutures (angiogenic stimulus). As 

the vascular tree branched out, the uniform gauge of the arteries diminished towards the 

distal region, forming arterioles and capillaries. In the most distal areas of this vascular 
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plexus of small anastomosing channels were the immature vascular buds of the neovascu-

larization front. The venous vessels from the venules were located in somewhat deeper 

planes, presenting a greater calibre and softer staining with respect to the arteries. The veins 

followed a more irregular and sinuous path into the pericorneal veins (Figure 6 a). 

In the axitinib-treated groups, the response was in many cases limited to arborescent 

structures consisting of one or more branched vascular axes. The ramifications emitted by 

each vascular axis did not present a clear orientation towards the angiogenic stimulus, as in 

the control group. At the distal ends, the vessels exhibited characteristics of capillaries, with 

more anastomoses and small vascular sprouts (Figure 6 b and c). 

 

 

 

Figure 6. Microscopic photograph of the corneal neovascularization surface stained with NADPH 

diaphorase in an eye treated with saline. Arterial vessels exhibited darker staining, uniform gauge 

and straight pathways with some ramifications for angiogenic stimulation. Venous vessels were 

generally located in deeper planes with soft staining and greater sinuosity. 
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CNVS illustrations of the blood vessels of each group drawn using a camera lucida 

are shown in Figure 7. 

 

 

 

Figure 7. Corneal neovascularization surface illustrations. The blood vessels of each sample were 

drawn on DIN-A3 paper using a camera lucida included in an optical microscope (Leica Microsys-

tems Limited Heerbrugg, Switzerland).  

 

 

Microvascular density: number of vessels/mm2 and percentage of vascular area 

The number of vessels per mm2 of sectioned corneal stroma represents the micro-

vascular density. Comparing the values of the different groups, rabbits in the control group 

had a greater number of vessels/mm2 than rabbits treated with axitinib in both zone 1 (p < 

0.016) and zone 2 (p < 0.019). However, when comparing the means between the different 

groups treated with different concentrations of axitinib, no significant differences were ob-

served (p > 0.99 in zone 1, p > 0.08 in zone 2). Therefore, axitinib reduces the number of 

vessels with respect to the saline treatment (Figure 8). 
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Figure 8. Corneal sections stained with NADPH diaphorase (100x) in zone 1 and zone 2 of each 

group. 

The percentage of vascular area with respect to the sectioned corneal stroma area 

was calculated according to the following formula: (sum of the section of vessels/stromal 

area) × 100. The percentage of vascular area was higher in rabbits of the control group than 

in rabbits treated with axitinib (p < 0.001 in zone 1 and p < 0.03 in zone 2). Comparing the 
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three groups treated with axitinib, there were significant differences only between group 2 

(axitinib 0.02 mg/ml) and group 4 (0.5 mg/ml) in zone 2 (p = 0.02). 

Interestingly, the percentage of vascular area did not exceed 5% with respect to the 

sectioned corneal stroma area in any rabbit of any group. 

Figure 9 shows the average vessels/mm2 and percentage of vascular area in zone 1 

and zone 2. 

 

 

 

Figure 9. Variation between zone 1 (close to the limbus) and zone 2 (distal to the limbus) of the 

mean area of cut vessels, the number of vessels/mm2 of stroma and the vascular microdensity in 

terms of stromal area percentage occupied by vessels. 

 

Regarding the comparison of the vascular microdensity between zones 1 and 2 for 

each group, significant differences were observed in groups 3 and 4 (higher concentrations 

of axitinib) between zone 1 and 2. Therefore, we can conclude that, at these concentrations, 

axitinib inhibited angiogenesis more effectively, inducing a downward gradient in the vas-

cular response with greater distances of the stimulus from the limbus. 
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Anatomopathological study 

Granulomatous inflammation, in which lymphocytes and macrophages were pre-

dominant, was observed in the control group. Granulomatous inflammation occurred when 

macrophages accumulated substances that could not be digested (virgin silk) and trans-

formed into epithelioid cells, constituting granulomas. Epithelioid cells contain an oval nu-

cleus and a large central nucleolus and are organized to form cell masses with minimal 

space between cells (Figure 10 a). 

Eyes treated with axitinib exhibited a reduced inflammatory reaction, fewer changes 

in the structure of the stroma in corneal sections with less tissue oedema and fewer blood 

vessels. In the proximal sutures, the inflammatory reaction manifested itself as smaller-

sized and more delimited granulomas. However, at the distal sites, there was a minimal 

inflammatory reaction characterized by the absence of blood vessels (Figure 10 b). 

 

 

Figure 10 Histological section of rabbit cornea 14 days after surgery. (H & E × 100): a) Intense 

inflammatory response in the control group (saline); b) minimal inflammatory reaction at a proxi-

mal point of a rabbit cornea treated with axitinib. A small granuloma was well delimited around 

the sutures.  
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Ocular side effects 

The rabbits’ eyes did not show signs of conjunctival hyperaemia, corneal ulcers, or 

iris or lens abnormalities in any of the groups during the study follow-up. In some rabbits 

of each group, a slight cellular reaction in the anterior chamber (5-10 cells/1x3 mm of beam) 

associated with the surgical procedure occurred, which was resolved in the following days 

without consequences. Examination of the fundus of the eye was also normal in all groups. 

 

DISCUSSION 

The activity of axitinib is related to the structure of the molecule and the spectrum 

of inhibition of the kinase. At low concentrations, axitinib appears to be considerably se-

lective for VEGF receptors (VEGFR-1, VEGFR-2 and VEGFR-3). The effects of axitinib 

result from its binding to the kinase domain of VEGF receptors, stabilizing it in an inactive 

conformation and, consequently, inhibiting VEGF transduction signal.16 

Selective VEGF-A blockade, as with monoclonal antibodies, neutralizes the signal 

initiated by the growth factor. However, there is a range of VEGF subtypes, all of which 

play a role in signalling the three kinds of VEGF receptors. Because of the central role of 

VEGFR kinase activity, a small molecule such as axitinib that blocks VEGFR-1, -2 and -3 

could provide a complete approach for blocking VEGF signalling, which would include 

inhibition of hemangiogenesis and lymphangiogenesis. 

PDGF-B signalling, through PDGFR- receptors, regulates the recruitment of mural 

cells into the growing vascular endothelial tube. Mural cells (pericytes and smooth muscle 

cells) are necessary for normal vessel function and stability. Endothelial vascular sprouts 

secrete PDGF-B, and by binding to PDGFR- receptors expressed by pericytes, PDGF-B 

facilitates the proliferation, differentiation and migration of the same pericytes to stabilize 

new blood vessels.22 

In 2010, we published the results of an experimental rabbit cornea study comparing 

sunitinib (anti-VEGF and anti-PDGF) with bevacizumab (monoclonal anti-VEGF anti-

body). We demonstrated that sunitinib topically inhibits CNV by 82.3% and that topical 

administration of sunitinib was 3 times more effective than topical bevacizumab after 14 

days of treatment.7 The findings suggested that simultaneous blockade of the VEGF and 
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PDGF systems is more effective in inhibiting CNV than only blockade of the VEGF sys-

tem.7 This fact is of great relevance, since without the support of pericytes and VEGF sig-

nalling, apoptosis of the endothelial cell occurs.23-26 

In a murine model of laser-induced choroidal neovascularization, Kang et al demon-

strated that oral administration of axitinib results in regression of established neovasculari-

zation and suggested that axitinib may be a potent promoter of established choroidal neo-

vascularization regression.27 

To our knowledge, it is the first study to show the antiangiogenic activity of topical 

axitinib in a model of ocular neovascularization in rabbits. After 14 days of topical treat-

ment with axitinib at different concentrations (groups 2, 3 and 4), significant inhibition of 

CNVS was observed compared with the control group (group 1, saline). Axitinib at 0.02 

mg/ml (group 2) inhibited the CNVS by 39.04%, and axitinib at 0.35 mg/ml (group 3) 

caused significant and intense inhibition by 71.96% of the CNVS. The inhibitory response 

induced by 0.5 mg/ml axitinib (group 4) was greater, inhibiting neovascularization by 

83.74% with respect to the control group, although no significant differences in inhibition 

were found between groups 3 and 4. However, 0.35 mg/ml axitinib (group 3) and 0.5 mg/ml 

axitinib (group 4) were significantly more effective than group 2 (0.02 mg/ml) in terms of 

inhibition of CNVS. 

Comparing the results of this study with those obtained in previous trials of sunitinib 

using the same methodology, 0.35 mg/ml axitinib and 0.5 mg/ml axitinib did not induce 

significant differences in the inhibition of CNVS compared with 0.5 mg/ml sunitinib (data 

not shown).7,17 

It is unclear whether other inhibitory activities of axitinib contribute to its high level 

of efficacy, although there is some evidence that a simultaneous blockade of PDGF and 

VEGF-A could be superior to blockade of either alone. In this regard, agents that inhibit 

multiple angiogenic pathways would be more desirable for improving therapeutic ap-

proaches. 

In a pathological clinical study in corneal buttons, Cursiefen and coauthors observed 

that more than 80% of vessels were covered by pericytes at two weeks after the onset of 

CNV.28 Therefore, combined treatment against endothelial cells and pericytes is necessary 

to enhance treatment against new blood vessels in an advanced stage of maturation. Peri-

cytes, recruited by the vessels through the action of PDGF, join with the vessel during for-

mation, thus stabilizing it. In this state, endothelial cells become less dependent on VEGF. 
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In addition to the paracrine process, cell-cell contact enhances the survival of vascular en-

dothelial cells.29,30 Thus, in an advanced stage of maturation, the vessels are restrictive to-

wards anti-VEGF therapy. Attenuation of pericytes caused by PDGF blockade may poten-

tiate the antiangiogenic effect of VEGF receptor inhibitors.31 Therefore, more attention 

should be paid to pericytes and their interactions with endothelial cells to better understand 

the full potential of antiangiogenic therapy. 

In relation to the vascular microdensity, a reduction in the number of vessels and in 

the percentage of the vascular area with respect to the stroma was observed in the groups 

treated with axitinib compared to the control group. Among the different concentrations of 

axitinib, a significant difference was only found between the concentrations of 0.02 mg/ml 

axitinib and 0.5 mg/ml axitinib, with 0.02 mg/ml axitinib inducing a significantly lower 

effect. 

According to the morphological findings of the vascular tree in the groups treated 

with axitinib (groups 2-4), the vascular axes consisted of a small-calibre central artery with 

short branches without a definite orientation, suggest that the molecular and biological pro-

cesses associated with the VEGF and/or PDGF system could be relevant in the remodelling 

of neoformed vessels. 

Compared with the control group, histological corneal sections of the axitinib 

groups generally showed lower inflammation with delimited granulomas around the proxi-

mal sutures with a more homogeneous and localized distribution of lymphoplasmacytic in-

filtrate, epithelial cells, and macrophages. In the distal sutures of the high-concentration 

axitinib groups, almost no inflammatory reaction was observed. These characteristics of the 

immune response could be explained by potent inhibition of blood and lymphatic vessels, 

allowing access of inflammatory cells to the sutures only by diffusion through the stroma 

from preexisting limbic vessels and marginal blood vessels. In fact, TKIs, by blocking 

VEGF receptors, reduce the recruitment of lymphatic precursor cells and antigen-presenting 

cells (APCs) and suppress the proliferation of vascular endothelial cells.32 

The safety of topical axitinib for the treatment of CNV was also determined in this 

study by evaluating ocular and systemic adverse effects. At the different doses studied top-

ical axitinib was well tolerated after 14 days of treatment, and no adverse effects were ob-

served on ocular structures. 

The adverse effects profile of axitinib that occurs with continuous systemic admin-

istration appears to be comparable with the adverse effect profile that occurs for administra-

tion of systemic anti-VEGF medications. The most common of the adverse effects produced 
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by systemic axitinib is fatigue caused by hypothyroidism.15 Other related effects are hyper-

tension, anorexia, hoarseness and nausea.33 However, adverse effects are generally well 

managed with dose modification and supportive treatment.14,15,33 In treatments to suppress 

VEGF for neovascular diseases of the eye, the following factors must be considered. In the 

cornea, VEGF appears to have a neurotrophic effect. Thus, caution should also be taken 

when applying anti-VEGF treatments in the presence of epithelial defects or in situations 

where healing of a corneal wound occurs.34 On the other hand, in a murine model with a 

PDGF-B deficiency, the presence of focal vascular retinopathy accompanied by a loss of 

mural cells (pericytes) of the vessels has been described, and such mice develop a pathology 

similar to diabetic retinopathy.23,35 

In previous experimental studies of sunitinib in rabbits, yellowish staining was ob-

served in the iris of the eyes of all rabbits, which disappeared within a few days after dis-

continuation of treatment. This staining was caused by deposition of sunitinib on the surface 

of the iris because the agent in suspension has a golden-yellow colour. The deposition of 

sunitinib on the surface of the iris was largely relevant, because the yellow colour func-

tioned as a tracer indicating that the molecule was able to reach the anterior chamber after 

topical application. This finding could be of great clinical utility for the treatment of intra-

ocular neovascular diseases.7,36 

However, it is true that, in clinical practice, an undesired side effects must be con-

sidered, especially for prolonged or chronic treatments. In our study, we did not observe 

any adverse side effects with axitinib treatment because it is white, and after dilution with 

saline serum, becomes colourless. 

 

Conclusions 

In summary, a novel, topically administered, tyrosine kinase receptor inhibitor, ax-

itinib, significantly and extensively inhibited corneal neovascularization in rabbit eyes. The 

high capacity of axitinib to block neovascularization in the cornea could be a consequence 

of its multitargeting activity, inhibiting both VEGF and PDGF. In addition, by blocking 

VEGFR-3, axitinib could inhibit corneal lymphangiogenesis and was able to promote the 

survival of corneal grafts after corneal transplant. 

Axitinib, at the doses and duration used in the study, is safe and well tolerated. 

However, further studies are needed to define the possible side effects and toxicity of this 

drug when used in the eye for an extended period of time. Additional studies are needed to 

determine its mechanisms of action, optimal doses, and side effects. In this context, it is 
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mandatory to carry out randomized controlled clinical trials to establish the effectiveness 

and safety of the treatment regimens of axitinib for future applications as a therapeutic al-

ternative for treating ocular neovascular pathology. 
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