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RESUMEN 

La presente Tesis Doctoral se basa en el estudio in vivo de la biocompatibilidad 

y eficacia de Laponita como portador de varios agentes farmacológicos de diferentes 

características, concretamente un antiinflamatorio esteroideo de amplísima aplicación en 

patología oftalmológica como la dexametasona y un agente de baja solubilidad como la 

brimonidina. También se ha aprovechado para comparar dos vías distintas de 

administración (supracoroidea e intravítrea) y se ha trabajado con modelos animales 

tanto sanos como enfermos. Además, se ha desarrollado un sistema no invasivo de 

monitorización de la formulación intravítrea mediante tomografía de coherencia 

óptica (OCT). 

Las enfermedades del segmento posterior del ojo suponen un reto desde el punto 

de vista clínico, tanto por su frecuencia como por su grave afectación de la visión. La 

complejidad anatómica del ojo y la existencia de diversas barreras fisiológicas con función 

protectora hacen que las medidas terapéuticas disponibles en la actualidad sean 

frecuentemente insuficientes para mantener unos niveles del fármaco dentro del rango 

terapéutico. Las distintas vías de administración oftálmicas tienen en común la baja 

biodisponibilidad del fármaco en el lugar de acción y la necesidad de administraciones 

repetidas, lo que conlleva en el caso de las inyecciones oculares un riesgo no desdeñable 

de complicaciones graves. En los últimos años se han llevado a cabo investigaciones 

enfocadas en los sistemas de nanopartículas como biomateriales capaces de liberar 

fármacos de forma sostenida, lo cual permite de forma simultánea reducir la dosis y 

mantener la administración de forma prolongada a nivel del tejido diana. Entre los diversos 

nanomateriales que se están explorando, la Laponita, un silicato estratificado coloidal 

sintético, destaca como un biomaterial especialmente prometedor y emergente, el cual 

reúne una serie de características fisicoquímicas y biológicas que lo hacen especialmente 

atractivo para su aplicación ocular, como son el hecho de ser biocompatible, fácilmente 

inyectable y ópticamente transparente, con cualidades como la tixotropía, que facilita su 

inyección, y la capacidad para retener todo tipo de moléculas, así como para liberarlas de 

manera progresiva. Sin embargo, a pesar de sus prometedoras cualidades, existen pocos 

estudios realizados sobre aplicaciones del biomaterial Laponita en el ojo hasta la fecha, a 

pesar de existir numerosas pruebas científicas que sugieren que puede utilizarse de manera 

segura en los tejidos oculares. 

Para avalar el desarrollo de los estudios que componen esta tesis, de manera previa 

nuestro grupo ya había realizado estudios previos con Laponita, tanto a nivel in vitro como 

in vivo. Inicialmente se creó y caracterizó, in vitro, una nueva formulación de dexametasona 

utilizando una matriz de Laponita como base (formulación DEX/LAP), la cual mostró una 

liberación sostenida del fármaco durante 24 semanas, testándose sobre soluciones que 

emulaban el humor vítreo. Este estudio puso de relieve la sencillez del método de 

preparación. Un estudio en paralelo demostró, in vivo, que la administración de Laponita en 

ojos sanos de conejo era segura y biocompatible, con persistencia intraocular tras inyección 

intravítrea y supracoroidea. No hubo diferencias significativas en la presión intraocular, no 

se observaron complicaciones oculares relevantes, ni cambios patológicos en el estudio 

histológico. Además, se observó una lenta degradación de Laponita durante 14 semanas. 
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A partir de ahí, el primer objetivo se centró en evaluar in vivo el perfil 

farmacocinético y la seguridad ocular de la formulación DEX/LAP. Para ello se 

seleccionó una cohorte de 30 conejos albinos hembra de Nueva Zelanda, dada la idoneidad 

de este modelo animal para los estudios farmacocinéticos, con un seguimiento de hasta 24 

semanas. Se aprovechó la intervención para comparar dos rutas distintas de administración 

(intravítrea y supracoroidea). Los resultados demostraron que, tras una única inyección de 

la formulación, la liberación de dexametasona a partir de Laponita se mantiene hasta 6 

meses en el cuerpo vítreo de ojos de conejo sanos. Además, ambas vías de administración 

fueron seguras, requiriendo menor dosis la supracoroidea. 

Para demostrar el carácter generalizable del sistema de liberación, y al no existir en 

la actualidad ningún tratamiento intravítreo enfocado al control de la neuropatía 

glaucomatosa, para el siguiente estudio se seleccionó el fármaco brimonidina, en lugar de 

dexametasona (formulación BRI/LAP). Además, se aplicó sobre un modelo de enfermedad 

(glaucoma crónico inducido) para comprobar el efecto terapéutico mantenido durante un 

período prolongado y para confirmar la ausencia de efectos secundarios. La investigación 

se llevó a cabo con 91 ratas Long Evans (40% de machos, 60% de hembras). Este segundo 

estudio permitió evaluar in vivo el efecto terapéutico de la formulación BRI/LAP tras una 

única inyección intravítrea. Los resultados obtenidos mediante técnicas de evaluación de la 

eficacia y tolerancia (OCT, electrorretinografía, técnicas histológicas y estudios 

farmacocinéticos) mostraron que la formulación BRI-LAP produjo un efecto hipotensor y un 

efecto neuroprotector durante al menos 6 meses. 

Los estudios realizados mediante OCT en este último estudio aportaron información 

no solo de la estructura y grosor neurorretinianos, sino también de la interfase 

vitreorretiniana, donde se observó la formulación en forma de agregados hiperreflectantes. 

A partir de estos hallazgos se realizó un nuevo estudio centrado en el desarrollo de un 

sistema para monitorizar por OCT la formulación BRI/LAP mediante una caracterización 

cualitativa y cuantitativa de dichos agregados basada en los cambios en la intensidad de la 

señal vítrea observada, respecto a la intensidad del epitelio pigmentario de la retina, 

expresado como ratio VIT/EPR. El análisis de los resultados obtenidos mostró que la 

intensidad relativa VIT/EPR es significativamente mayor en los ojos tratados con la 

formulación BRI/LAP que en los no tratados; que los valores de intensidad disminuyen con 

el tiempo y que los agregados pueden calcularse con un alto grado de reproducibilidad. 

Además, el área total agregada se correlaciona con la cantidad de brimonidina en todas las 

fases del estudio y muestra una curva de degradación similar. Por lo tanto, la intensidad 

relativa de VIT/EPR parece ser un biomarcador útil y objetivo para la monitorización de la 

formulación BRI/LAP, postulándose como un novedoso método de medición no invasivo. 

Finalmente, como último trabajo de esta Tesis Doctoral, se realizó una revisión de 

los estudios con Laponita llevados a cabo en el ojo durante los últimos 10 años, así como 

de los estudios no realizados en el ojo pero que podrían ser potencialmente aplicables en 

oftalmología. La revisión mostró las numerosas evidencias científicas que sugieren que la 

Laponita puede utilizarse en todas las estructuras y tejidos oculares, desde la piel y los 

apéndices oculares hasta la retina y la órbita, a pesar de los pocos estudios realizados hasta 

la fecha sobre la aplicación del biomaterial Laponita en el ojo y/o tejido ocular. Entre sus 

ventajas destacan -en el caso de la oftalmología- la biocompatibilidad, la transparencia 

óptica, el grosor nanométrico y la tixotropía, que facilita la inyección, además de su 
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capacidad para retener todo tipo de moléculas, incluso en co-carga, y su habilidad para 

liberarlas progresivamente para tratar la célula diana tras su administración en forma de gel 

tópico o inyección cutánea, intravítrea o supracoroidea, o como andamiaje. También posee 

características bactericidas y regenerativas intrínsecas. La translación a la práctica clínica 

del biomaterial Laponita como sistema de administración de fármacos parece un 

hecho factible, sencillo y próximo. Sin embargo, su aplicación en el campo de la medicina 

regenerativa parece todavía lejano. Se concluyó con la idea de que la Laponita parece ser 

un biomaterial que merece un estudio más profundo en aplicaciones médicas, quirúrgicas y 

regenerativas en futuras investigaciones oftalmológicas. 
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ABSTRACT 

The present Doctoral Thesis is based on the in vivo study of the biocompatibility 

and efficacy of Laponite as a carrier of several pharmacological agents with different 

properties, specifically a steroidal anti-inflammatory of very wide application in 

ophthalmologic pathology such as dexamethasone and an agent with low solubility such as 

brimonidine. It has also been used to compare two different routes of administration 

(suprachoroidal and intravitreal) and we have worked with both healthy and diseased 

animal models. In addition, a non-invasive system for monitoring the intravitreal 

formulation using optical coherence tomography (OCT) has been developed. 

Diseases of the posterior segment of the eye are a clinical challenge, both because 

of their frequency and because of their severe visual impairment. The anatomical complexity 

of the eye and the existence of various physiological barriers with a protective function mean 

that currently available therapeutic measures are often insufficient to maintain drug levels 

within the therapeutic range. The different ophthalmic routes of administration have, in 

common, the low bioavailability of the drug at the site of action and the need for repeated 

administrations, which in the case of ocular injections entails a considerable risk of serious 

complications. In recent years, research has focused on nanoparticle systems as 

biomaterials capable of sustained drug release, which simultaneously reduces the dose and 

allows prolonged administration at the target tissue site. Among the various nanomaterials 

being explored, Laponite, a synthetic colloidal layered silicate, stands out as a particularly 

promising and emerging biomaterial, which brings together a series of physicochemical and 

biological characteristics that make it especially attractive for ocular application, such as 

being biocompatible, easily injectable and optically transparent, with qualities such as 

thixotropy, which facilitates its injection, and the ability to retain all types of molecules, as 

well as to release them progressively. However, despite its promising qualities, there have 

been few studies on applications of the biomaterial Laponite in the eye to date, even though 

there is ample scientific evidence to suggest that it can be used safely in ocular tissues. 

To support the development of the studies that compose this Doctoral Thesis, our 

group had already conducted previous studies with Laponite, both in vitro and in vivo. 

Initially, a new formulation of dexamethasone was created and characterized in vitro using a 

Laponite matrix as a base (DEX/LAP formulation), which showed a sustained drug release 

for 24 weeks, tested on solutions emulating the vitreous humor. This study highlighted the 

simplicity of the preparation method. A parallel study demonstrated, in vivo, that Laponite 

administration in healthy rabbit eyes was safe and biocompatible, with intraocular 

persistence after intravitreal and suprachoroidal injection. There were no significant 

differences in intraocular pressure, neither relevant ocular complications, and no pathological 

changes were observed in the histological study. In addition, a slow degradation of Laponite 

was observed for 14 weeks. 

Thereafter, the first objective focused on evaluating the in vivo pharmacokinetic 

profile and ocular safety of the DEX/LAP formulation. For this purpose, a cohort of 30 

New Zealand female albino rabbits was selected, given the suitability of this animal model 

for pharmacokinetic studies, with a follow-up of up to 24 weeks. The intervention was used 

to compare two different routes of administration (intravitreal and suprachoroidal). The 

results demonstrated that, after a single injection of the formulation, dexamethasone release 

from Laponite was maintained for up to 6 months in the vitreous body of healthy rabbit eyes. 



 

18 
 

Furthermore, both routes of administration were safe, with the suprachoroidal route requiring 

lower dose. 

To demonstrate the generalizability of the delivery system, and as there is currently 

no intravitreal treatment focused on the control of glaucomatous neuropathy, the drug 

brimonidine was selected for the following study (BRI/LAP formulation). In addition, it was 

applied on a disease model (chronic glaucoma induced) to test the therapeutic effect 

maintained over a prolonged period and to confirm the absence of side effects. The research 

was carried out on 91 Long Evans rats (40% male, 60% female). This second study made it 

possible to evaluate in vivo the therapeutic effect of the BRI/LAP formulation after a 

single intravitreal injection. The results obtained by efficacy and tolerance assessment 

techniques (OCT, electroretinography, histological techniques and pharmacokinetic studies) 

showed that the BRI-LAP formulation produced a hypotensive and a neuroprotective effect 

for at least 6 months. 

The OCT studies performed in the latter study provided information not only on the 

neuroretinal structure and thickness, but also on the vitreoretinal interface, where the 

formulation was observed in the form of hyperreflective aggregates. Based on these findings, 

a new study focused on the development of a procedure to monitor by OCT the BRI/LAP 

formulation through a qualitative and quantitative characterization of these aggregates 

based on the changes in the intensity of the vitreous signal, with respect to the intensity of 

the retinal pigment epithelium, expressed as VIT/RPE ratio. Analysis of the results obtained 

showed that the relative VIT/RPE intensity is significantly higher in eyes treated with the 

BRI/LAP formulation than in untreated eyes; that the intensity values decrease with time; 

and that the aggregates can be calculated with a high degree of reproducibility. Furthermore, 

the total aggregate area correlates with the amount of brimonidine in all phases of the study 

and shows a similar degradation curve. Therefore, the relative intensity of VIT/RPE appears 

to be a useful and objective biomarker for monitoring the BRI/LAP formulation, postulating 

itself as a novel non-invasive measurement method. 

Finally, as the last work of this Doctoral Thesis, a review of the studies with 

Laponite carried out in the eye during the last 10 years, as well as studies not carried out in 

the eye, but which could be potentially applicable in ophthalmology, was performed. The 

review showed the numerous scientific evidence suggesting that Laponite can be used in all 

ocular structures and tissues, from the skin and ocular appendages to the retina and orbit, 

despite the few studies performed to date on the application of the biomaterial Laponite in 

the eye and/or ocular tissue. Its advantages include - in the case of ophthalmology - 

biocompatibility, optical transparency, nanometric thickness and thixotropy, which facilitates 

injection, in addition to its capacity to retain all types of molecules, even in co-loading, and 

its ability to progressively release them to treat the target cell after administration in the form 

of a topical gel or cutaneous, intravitreal or suprachoroidal injection, or as a scaffold. It also 

shows intrinsic bactericidal and regenerative characteristics. The translation to clinical 

practice of the Laponite biomaterial as a drug delivery system seems a feasible, simple and 

near fact. However, its application in the field of regenerative medicine seems still far away. 

Laponite seems to be a biomaterial that deserves further study in medical, surgical and 

regenerative applications in future ophthalmological research. 
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INTRODUCCIÓN 

1. Anatomía y fisiología del ojo 

 El ojo es uno de los órganos más complejos del cuerpo humano. En el ojo humano 

se pueden distinguir tres capas concéntricas (Figura 1): 

a. Capa externa (túnica fibrosa): está formada por la córnea y la esclerótica. La córnea 

se encuentra en la parte más anterior y es transparente debido a la disposición ordenada 

de los haces de colágeno y deshidratación. Esta cualidad permite el paso de luz hacia 

el interior del ojo. La esclera está en la parte posterior y tiene color blanquecino por la 

desorganización de los haces de colágeno e hidratación relativa. Estas capas protegen 

el interior del ojo de agentes externos. La parte visible de la esclerótica está cubierta por 

una membrana mucosa transparente, la conjuntiva, mientras que en su parte más 

interna está en contacto con la coroides. La córnea y la esclerótica están unidas por el 

limbo donde la córnea se encuentra con el tejido del iris en lo que se conoce como el 

ángulo irido-corneal. Dentro del tejido conectivo del ángulo se encuentra una red de 

canales revestidos de endotelio que es la malla trabecular, y profundo a la malla dentro 

del tejido conectivo de la esclerótica se encuentra el canal venoso de Schlem. Estas 

estructuras forman el sistema de drenaje del fluido intraocular para mantener la 

normotensión ocular. 

b. Capa intermedia o úvea (túnica vascular): se trata de una estructura muy 

vascularizada con elementos neuroepiteliales y tejido conjuntivo. Además, el tejido uveal 

contiene fibras musculares, nervios y melanocitos que le confieren un aspecto 

pigmentado. Está formada por tres estructuras anatómicas: el iris, el cuerpo ciliar y la 

coroides. El iris controla el tamaño de la pupila y la cantidad de luz que llega a la retina; 

el cuerpo ciliar controla la potencia y la forma del cristalino y produce el humor acuoso; 

y la coroides es la capa vascular que da oxígeno y nutrientes a las capas externas de la 

retina, extendiéndose desde la ora serrata hasta el nervio óptico. 

c. Capa interna (túnica nerviosa): está constituida por la retina, una compleja estructura 

en capas de neuronas que captan y procesan la luz. Recubre la superficie interna del 

ojo, rodeando la denominada cavidad vítrea. Como la corides, la retina se extiende 

desde la cabeza del nervio óptico hasta la ora serrata. 

En el interior del globo ocular se encuentra el cristalino, un órgano encapsulado, de 

forma lenticular, transparente, biconvexo, formado por una serie de laminillas concéntricas 

y suspendido de los procesos ciliares por filamentos. Su ubicación establece la división entre 

el segmento anterior y el segmento posterior del ojo. A su vez el ojo se divide en tres 

cámaras: (1) cámara anterior, el espacio entre la córnea y el iris. (2) cámara posterior, el 

espacio entre la superficie posterior del iris y la superficie anterior del cristalino. (3) cámara 

(o cavidad) vítrea, el espacio entre la superficie posterior del cristalino y la retina. Las 

cámaras anterior y posterior contienen humor acuoso, que es un fluido acuoso producido 

por el cuerpo ciliar, mientras que la cámara vítrea contiene el cuerpo vítreo, una sustancia 
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gelatinosa constituida por fibras de colágeno de tipo II suspendidas dentro de un gel 

altamente hidratado de hialuronato, matriz extracelular y agua. 

 

Centrándonos en aquellas estructuras anatómicas involucradas en el tema en 

estudio, se detallan los aspectos relevantes de la retina, la coroides y el cuerpo vítreo, 

ubicadas en el segmento posterior. 

La retina se desarrolla a partir de la copa óptica durante la embriogénesis. Se forma 

por invaginación de la vesícula óptica, que es una excrecencia del cerebro anterior 

embrionario. La pared interna de la copa óptica (que rodea la cavidad vítrea) se convierte 

finalmente en la retina sensorial y la pared externa (rodeada por la coroides y la esclerótica) 

da lugar al epitelio pigmentario de la retina (EPR). Los distintos elementos que constituyen 

la retina son neuronas, tejido vascular y células gliales, que interactúan entre sí, dando lugar 

a un sistema neurovascular. El epitelio pigmentario mantiene la barrera hematorretiniana 

externa, mientras que los vasos sanguíneos de la retina mantienen la barrera 

hematorretiniana interna. La retina se organiza en diez estratos que, de dentro a fuera, son: 

1) membrana limitante interna (MLI) 

2) capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) 

3) capa de células ganglionares (CCG) 

4) capa plexiforme interna (CPI) 

5) capa nuclear interna (CNI) 

6) capa plexiforme externa (CPE) 

7) capa nuclear externa (CNE) 

8) membrana limitante externa (MLE) 

 

Figura 1. Ilustración esquemática de la estructura del ojo. 
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9) capa de segmentos de fotorreceptores (CSF) 

10) epitelio pigmentario de la retina (EPR) 

La retina neural o sensorial consta de seis clases principales de neuronas: 

fotorreceptores, células bipolares, células horizontales, células amacrinas y células 

ganglionares, las cuales se encargan de captar y procesar las señales luminosas, y de la 

glía de Müller, que actúa como columna vertebradora y organizadora de la retina neural. Las 

células de la retina neural están dispuestas en capas paralelas (Figura 2). Los núcleos de 

las células fotorreceptoras forman la CNE. Los núcleos de las células gliales, las células 

bipolares, las células amacrinas y las células horizontales forman la CNI. La CNI tiene capas 

plexiformes a ambos lados. En la CPE, los fotorreceptores sinaptan con las células bipolares 

y horizontales, mientras que, en la CPI, las células bipolares y amacrinas hacen sinapsis 

con las células ganglionares. Los núcleos de las células ganglionares conforman la CCG y 

sus axones la CFNR. Los procesos de la glía de Müller se extienden por toda la retina. Las 

prolongaciones apicales forman la MLE mediante complejos de unión entre sí y con los 

fotorreceptores. Las prolongaciones terminales forman la MLI. Los procesos laterales de la 

glía entran en contacto con los vasos sanguíneos y las neuronas y forman sinapsis con las 

dendritas de las capas plexiformes y los axones de la CFNR. 

 

El EPR es una monocapa de unos 3,5 millones de células epiteliales cuboidales 

dispuestas en un patrón hexagonal, con una densidad relativamente uniforme en toda la 

retina, entre la CSF y la coriocapilar, una capa de capilares adyacente a la capa más interna 

de la coroides. En el citoplasma apical de las células del EPR hay numerosos gránulos de 

pigmento (melanina y lipofuscina). Entre las funciones importantes del EPR se incluye el 

mantenimiento de la función fotorreceptora (fagocitosis de desechos de los fotorreceptores, 

regeneración y síntesis de pigmentos), adhesión retiniana, almacenamiento y metabolismo 

de la vitamina A, producción de factores de crecimiento y desempeña un papel importante 

en la función de barrera hemato-retiniana. 

 

Figura 2. Imagen histológica de la retina teñida con hematoxilina-eosina (40X). Fuente: del autor. 
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La retina recibe su suministro sanguíneo de dos sistemas circulatorios: los vasos 

sanguíneos retinianos y coroideos. La circulación retiniana suministra sangre a la retina 

interna, excepto a la zona foveal avascular. Las capas avasculares externas de la retina 

reciben sus nutrientes por difusión desde los vasos coroideos. 

La coroides constituye la mayor parte de la región uveal. Se sitúa entre la esclerótica 

y la retina. Consta de vasos sanguíneos que le confieren su color parduzco y de tres capas 

bien definidas. La más próxima a la esclerótica se denomina supracoroides, la cual contiene 

melanocitos pigmentados; en la zona media se encuentra la capa coriocapilar y finalmente, 

se halla la membrana de Bruch, que es una membrana basal común compartida por las 

células endoteliales capilares y EPR. La coriocapilar está fenestrada, lo que permite la 

filtración de moléculas al EPR. Los sistemas de transporte especializados del EPR controlan 

el transporte de fluidos y nutrientes a los fotorreceptores. 

El cuerpo vítreo es una masa transparente, incolora, de consistencia blanda, que 

ocupa el segmento posterior del globo ocular. Situado entre el cristalino, el cuerpo ciliar y la 

retina, constituye el volumen más amplio del ojo, representando aproximadamente el 80% 

del mismo. Mantiene la forma del globo ocular, permite la transmisión de la luz e interviene 

en el metabolismo del ojo (Holekamp, 2010) Carece de vasos, nutriéndose de los tejidos 

próximos: coroides, cuerpo ciliar y retina. 

El ojo puede considerarse un sistema óptico compuesto concéntrico, ya que posee 

estructuras encargadas del correcto enfoque de los haces de luz que deben proyectarse 

sobre la retina con la mayor nitidez posible para una correcta visión. El ojo funciona como 

una cámara oscura cuyo objetivo es el conjunto de medios transparentes que, de fuera a 

dentro, son la lágrima, la córnea, el humor acuoso, el cristalino, el vítreo y la retina. La 

transparencia, curvatura e índice de refracción de los medios y la regularidad de las 

superficies limitantes, permiten la formación de la imagen al nivel de la capa sensible de la 

retina. 

La retina es una unidad funcional del sistema nervioso central que convierte la señal 

luminosa en un impulso nervioso, estando físicamente conectada al cerebro a través de los 

axones del nervio óptico. Es considerada, por tanto, una extensión sensorial del sistema 

nervioso central. Ésta es una tarea de gran envergadura que requiere una ingente 

funcionalidad neuronal y tal es así que aproximadamente la mitad de la corteza cerebral 

humana se dedica al análisis del mundo visual (Bear et al., 2002). Es en la retina donde 

comienza el procesamiento de las señales que darán lugar a la visión. La luz incidente en 

la retina alcanza los segmentos externos de los fotorreceptores y asociado a ello, se 

desencadenan una serie de fenómenos químicos, conocidos como fototransducción, que 

transforman la energía lumínica en señales eléctricas o impulsos nerviosos. Estas señales 

se trasmiten a través de las neuronas hasta alcanzar finalmente los axones de las células 

ganglionares de la retina (CGRs), los cuales se encargan de conducir la información hacia 

el cerebro, donde finaliza el procesamiento visual (Bear et al., 1998) a través de sus axones, 

que forman el nervio óptico (Nelson & Connaughton, 1995). Aunque la visión parece ser 

responsabilidad exclusiva de las neuronas (elementos excitables) de la vía visual, es 

necesaria la presencia de otra clase de células no neuronales (elementos no excitables) en 

este proceso, las células gliales o neuroglia como son las células de Müller, los astrocitos y 

la microglía. 
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2. Patología oftálmica asociada a degeneración de la retina y del nervio óptico 

La principal causa de ceguera irreversible se debe a la degeneración de neuronas 

retinianas específicas que tiene lugar en enfermedades oculares como el glaucoma, la 

degeneración macular asociada a la edad (DMAE), la retinopatía diabética y la retinosis 

pigmentaria (Jindal, 2015) (Ahmad et al., 2020). Y, en los países industrializados, las causas 

más frecuentes de ceguera son las enfermedades neuropatológicas oculares. La 

prevalencia y el agente causal varían con la edad; mientras que la DMAE y el glaucoma son 

causas más frecuentes en la vejez, las personas más jóvenes se ven afectadas con más 

frecuencia por la retinopatía diabética. 

Dentro de las entidades asociadas a neurodegeneración retiniana, el glaucoma es, 

sin lugar a duda, la principal patología. Se considera la segunda causa principal de ceguera 

irreversible en el mundo y la primera en los países desarrollados, con más de 61 millones 

de personas afectadas según la Organización Mundial de la Salud (OMS). Es una 

neuropatía óptica multifactorial que se caracteriza por una pérdida progresiva e irreversible 

de la visión por la degeneración y muerte selectiva de las CGRs. Estas células son neuronas 

del sistema nervioso central (SNC) que tienen el cuerpo celular en la retina interna. Sus 

axones intraoculares no mielinizados forman la capa de fibras nerviosas de la retina (CFNR) 

que se mielinizan a su salida para formar el nervio óptico o segundo par craneal. El daño en 

la CFNR suele asociar posteriormente cambios estructurales en la cabeza del nervio óptico 

y defectos típicos en el campo visual (Weinreb et al., 2014), que pueden llegar finalmente a 

la ceguera. El principal factor de riesgo modificable es el aumento de la presión intraocular 

(PIO), que provoca la muerte progresiva de las CGR y la consiguiente pérdida irreversible 

de la visión (Jonas et al., 2017). Sin embargo, múltiples factores genéticos, celulares y 

ambientales influyen en el inicio y la progresión de la enfermedad. En este sentido, varios 

estudios han puesto de manifiesto una degeneración secundaria de las células de la retina 

debido al entorno citotóxico (especies reactivas de oxígeno, óxido nítrico, glutamato u otros 

radicales libres) producido por las neuronas circundantes (Almasieh et al., 2012). Además, 

hay que tener en cuenta que la disfunción y posterior muerte de las CGR también pueden 

ocurrir en un estado de normotensión ocular. Por otra parte, hay que considerar que otras 

enfermedades de la retina también pueden conducir a diversos tipos de glaucoma de forma 

secundaria. Las enfermedades isquémicas como la oclusión de la vena central de la retina 

(OVCR), las neoplasias malignas y la retinopatía diabética proliferativa están asociadas al 

glaucoma neovascular. Diversos tipos de uveítis, incluida la enfermedad de Behçet, la 

sarcoidosis, la sífilis, la iridociclitis de Fuchs y la artritis reumatoide juvenil son causas de 

glaucoma secundario. 

Aunque las enfermedades que afectan al polo posterior son un problema creciente 

en las poblaciones que envejecen, no existen en muchos casos tratamientos eficaces para 

gran parte de los pacientes. Todo ello justifica la importancia de desarrollar modelos de 

experimentación animal tanto para reproducir la propia enfermedad como para abordar 

nuevas estrategias terapéuticas. 
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3. Estrategias en el abordaje terapéutico de la neurodegeneración retiniana 

3.1. Vías de administración de los fármacos 

El transporte de fluidos y solutos en el ojo está controlado por varias membranas y 

barreras fisiológicas, lo cual puede dificultar la administración de fármacos oculares tópicos 

(por ejemplo, colirios) y sistémicos (por vía oral o intravenosa). Las principales barreras 

fisiológicas son la película lagrimal, córnea, esclera y barreras hemato-oculares. 

La película lagrimal es una fina capa líquida (3 μm) que recubre las superficies 

corneal y conjuntival. Tiene distintas funciones, entre las que destacan su acción lubricante, 

nutritiva y antibacteriana. Consta de tres capas: lipídica, acuosa y de mucina. La capa 

lipídica es la más externa y su principal función es disminuir la evaporación de la capa 

acuosa; la capa intermedia es la capa acuosa, que constituye alrededor del 90% del 

volumen total de la lágrima y, finalmente, la mucina es la capa más interna y está constituida 

por glucoproteínas que, debido a su hidrofilia, contribuyen a la adecuada humectación de la 

córnea y la conjuntiva. La lágrima es la barrera más importante para la absorción de 

fármacos administrados por vía tópica. Su drenaje a través del conducto nasolagrimal, la 

unión de sus proteínas con la molécula del fármaco y el recambio lacrimal continuo (1 

ml/min) reducen drásticamente la concentración efectiva del fármaco en el lugar de acción. 

Los fármacos oculares tópicos, administrados principalmente en forma de colirio, son las 

formas de dosificación más utilizadas para el tratamiento de enfermedades oculares. La 

primera barrera que deben atravesar estos fármacos es la película lagrimal, que elimina 

rápidamente del ojo los compuestos instilados, lo que se traduce en una baja 

biodisponibilidad. 

La córnea se compone de seis capas diferentes (epitelio, membrana de Bowman, 

estroma, capa de Dua, membrana de Descemet y endotelio). La vía corneal es la principal 

vía tópica ocular de administración de fármacos a la cámara anterior. Debido a la naturaleza 

de las diferentes capas, la absorción corneal de los fármacos va a estar fundamentalmente 

condicionada por su balance hidrofilia / lipofilia, peso molecular, carga y grado de ionización. 

Los fármacos lipófilos especialmente pequeños pueden atravesar fácilmente la córnea. La 

sección exterior limitará la absorción de sustancias hidrofílicas. La permeación de fármacos 

hidrófilos y macromoléculas a través del epitelio corneal está limitada por la presencia de 

uniones estrechas entre las células epiteliales superficiales externas adyacentes. A 

continuación, el estroma, formado por queratocitos y tejido conectivo, ocupa el 90% del 

espesor de la córnea y constituye el mayor reservorio para las sustancias hidrofílicas. La 

abundante presencia de colágeno hidratado en el estroma puede dificultar la difusión de 

agentes altamente lipofílicos. Y, por último, la sección más interna permite el paso de 

sustancias con relativa facilidad, incluso de aquellas proteínas con elevados pesos 

moleculares. El endotelio es más permeable y permite el paso de fármacos hidrófilos y 

macromoléculas entre el acuoso y el estroma debido a la presencia de uniones estrechas 

permeables llamadas desmosomas o mácula adherente. Tras atravesar la córnea, el 

fármaco difunde al humor acuoso y a la úvea anterior. 

La conjuntiva tiene una rica vasculatura y una gran cantidad del fármaco 

administrado que la atraviesa es eliminado por la circulación sistémica. La vía conjuntival / 

escleral suele ser menos eficaz para la administración de fármacos, pero puede utilizarse 

para la administración de moléculas hidrófilas y de mayor tamaño, que no pueden difundirse 
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fácilmente a través del epitelio corneal. El fármaco penetra a través de la esclerótica, que 

es más permeable que la córnea, pero menos que la conjuntiva.  

El paso de los fármacos de los segmentos anterior a posterior del ojo no es muy 

eficaz debido al recambio acuoso. Por lo tanto, los fármacos administrados en la superficie 

ocular no suelen alcanzar los segmentos posteriores del ojo (retina, vítreo, coroides) en 

concentraciones terapéuticas suficientes. 

Las administraciones intravenosa e intravítrea (IV) parecen ser las principales 

estrategias para tratar las enfermedades del segmento posterior. Sin embargo, la 

administración intravenosa tiene un éxito limitado por la exclusión del ojo de la circulación 

sistémica. Las barreras hematooculares protegen al ojo de las sustancias circulantes en la 

sangre y, por tanto, impiden el acceso de muchos fármacos administrados por vía sistémica 

hacia el interior del ojo. Se distinguen dos tipos de barreras hematooculares: la barrera 

hematoacuosa, que está formada por el epitelio de los cuerpos ciliares y protege el 

segmento anterior, y la barrera hematorretiniana, que protege el segmento posterior y 

controla la entrada de los fármacos en la cavidad vítrea desde la circulación sistémica. A 

pesar de algunas similitudes, la BHR difiere de la barrera hematoencefálica por la presencia 

funcional de su barrera externa que está formada por el EPR. La barrera interna está 

formada por las células endoteliales de los vasos retinianos (Miller et al., 2005) (Barar et al., 

2008) Urtti (2006). Ambas barreras presentan uniones estrechas restringidas, mediante las 

cuales se puede regular selectivamente la permeación/transferencia de sustancias 

hidrofílicas y macromoléculas hacia el interior y hacia el exterior de la retina. La 

permeabilidad pasiva transcelular es la principal vía de entrada/salida de moléculas 

pequeñas a través del BHR, mientras que la permeabilidad del EPR es bastante baja. 

Además, existe una correlación inversa entre el peso molecular y la permeabilidad. 

Otras opciones de administración de drogas al segmento posterior del ojo son las 

rutas perioculares, debido a su capacidad de sortear la barrera conjuntivo-corneal y de 

proporcionar un espacio virtual desde donde liberar el fármaco de forma progresiva (S. H. 

Kim et al., 2007). Entre las diferentes modalidades de administración periocular, se 

encuentran las vías subtenoniana, subconjuntival, supracoroidal o transescleral (Figura 3). 

La ruta transescleral permite superar la barrera del segmento anterior. El fármaco 

administrado a través de esta vía cuenta con las barreras de la esclera, el flujo sanguíneo 

coroideo y el epitelio pigmentario de la retina. La vía transescleral es menos invasiva, pero 

tiene una menor biodisponibilidad intraocular debido a que la vía de eliminación de la cámara 

vítrea se mueve hacia afuera, mientras que el fármaco se mueve hacia adentro (contra el 

flujo natural). Estas deficiencias pueden paliarse mediante modificaciones de formulación. 

La administración vía supracoroidea (SC) representa una prometedora ruta 

emergente alternativa para el tratamiento de las enfermedades oculares del segmento 

posterior y se ha convertido en un foco de investigación de la administración de drogas 

(Gilger et al., 2014) (Rai et al., 2015) (Jung et al., 2019). El espacio supracoroideo (SCS) es 

un espacio virtual situado entre la esclerótica y la coroides que puede expandirse para dar 

cabida a las formulaciones de drogas (Chiang et al., 2017) (Chiang et al., 2018) (Emami-

Naeini & Yiu, 2019). Proporciona mayores concentraciones de droga en la zona que abarca 

la unidad retina-epitelio pigmentario de la retina-coroides y el polo posterior, y minimiza la 

presencia de droga en las estructuras anteriores del ojo (Olsen et al., 2011) (Touchard et 

al., 2012) (Tyagi et al., 2012) (Chen et al., 2015) (Chiang et al., 2018) (Jung et al., 2018) 
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(Habot-Wilner et al., 2019). Sin embargo, la eficiencia de la droga varía entre las diferentes 

formulaciones debido a una alta tasa de eliminación en el SCS, las propiedades 

fisicoquímicas el tamaño o el radio molecular de la droga o las formulaciones viscosas o de 

partículas, entre otros (Olsen et al., 2011) (Gu et al., 2015); (Chen et al., 2015) (Rai et al., 

2015) (Chiang, Venugopal, et al., 2016) (Chiang et al., 2017) (Y. Zhang et al., 2018) (Jung 

et al., 2018).  La inyección SC se considera más eficaz que las rutas subconjuntival o 

subtenoniana, y más segura que la inyección intravítrea (Rai et al., 2015) (Chen et al., 2015) 

(Chiang et al., 2018) (Habot-Wilner et al., 2019). 

 

La inyección intravítrea es la opción terapéutica de referencia para patologías del 

segmento posterior como la DMAE, la retinopatía diabética o las oclusiones vasculares. El 

interés de utilizar la administración intravítrea es saltarse las barreras oculares, evitar los 

eventos adversos sistémicos y mantener los niveles terapéuticos de la droga cerca del lugar 

de acción, actuando como reservorio (del Amo et al., 2017) (Bisht et al., 2018). Aunque, por 

otra parte, como es una vía invasiva, puede dar lugar a complicaciones locales como 

toxicidad o desprendimiento de la retina, lesiones del cristalino, infecciones o hemorragias 

intraoculares y elevación de la presión intraocular (Kwak & D’Amico, 1992) (Dossarps et al., 

2015) (Kersey & Broadway, 2006). 

3.2. Terapias intravítreas disponibles en la actualidad 

La administración oftálmica de los fármacos es la ruta habitual para el tratamiento de 

patologías oculares frecuentes como el glaucoma, la DMAE, la retinopatía diabética, las 

infecciones y los trastornos autoinmunes. Tratamientos antiinflamatorios como los 

glucocorticosteroides (GC) se vienen utilizando de forma habitual en la práctica clínica para 

tratar las enfermedades oculares del segmento posterior como la uveítis posterior no 

 

 

Figura 3. Rutas de administración de fármacos a nivel ocular. 
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infecciosa, la retinopatía diabética, la oclusión venosa de la retina o la DMAE con edema 

macular (Chennamaneni et al., 2013) (Lowder et al., 2011) (Ciulla et al., 2014) (Haller et al., 

2011) (Calvo et al., 2015). Los procesos del segmento posterior son difíciles de tratar por la 

poca permeabilidad de los tejidos, la existencia de barreras anatómicas y fisiológicas en el 

ojo y la baja biodisponibilidad del fármaco en el tejido diana (Ethier et al., 2004) (S. H. Kim 

et al., 2007) (Thakur et al., 2011) (Awwad et al., 2017). Las vías disponibles actualmente, 

en muchos casos, son insuficientes para mantener niveles terapéuticos adecuados del 

fármaco en la región posterior del ojo (Gaudana et al., 2010). Es por ello por lo que hay que 

recurrir a altas dosis y elevadas frecuencias de administración, lo que redunda en 

importantes efectos secundarios nocivos (Oray et al., 2016) (Caplan et al., 2017) y un 

elevado riesgo de complicaciones oculares graves (Dossarps et al., 2015) (Ganapathy et 

al., 2018). 

A nivel clínico, los implantes son los únicos sistemas de liberación que han llegado 

a comercializarse para su administración intravítrea. Son pequeños dispositivos sólidos que 

se implantan quirúrgicamente o se inyectan en el humor vítreo (Gote et al., 2019). En la 

actualidad, en Europa existen implantes comercializados para prolongar la liberación de 

dexametasona (Ozurdex®), fluocinolona (Iluvien®) y ganciclovir (Vitrasert® 4,5 mg). Los 

implantes oculares buscan la liberación controlada de fármacos, al trabajar dosificaciones y 

cargas mayores de fármaco. Además, se presenta menor efecto secundario sistémico y 

mayor proximidad al segmento posterior del ojo. Se pueden emplear polímeros 

biodegradables o no biodegradables en los sistemas implantables oculares. Si bien los 

implantes biodegradables no necesitan ser removidos después de la inserción en el ojo, los 

no biodegradables requieren una intervención adicional para remover o rellenar los 

implantes, lo que conlleva costos adicionales y riesgos quirúrgicos intra o postoperatorios. 

La administración intravítrea de fármacos se ha convertido en un método popular de 

tratamiento de la DMAE de tipo exudativo, en particular, desde la introducción de los 

medicamentos anti- factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Fármacos como 

bevacizumab (Avastin®), ranibizumab (Lucentis®), pegaptanib sódico (Macugen®), 

aflibercept (Eylea®) y acetónido de triamcinolona (Kenalog®) se utilizan ampliamente como 

inyecciones intravítreas para tratar esta y otras enfermedades de la retina. Por otro parte, 

hay que considerar que actualmente no existe ningún tratamiento intravítreo enfocado al 

control de la neuropatía glaucomatosa que simultáneamente disminuya la PIO y prevenga 

el daño neurorretiniano. 

No obstante, hay que tener en cuenta que las inyecciones oculares repetidas pueden 

producir complicaciones como son: elevación de la PIO, inflamación intraocular, formación 

de cataratas, desprendimiento de retina o incluso endoftalmitis, con una incidencia del 

0,02% por inyección en esta última (Pershing et al., 2013) (Kumar et al., 2012) (Dossarps et 

al., 2015). De ahí la necesidad de buscar un sistema mínimamente invasivo de 

administración sostenida de drogas el cual mantenga la concentración terapéutica durante 

períodos prolongados, mejorando la vida media y la biodisponibilidad del fármaco, lo que 

permitiría alargar los intervalos de administración (Urtti, 2006). 
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4. Biomateriales como sistemas de administración sostenida 

Un biomaterial es un material destinado a interactuar con sistemas biológicos para 

evaluar, tratar, aumentar o sustituir cualquier tejido, órgano o función del cuerpo y, en el 

caso del ojo, para compensar la pérdida de visión que puede o no estar relacionada con la 

edad. Los biomateriales oftálmicos deben cumplir determinados requisitos (Ferraz, 2022). 

La compatibilidad y la capacidad de suministrar oxígeno a los tejidos es una cuestión 

fundamental. También se requiere un índice de refracción cercano al del agua, lo que 

significa que la mayoría de los materiales que se coloquen en el ojo deben ser transparentes, 

un prerrequisito exclusivo de los biomateriales oftálmicos. Así como combinar propiedades 

superficiales y mecánicas estables durante el periodo de aplicación.  

La tecnología moderna de liberación sostenida de fármacos sólo tiene 60 años. La 

primera generación (1950-1980) sentó las bases de la liberación controlada y gestionó con 

éxito las propiedades físico - químicas de los sistemas de administración. La segunda 

generación desarrolló sistemas de administración inteligentes, pero tuvo problemas con las 

barreras biológicas. La tercera generación actual (desde 2010) comprende sistemas de 

administración modulados diseñados para superar tanto las barreras fisicoquímicas como 

las biológicas en el ojo con el objetivo de administrar niveles terapéuticos de fármaco con 

una intervención mínima (Yun et al., 2015). 

Las formulaciones de liberación controlada permiten mantener las concentraciones 

intraoculares del fármaco dentro del índice terapéutico durante periodos prolongados, lo que 

posibilita intervalos de dosificación de varios meses. Pero el diseño de sistemas de 

liberación de fármacos a nivel intraocular presenta diversas dificultades. Por un lado, los 

sistemas deben tener un tamaño del orden de micrómetros o nanómetros, pero, a la vez, 

debe contener la dosis adecuada para obtener concentraciones efectivas durante largos 

períodos de tiempo. Por todo ello, a pesar de que numerosos sistemas de liberación de 

fármacos están en investigación, la mayoría de ellos están en fases muy tempranas y solo 

unos pocos han llegado a ser testados en ensayos clínicos. Entre los sistemas de liberación 

de fármacos en desarrollo destacan: hidrogeles, liposomas, micropartículas, nanopartículas, 

implantes y sistemas compuestos. En este sentido, los minerales de arcilla se postulan como 

una clase emergente de biomateriales, adecuados para una amplia gama de aplicaciones 

biomédicas. Tanto las arcillas sintéticas como las naturales ya han mostrado sus 

propiedades como moduladores de la administración de drogas, dada su capacidad de 

controlar o vectorizar la liberación de drogas y aumentar la biodisponibilidad (Rodrigues et 

al., 2013). 

4.1. Laponita 

La Laponita (LAP), cuyo nombre comercial es Laponite®, es una arcilla sintética, 

libres de impurezas y por tanto tienen una estructura y composición más uniformes. Fue 

desarrollada a principios de los años 60 (Shafran et al., 2020) como aditivo reológico para 

dispersiones de pigmentos (Neumann, 1965). Desde entonces, la LAP no sólo se ha 

empleado en diversas aplicaciones industriales, sino que también ha sido objeto de 

aplicaciones biomédicas (Das et al., 2019) (Tomás et al., 2018) (Samoylenko et al., 2022). 

La investigación traslacional realizada con la LAP se ha centrado principalmente en la 

cicatrización de heridas, en los sistemas de administración de fármacos (pequeñas 

moléculas y, más recientemente, liberación de proteínas) para tratar infecciones, 



 

31 
 

hemorragias o cáncer; y en la ingeniería de tejidos para andamiajes óseos (Kiaee et al., 

2022) (C. Wang et al., 2023). Sin embargo, hay muy pocas publicaciones científicas relativas 

a aplicaciones oftalmológicas (Figura 4). 

 

 

 

Desde un punto de vista fisicoquímico, la fórmula empírica de este nanosilicato 

sintético es (Na+
0,7[(Si8Mg5⋅5Li0,3)O20(OH)4])0.7 (Gaharwar et al., 2019). Como mineral 

arcilloso, su estructura básica consiste en la alternancia de una lámina octaédrica de AlO6 

intercalada entre dos láminas tetraédicas de SiO4 (Pauling, 1930) (Murray, 1991). La LAP 

tiene una superficie de doble carga. Las superficies superior e inferior están cargadas 

negativamente debido al desequilibrio de carga causado por la sustitución del magnesio por 

el litio en la capa octaédrica, mientras que los bordes de las partículas pueden estar 

cargados positivamente por la protonación de los grupos hidroxilo (OH) terminales de las 

capas tetraédricas de silicato. Pueden apilarse varias capas unas sobre otras, 

principalmente por fuerza electrostática, pero también por enlaces de hidrógeno y por las 

fuerzas de Van der Waals. Las arcillas de silicato estratificado ofrecen una elevada 

superficie (más de 700 m2/g) y permiten la interacción y retención de fármacos, polímeros, 

proteínas o vesículas extracelulares, formando así sistemas multifuncionales de 

administración de fármacos con un mejor rendimiento terapéutico. En forma seca, la LAP 

está formada por cristales bidimensionales en forma de disco (0,92 nm de altura, 25 nm de 

diámetro, 2,65x103g/cm3 de densidad) (Lapasin et al., 2017). Al dispersarse en un medio 

acuoso, se convierte en partículas coloidales tridimensionales de gel incoloro, liberándose 

iones de sodio, lo que da lugar a una superficie de carga negativa débil y a una mayor 

absorción de agua, con el consiguiente aumento de volumen (Zhao et al., 2015). Forma una 

dispersión coloidal clara con características de gel tixotrópico, viscoelástico y transparente, 

apta para ser administrada por inyecciones (Lapasin et al., 2017). Las condiciones 

microambientales, como el pH o la concentración salina tienen un impacto significativo en 

 

Figura 4. Aplicaciones potenciales de la laponita. 
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el tiempo de gelificación, el cual aumenta significativamente con la disminución de la 

concentración de sal. Sin embargo, con concentraciones de LAP superiores a 10 g/L la 

concentración de sal no influye en el tiempo de gelificación. Otros cambios ambientales, 

como la humedad local, pueden hacer que la arcilla absorba o pierda agua, dando lugar a 

un grado de hinchamiento variable. La permeabilidad al agua y la difusión de moléculas 

pequeñas depende de la orientación de las partículas de arcilla dentro del gel. Las partículas 

bien orientadas pueden servir de barrera a gases y líquidos, mientras que las partículas 

orientadas de forma aleatoria o desordenada pueden aumentar la permeabilidad (Wu et al., 

2010). El hinchamiento puede evitarse mediante la formación de interacciones entre los 

polímeros y la Laponita, controlando así la liberación lenta (Takeno et al., 2017) (Tipa et al., 

2022) (Yadav et al., 2022). La capacidad de interactuar con otras moléculas mediante 

mecanismos muy diversos le permite transportar compuestos que son insolubles en agua 

(Staniford et al., 2015). Puede actuar como portador de varios fármacos (Aguzzi et al., 2007), 

liberándolos de manera controlada según las condiciones del entorno, como el pH o la 

temperatura (Xiao et al., 2016) (G. Wang et al., 2014) (J. Wang et al., 2016). 

La biocompatibilidad es clave para la traslación médica. Basándose en datos 

experimentales y modelizados, la Agencia de Protección Medioambiental de EE. UU. ha 

verificado que la LAP es un producto químico seguro y poco preocupante. Diversos estudios 

han demostrado la alta biocompatibilidad de LAP, así como su carácter biodegradable, 

permitiendo un amplio campo de aplicaciones biomédicas. No presenta toxicidad sistémica 

tras su administración oral, intramuscular u ocular (Lee et al., 2019) (L. Zhang et al., 2022) 

(Domeneguetti et al., 2023) tanto a bajas concentraciones (0,1-7% p/v) como con una 

concentración inhibitoria de 4 mg/mL (Gaharwar et al., 2012). Varios estudios afirman que 

los valores con concentración inhibitoria de la LAP varían considerablemente, oscilando 

entre 0,05 y 50 mg/mL (Veernala et al., 2019). Además, tras la administración intravenosa, 

un nanocompuesto basado en LAP no mostró actividad hemolítica in vitro ni alteraciones 

histopatológicas en los tejidos cerebral, cardíaco, hepático o renal de ratones in vivo (Singh 

et al., 2020). Sin embargo, no se recomienda la medicación oral prolongada debido al riesgo 

de formación de cálculos renales y la eliminación de enzimas y otros elementos nutritivos. 

Además, altas concentraciones de nanosilicatos pueden reducir la proliferación celular in 

vitro (Maisanaba et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que las partículas de LAP se 

degradan de forma natural en aproximadamente 30 días de media. Un hidrogel con una vida 

de más de 30 días impidió que las partículas de Laponita escapen completamente del 

hidrogel, evitando así citotoxicidad adversa (Brokesh et al., 2022). La LAP, especialmente 

la forma comercial LaponitaⓇ XLG, se considera adecuada para aplicaciones biomédicas 

debido a su bajo contenido de metales pesados. Este nanosilicato hídrico contiene 

elementos como magnesio, zinc, litio y hierro que también se encuentran en el organismo y 

en el metabolismo cerebral, y sus productos de degradación no tóxicos [Na+, Mg2+, Si (OH)4, 

Li+] son fácilmente absorbidos por el organismo (Singh et al., 2020) (Thompson & 

Butterworth, 1992). La degradación de la LAP libera productos que tienen, por sí mismos, 

funciones biológicas. Reffit et al mostraron un aumento de la síntesis de colágeno tipo I 

debido al ácido ortosilícico [Si(OH)4] (Reffitt et al., 2003). Los iones de magnesio también 

pueden desencadenar respuestas celulares, estabilizar los compuestos de polifosfato en las 

células, como el trifosfato de adenosina (ATP), o participar en la actividad enzimática y los 

procesos de señalización. Los cationes de sodio pueden interferir la generación de impulsos 

nerviosos y el equilibrio hidroelectrolítico y el litio puede afectar al comportamiento de las 

neuronas (Romani, 2011); (Williams et al., 2004). 
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A nivel oftalmológico, se ha demostrado in vivo la seguridad de LAP en la 

administración mediante inyección en conejos sanos, siendo un portador seguro y 

biocompatible para la administración sostenida de agentes bioactivos en el ojo con 

persistencia intraocular de larga duración después de la inyección SC e IV (Prieto et al., 

2018). La LAP es un modificador reológico comúnmente utilizado para ajustar la viscosidad 

global de la formulación del fármaco y para controlar comportamientos no newtonianos 

como la deformación por cizalladura (X. Liu & Bhatia, 2015) (B. Liu et al., 2020). Esta 

propiedad tixotrópica de Laponita® (Barnes, 1997) facilita su inyección mediante agujas de 

pequeño calibre y preserva mejor el contenido del dispositivo inyectado en el momento de 

la cizalladura (Samimi Gharaie et al., 2018). Además, los nanosilicatos son ópticamente 

transparentes en medios acuosos. La LAP puede ser marcada con fluoróforos, 

luminiscencia y partículas paramagnéticas. Estas características pueden ser beneficiosas 

especialmente en aplicaciones oftálmicas, al facilitar su identificación y localización. 

 

5. Modelos de experimentación en animales 

La evaluación preclínica en animales es fundamental para el desarrollo de nuevos 

fármacos, de estrategias de administración de éstos, de tecnologías de diagnóstico 

oftálmico o para la simulación de enfermedades humanas en modelos animales. Los 

conejos son el modelo preclínico más utilizado para evaluar la farmacocinética ocular, 

mientras que los roedores se utilizan ampliamente para estudiar la respuesta ocular a los 

fármacos. 

5.1. El conejo como modelo animal sano 

La toma de muestras invasiva del ojo humano está muy limitada tanto desde el punto 

de vista ético como técnico. Los ojos humanos sólo contienen pequeñas cantidades de 

humor acuoso (unos 200 µl) y vítreo (unos 4,5 ml), por lo que es técnicamente difícil obtener 

cantidades suficientes de fluido ocular para medir la concentración del fármaco. Además, 

los métodos que se utilizan para obtener el líquido ocular, como la punción vítrea o la 

paracentesis de la cámara anterior, pueden dañar el tejido ocular y provocar complicaciones 

graves, como cataratas, endoftalmitis o desprendimiento de retina. Por consiguiente, la 

farmacocinética ocular ha de basarse en modelos animales. 

La estimación del curso temporal de los efectos del fármaco en el segmento posterior 

del ojo solo puede llevarse a cabo con herramientas de modelización farmacocinética. El 

conejo es un modelo animal clínicamente predecible para la farmacocinética intravítrea, ya 

que tanto el volumen de distribución intravítrea como los valores de aclaramiento difieren 

sólo moderadamente entre el conejo y el ser humano (del Amo & Urtti, 2015). Los conejos, 

que son pequeños mamíferos del orden Lagomorpha de la familia Leporidae, se encuentran 

ampliamente disponibles y son animales fáciles de manejar. El tamaño de los ojos es similar 

al de los humanos y existe una gran base de datos de información para comparación (Figura 

5). Como limitaciones a la hora de inferir resultados, hay que tener en cuenta el menor 

volumen de la cavidad vítrea (1,5 ml) y el menor compartimento sérico de los conejos. 

Además, en los seres humanos el vítreo se licua más y se vuelve menos homogéneo con el 

envejecimiento, lo que se asocia a un aumento del flujo convectivo en el vítreo. Por lo tanto, 

se ha sugerido que la licuefacción y la convección en el vítreo son diferencias 

farmacocinéticas importantes entre el conejo y el ser humano, las cuales deben tenerse muy 
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en cuenta a la hora de extrapolar las propiedades farmacocinéticas de los fármacos, 

obtenidas a partir de estudios en animales a los seres humanos (Ahn et al., 2016). 

 

5.2. Los roedores como modelo animal de patología 

El desarrollo de modelos de inducción de glaucoma en roedores viene utilizándose 

desde hace más de dos décadas, habiendo contribuido a un mejor conocimiento de los 

mecanismos moleculares que sustentan la patofisiología de esta enfermedad 

neurodegenerativa multifactorial. La PIO puede ser inducida por diversos métodos: 

cauterización de la vena episcleral (Garcia-Valenzuela et al., 1995), inyección salina 

hipertónica en las vías de flujo del humor acuoso (Morrison et al., 1997), fotocoagulación del 

limbo con láser (WoldeMussie et al., 2001) (Levkovitch-Verbin et al., 2002) (Cuenca et al., 

2010) o mediante inyecciones de microesferas (Ms) (Urcola et al., 2006) (Samsel et al., 

2011). También se han desarrollado modelos de ratones transgénicos DBA/2J para el 

estudio de glaucoma (Vecino & Sharma, 2011). Descifrar los cambios anatómicos y 

funcionales de la retina de los roedores por la hipertensión ocular tiene un gran valor 

potencial. La retina de la rata, al igual que la de otros vertebrados, está formada por una 

capa pigmentaria y una capa neuronal, constituyendo ésta última en sentido estricto la retina 

(Ruberte et al., 2017). 

En cuanto a los tipos celulares que encontramos en la retina de los roedores (Figura 

6) existen 5 tipos de neuronas (fotorreceptores, células horizontales, células bipolares, 

células amacrinas y células ganglionares) y 3 tipos de células gliales (células de Müller, 

astrocitos y microglia).  Las características de cada una de éstas son: 

• Células ganglionares (CGR): tienen un gran núcleo vesiculoso con nucléolo prominente. 

En los roedores, la mayor densidad de CGR se localiza en la región temporal (>8.000 

células/mm²), mientras que la menor densidad se da a nivel de la vertiente superior 

(<2.000 células/mm²). Los axones de las CGR forman la CFNR y convergen radialmente 

hacia el disco óptico donde constituyen el nervio óptico. 

• Células bipolares: conectan los fotorreceptores y las CGR y son las células más 

abundantes en la CNI. Tienen un núcleo pequeño de morfología variable. 

 

Figura 5. Cortes histológicos transversales de un ojo de conejo (izquierda) y un ojo 

de rata (derecha). Fuente: Wang et al., 2021. 
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• Células horizontales: son similares en apariencia a las bipolares, aunque tienen más 

citoplasma. 

• Células amacrinas: son de mayor tamaño que las células horizontales y tienen un núcleo 

con una indentación y un nucléolo prominente. Puede haber células amacrinas 

desplazadas a la CCG. 

• Fotorreceptores: los bastones representan el 95% de los fotorreceptores. Los núcleos de 

los bastones tienen la cromatina más densa que los de los conos. 

• Células de Müller: se extienden desde la cámara del vítreo, donde forman la MLI hasta 

el límite más externo de la CNE, donde constituyen la MLE. Los núcleos se localizan en 

la CPI. Estas células mantienen la integridad estructural de la retina. 

• Astrocitos: están localizados preferentemente en la parte más interna de la retina, dentro 

de la CFNR y CCG. 

 

 

La población de CGR ha sido bien caracterizada anatómica y funcionalmente y 

puede estudiarse en secciones radiales o de forma íntegra si se disecciona y se extiende 

sobre un plano. Hay que tener en cuenta que en los roedores la CCG alberga una población 

de células amacrinas desplazadas de magnitud similar a la de las CGR; asimismo, también 

 

Figura 6. Corte sagital de retina de rata adulta. A: Esquema modificado de la retina con 

representación de los distintos tipos de células neuronales. B: Corte histológico teñido 

con hematoxilina-eosina (40X) (imagen extraída de Tesis Doctoral de Mayordomo, 

2013). EPR: epitelio pigmentario de la retina; SEF: segmentos externos de 

fotorreceptores; MLE: membrana limitante externa; CNE: capa nuclear externa; MPE: 

membrana plexiforme externa; CNI: capa nuclear interna; MPI: membrana plexiforme 

interna; CCG: capa de células ganglionares; CFN: capa de fibras nerviosas; MLI: 

membrana limitante interna. 
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hay un pequeño número de células horizontales desplazadas. Aunque las células amacrinas 

son más pequeñas que la mayoría de las CGR, hay una superposición de tamaño entre las 

células amacrinas más grandes y las CGR más pequeñas que hace que el tamaño celular 

no sea un criterio siempre válido para diferenciarlas. Esta característica anatómica de la 

CCG de los roedores ha hecho necesario el uso de técnicas alternativas para identificar de 

forma inequívoca las CGR, como es el uso de trazadores neuronales que dependen del 

transporte axonal funcional y/o la integridad anatómica del axón, o el uso de marcadores 

antigénicos y moleculares específicos para las CGR, más accesibles y de más fácil manejo 

(Vidal-Sanz et al., 2012). 

 

6. Técnicas de evaluación de la tolerancia y eficacia terapéutica 

Estas técnicas son fundamentales para predecir cómo un fármaco podría 

comportarse en humanos y son cruciales en las etapas iniciales del desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas. La elección del tipo de técnica depende de los objetivos específicos 

del estudio y la etapa del desarrollo del fármaco. Las técnicas in vivo tienen un carácter más 

dinámico y son esenciales para monitorizar variables, mientras que las técnicas ex vivo 

permiten estudios específicos a nivel molecular / tisular, proporcionan un control más 

detallado de las condiciones experimentales y presentan la ventaja de la reproducibilidad. 

6.1. Técnicas in vivo 

6.1.1. Medición de la presión intraocular 

Se realiza mediante el tonómetro. Es una técnica de fácil evaluación y plenamente 

implantada en la práctica clínica y en los modelos animales de glaucoma. Se aconseja 

realizar todas las mediciones en el mismo momento del día para evitar fluctuaciones 

circardianas y diarias. Se puede realizar sin y con sedación, en el caso de usar sedación 

debe ser inferior a 3 minutos para evitar hipotensiones. 

6.1.2. Tomografía de coherencia óptica (OCT) 

Desde hace años se utiliza ampliamente para estudiar la estructura neurorretiniana, 

tanto en la práctica clínica como en investigación, permitiendo cuantificar su espesor in vivo. 

La OCT es una tecnología de fácil manejo, económicamente rentable, no invasiva, inocua y 

objetiva que proporciona imágenes de corte transversal de alta resolución. Su 

funcionamiento está basado en la interferometría de baja coherencia, que utiliza fuentes de 

luz de banda ancha de baja energía y genera imágenes dependiendo del grado de 

reflectividad. Además, los dispositivos mejorados de OCT con fuente de barrido o de mejora 

de la imagen profunda han permitido estudiar también las características del vítreo en los 

últimos años (Uji & Yoshimura, 2016) (Keane et al., 2014) (Sreekantam et al., 2017). 

6.1.3. Electrorretinografía 

Para evaluar el daño desde el punto de vista funcional, la técnica más utilizada es la 

electrorretinografía (ERG), aunque suele presentar amplia variabilidad en sus respuestas. 

La electrorretinografía se basa en la estimulación de la retina con una luz de distintas 

intensidades, lo cual produce flujos iónicos (especialmente de sodio y potasio) que entran y 

salen de las células sensibles a la luz y genera un potencial eléctrico. El ERG representa 

gráficamente ese potencial eléctrico y nos permite medir la amplitud y la latencia de las 
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distintas ondas generadas, procedentes de los distintos tipos de células neurales de la 

retina. La amplitud se mide en microvoltios (μV) y la latencia en milisegundos (ms). 

6.2. Técnicas ex vivo 

Las técnicas más utilizadas hasta la fecha para evaluar desde el punto de vista 

morfológico la neurodegeneración retiniana inducida y el efecto de las terapias aplicadas en 

modelos animales son las técnicas histológicas. Por otro lado, la evaluación del 

comportamiento cinético y de la biodisponibilidad de los fármacos inyectados en el 

segmento posterior se realiza mediante los estudios farmacocinéticos. 

6.2.1. Técnicas histológicas 

Las técnicas histológicas permiten la observación directa de la estructura 

neurorretiniana, aunque requieren de la enucleación ocular. El sello distintivo de la 

neuropatía glaucomatosa es la progresiva y lenta degeneración de las CGR y sus axones. 

Por tanto, es en estas estructuras histológicas donde se centra el interés para evaluar los 

mecanismos fisiopatológicos de la enfermedad y los posibles beneficios farmacológicos. 

Entre los marcadores neuronales, el anticuerpo monoclonal frente al factor de transcripción 

Brn3a ha mostrado ser un marcador altamente específico de las CGR en ratas adultas, 

permitiendo no solo su identificación y cuantificación, sino también la evaluación de su 

estado funcional, dado que en los días siguientes a la destrucción axonal se observa una 

disminución en la expresión del anticuerpo. Los axones se pueden poner de manifiesto con 

anticuerpos anti-neurofilamentos; mientras que la población glial se puede visualizar con 

marcadores habituales de la glía como es el caso de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP) 

(Vidal-Sanz et al., 2012). 

6.2.2. Estudios farmacocinéticos 

Comprender la farmacocinética de los fármacos intraoculares es importante para 

conocer la eficacia y seguridad de estos, determinar la dosis óptima y minimizar las 

complicaciones sistémicas y/o intraoculares. Los parámetros farmacocinéticos oculares 

primarios, como son el volumen de distribución y el aclaramiento, son la fuente de 

información más fiable para las comparaciones farmacocinéticas en función de la especie, 

la enfermedad, la edad, el fármaco y el sistema de administración. Los estudios 

farmacocinéticos se basan en la monitorización de las concentraciones de los fármacos 

inyectados. Para ello suele ser necesario que los animales sean sacrificados a diferentes 

intervalos de tiempo, extrayendo los ojos y analizando las muestras de humor vítreo para 

determinar las concentraciones de fármaco. El establecimiento de puntos temporales a 

intervalos adecuados es crucial para obtener perfiles farmacocinéticos fiables. Los valores 

obtenidos permiten mediante modelización estimar las concentraciones medias en estado 

de equilibrio, los perfiles de concentración, la vida media y la cantidad de fármaco en el ojo 

tras la administración de diferentes dosis o formas de dosificación (del Amo & Urtti, 2015). 
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ESTADO ACTUAL DEL TEMA 

Las enfermedades del segmento posterior del ojo suponen un reto desde el punto 

de vista clínico, tanto por su frecuencia como por su grave afectación de la visión. La 

complejidad anatómica del ojo y la existencia de diversas barreras fisiológicas con función 

protectora dificultan el acceso de los tratamientos farmacológicos a su interior. Las 

diferentes vías de administración oftálmicas (tópica, intravítrea y periocular) tienen en 

común, en mayor o menor grado, la baja biodisponibilidad del fármaco en el lugar de acción 

y la necesidad de administraciones repetidas, lo que conlleva en el caso de las inyecciones 

oculares un riesgo no desdeñable de complicaciones graves. Por ello, sigue siendo 

necesario buscar nuevos sistemas y formulaciones de administración ocular que consigan 

que el fármaco esté disponible en el lugar adecuado, en una concentración suficiente, 

durante el tiempo preciso para lograr el efecto deseado y con un intervalo de administración 

lo más largo posible. Las formulaciones de liberación sostenida parecen ser la opción 

más adecuada en este contexto, especialmente si son biocompatibles y biodegradables, 

con sistemas de administración mínimamente invasivos y que permitan mantener las 

concentraciones intravítreas del fármaco dentro del índice terapéutico durante periodos 

prolongados (Patel et al., 2011) (Hartman & Kompella, 2018) (Emami-Naeini & Yiu, 2019). 

Es, en este sentido, donde surgen los biomateriales, cuyo desarrollo en las últimas 

décadas ha permitido avanzar a la medicina en múltiples campos, incluida la oftalmología. 

Al seleccionar biomateriales oftalmológicos hay que considerar las peculiaridades del ojo 

humano frente a otras partes del organismo, lo que conlleva la exigencia de propiedades 

fisicoquímicas y biológicas adecuadas al contexto anatómico. Las arcillas, y muy 

especialmente las sintéticas como la Laponita®, se caracterizan por reunir los requisitos 

necesarios para ser potenciales candidatos en el diseño de sistemas de liberación 

prolongada de fármacos en el campo de las enfermedades oftalmológicas del segmento 

posterior. Sin embargo, a pesar de sus prometedoras cualidades, existen pocos estudios 

realizados sobre aplicaciones del biomaterial Laponita® en el ojo y/o tejido ocular hasta la 

fecha, a pesar de existir numerosas pruebas científicas que sugieren que puede utilizarse 

en todas las estructuras y tejidos oculares, desde la piel y los apéndices oculares hasta la 

retina y la órbita. 

A la hora de plantearse la realización de nuevos estudios de investigación, es 

fundamental realizar un diseño bien estructurado y adecuado a los objetivos planteados. La 

fase experimental de los estudios sobre patología oftálmica del segmento posterior requiere 

una evaluación preclínica en modelos sanos, donde valorar la tolerancia, seguridad y 

estudios farmacocinéticos, y del desarrollo de modelos animales de enfermedad para 

evaluar la respuesta a la intervención terapéutica. Otro aspecto no menos importante es la 

selección adecuada del método y las técnicas de evaluación de los resultados. Estudios ex 

vivo como el examen histológico permiten la visión directa o el análisis de los tejidos, pero 

conllevan el sacrificio del animal. En la actualidad se apoya el desarrollo y aplicación de 

técnicas in vivo que posibilite el estudio monitorizado de forma no invasiva, además de 

suponer un menor coste y conllevar un fácil manejo. 
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HIPÓTESIS 

Las formulaciones farmacológicas de liberación sostenida mínimamente invasivas, 

basadas en el uso de Laponita como vehículo, son seguras y eficaces en el tratamiento de 

enfermedades oculares del segmento posterior, siendo posible además monitorizar los 

cambios neuro-retinianos y los niveles de concentración de formulación intravítrea mediante 

técnicas no invasivas (tomografía de coherencia óptica). 

 

OBJETIVOS 

 

1) Estudiar in vivo la seguridad ocular y los parámetros farmacocinéticos de la 

formulación de liberación sostenida de Dexametasona-Laponita tras administración 

por inyección intravítrea y supracoroidea en ojos sanos de conejo. 

 

2) Comparar el tiempo de permanencia de la dexametasona en el segmento posterior 

mediante la formulación de liberación sostenida de Dexametasona-Laponita respecto 

a la formulación convencional. 

 

3) Demostrar la eficacia hipotensora y neuroprotectora de la formulación intravítrea de 

liberación sostenida de Brimonidina-Laponita en ratas con glaucoma inducido. 

 

4) Comprobar si una única inyección intravítrea de la formulación Brimonidina-Laponita 

muestra una liberación sostenida y mantiene su efecto durante al menos 6 meses. 

 

5) Analizar los cambios en la intensidad de la señal vítrea mediante tomografía de 

coherencia óptica (OCT) que genera la formulación intravítrea de Brimonidina-

Laponita durante 24 semanas de seguimiento. 

 

6) Evaluar si hay correlación entre los cambios en la intensidad de la señal vítrea de la 

formulación intravítrea de Brimonidina-Laponita mediante OCT con los niveles del 

fármaco brimonidina medidos mediante cromatografía líquida - espectrometría de 

masas, con el objetivo de monitorizar los niveles del fármaco de forma no invasiva. 

 

7) Realizar una revisión sistemática de la evidencia científica actualmente disponible 

sobre el uso de Laponita en oftalmología. 

 

8) Realizar una revisión bibliográfica de las potenciales aplicaciones biomédicas de la 

Laponita en patología ocular relativas a la administración de fármacos, prevención o 

tratamiento de hemorragias, e ingeniería de tejidos mediante medicina regenerativa. 
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METODOLOGÍA 

1. Declaraciones éticas 

 La manipulación de los animales se realizó de acuerdo con la Política Española de 

Protección Animal RD1201/05, que cumple con la Directiva 86/609/CEE de la Unión 

Europea. Las prácticas y el cuidado de los animales cumplieron con la Declaración de la 

Asociación de Investigación en Visión y Oftalmología para el uso de animales en 

procedimientos experimentales y otros propósitos científicos. 

 Los procedimientos relativos al primer artículo se realizaron de acuerdo con la 

Licencia de Proyecto PI12/02285 aprobada por el Comité de Ética para Experimentos con 

Animales de la Universidad de Zaragoza (España) y los relativos al segundo y tercer artículo 

fue previamente aprobado con la Licencia de Proyecto PI34/17.  

El trabajo con los animales se llevó a cabo en el servicio de cirugía experimental del 

Centro de Investigación Biomédica de Aragón (CIBA). Los animales fueron alojados 

individualmente en jaulas metabólicas estándar, en una habitación con luz controlada (12 

h/12 h ciclo oscuro/luz) a 20±2º C con una humedad relativa del 40-70%. La dieta y el agua 

estaban disponibles ad libitum y se realizaban diariamente exámenes clínicos exhaustivos. 

En relación con los animales concretos, en el primer artículo todos los experimentos 

se llevaron a cabo utilizando 30 conejos albinos hembra de Nueva Zelanda con un peso de 

2,5 a 4,0 kg (3,1±0,4 kg). En el segundo artículo, el estudio se llevó a cabo con 91 ratas 

(40% de machos, 60% de hembras) Long Evans de 4 semanas de edad y con pesos que 

oscilaban entre 50 y 100 gramos al comienzo del estudio. El trabajo con animales se realizó 

en el seno del Grupo de Investigación de innovación Miguel Servet Oftalmología (GIMSO). 

 

2. Formulaciones terapéuticas  

Las formulaciones DEX/LAP y BRI/LAP fueron preparadas y caracterizadas por el 

Instituto de Síntesis Química y Catálisis Homogénea (ISQCH), grupo de investigación de la 

Universidad de Zaragoza. Después, este grupo realizó los estudios farmacocinéticos. 

 

3. Estudio computacional de imagen 

El grupo de Biomateriales del Instituto Universitario de Investigación en Ingeniería 

de la Universidad de Zaragoza, perteneciente al Departamento de Ingeniería Mecánica, 

realizó el estudio de procesamiento y análisis de imágenes sobre la monitorización de la 

formulación BRI/LAP a nivel vítreo mediante tomografía de coherencia óptica (OCT). 
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4. Metodología relativa al primer artículo 

4.1. Formulación DEX/LAP 

4.1.1. Química y reactivos 

La dexametasona (DEX) era de Sigma-Aldrich (Madrid, España). Laponite®-RD 

(LAP) (densidad superficial 370 m2/g, densidad aparente 1000 kg/m3, composición química: 

SiO2 59,5%, MgO 27,5%, Li2O 0,8%, 2,8Na2O %) fue comprada a Rockwood Additives 

(Widnes, Cheshire, Reino Unido). La solución de hialuronato sódico al 3% (Healon® 

EndoCoat OVD) y la solución salina equilibrada al 0,9% (9 mg/mL NaCl) (BSS) se obtuvieron 

de Abbott Medical Optics (Barcelona, España) y Fresenius Kabi (Barcelona, España), 

respectivamente. El etanol, la acetona y el acetonitrilo fueron de grado HPLC de Scharlab 

(Barcelona, España). 

4.1.2. Preparación y caracterización de la formulación DEX/LAP 

La concentración óptima de dexametasona (DEX) para cargar la Laponita ha sido 

determinada por nuestro grupo en estudios anteriores, en base a la naturaleza de la 

interacción fármaco-arcilla y el comportamiento in vitro del medio hasta la liberación del 

fármaco (Fraile et al., 2016). El fármaco se incorporó al polímero disolviéndolo en una 

dispersión acuosa de LAP: 10 mg-DEX se disolvieron en acetona (10 mL) y luego se 

añadieron 100 mg-LAP a esta solución. La lechada se agitó a temperatura ambiente durante 

1 hora y luego se eliminó el disolvente en un evaporador rotativo. El sólido se secó a 

temperatura ambiente durante la noche al vacío sobre P2O5. El polvo dexametasona-

Laponita (DEX/LAP) se almacenó en viales de un solo uso bien tapados y esterilizados con 

rayos gamma. Inmediatamente antes de la inyección, el polvo DEX/LAP se suspendió en 10 

mL de BSS y se sometió a un suave vórtice durante 10 minutos, para obtener una 

suspensión transparente y homogénea (10 mg/mL; 1:10 p/p). 

4.1.3. Determinación de los volúmenes de inyección 

Se determinó un volumen de 50 μL y 100 μL de suspensión DEX/LAP para la 

administración intravítrea y supracoroidea, respectivamente. La dosis de DEX utilizada fue 

de 0,1 mg en 100 μL para la inyección IV y de 0,05 mg en 50 μL para la inyección SC, que 

es la concentración óptima de DEX para cargar a la arcilla LAP (10 mg/mL, 1:10 p/p) (Fraile 

et al., 2016). Se determinó que el volumen de suspensión utilizado para la inyección 

intravítrea y la inyección de SC era el volumen habitualmente utilizado para los estudios 

farmacocinéticos (PK) y que debía administrarse con seguridad sin riesgo de fugas, 

inducción de elevación de la presión intraocular o hemorragia coroidea (Ahn et al., 2016) 

(Chen et al., 2015) (Prieto et al., 2018)). 

4.2. Diseño del estudio in vivo 

4.2.1. Administración in vivo: procedimiento de inyección  

Treinta animales se incluyeron en el estudio y se dividieron aleatoriamente en dos 

grupos. Quince animales recibieron una administración supracoroidea (grupo SC) y los otros 

quince animales una inyección intravítrea (grupo IV) de la formulación DEX/LAP. Sólo se 

administró en un ojo (ojo derecho) de cada animal. El otro ojo (ojo izquierdo) permaneció 

sin tratar. 
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Todas las inyecciones se realizaron bajo anestesia general y en condiciones 

asépticas. Para la inyección IV, se anestesió a los animales mediante la inyección 

intramuscular de clorhidrato de ketamina (25 mg/Kg) (Ketolar 50®, Pfizer, Madrid, España) 

y medetomidina (0,5 mg/Kg) (Domtor®, Esteve, Madrid, España). Para la administración vía 

SC, al ser un procedimiento más largo, se realizó una anestesia general inhalatoria con 

2,5% de sevoflurano (Sevorane®, Abbott Laboratories, Madrid, España) en oxígeno por 

medio de una mascarilla, con control de los signos vitales. Se utilizó anestesia tópica con 

clorhidrato de tetracaína (1 mg/mL) y clorhidrato de oxibuprocaína (4 mg/mL) en gotas 

oftálmicas (Colircusí Anestésico Doble®, Alcon Cusí SA, Barcelona, España), y se aplicó 

solución de povidona yodada (5%) para la antisepsia de la superficie ocular antes y después 

de la inyección. 

El mismo oftalmólogo realizó todas las inyecciones oculares, bajo la visión directa de 

un microscopio quirúrgico (Zeiss Opmi 6c/Osmi 99 Microscope, Carl Zeiss Meditec Inc, 

California, USA). 

Después de los procedimientos quirúrgicos se permitió que los animales se 

recuperaran de la anestesia y se supervisó el estado de salud de la superficie ocular. 

(a) Inyección supracoroidea 

La administración SC se realizó en el cuadrante nasal superior del ojo mediante la 

técnica de la canulación del SCS (Olsen y otros, 2006). La esclerótica se expuso realizando 

una peritomía conjuntival con un corte radial paralelo al músculo recto superior. Se hizo una 

profunda incisión intraescleral de unos 9 mm más allá del limbo, cerca del meridiano del 

globo de las 2 en punto. Se utilizó una espátula roma para diseccionar la esclerótica y entrar 

en la SCS haciendo un pequeño bolsillo como depósito (Figura 7). La administración directa 

de la suspensión DEX/LAP se realizó mediante una inyección con una cánula de irrigación 

de calibre 25 (con un ángulo de 35º, 7,0 mm desde la curva hasta la punta, 19,0 mm de 

longitud total excluyendo el centro) unida a una jeringa de 1 mL, mientras que el bolsillo 

escleral se ocluyó con una microesponja quirúrgica y se mantuvo durante 1 minuto para 

evitar fugas en el lugar de la inyección. Finalmente, la conjuntiva fue restaurada por una 

sutura 8-0. 

 

 
 

  

Figura 7. Colocación de la formulación DEX/LAP en el espacio subcoroideo. 
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(b) Inyección intravítrea 

La inyección intravítrea se realizó con una aguja del calibre 25 en el cuadrante 

temporal superior, unos 3-5 mm posteriores al limbo, hacia el centro de la cavidad vítrea. 

Previamente, se realizó una paracentesis en la cámara anterior con una aguja hueca del 

calibre 30 con la eliminación del humor acuoso, para evitar una elevación de la presión 

intraocular. Después de la inyección, la ausencia de reflujo se verificó en todos los casos 

mediante la compresión suave del punto de inyección con un bastoncillo de algodón durante 

30 segundos. 

4.2.2. Análisis de seguridad de los ojos administrados con la suspensión DEX/LAP  

Tras la administración ocular de la suspensión DEX/LAP en ambos grupos (SC y IV), 

los ojos fueron monitorizados mediante tonometría ocular, examen con lámpara de 

hendidura y oftalmoscopia indirecta, al día 1 y 1, 4, 12 y 24 semanas antes del sacrificio. 

4.3. Estudio farmacocinético 

Para la toma de muestras de tejidos oculares y posteriores estudios de 

farmacocinética ocular, se sacrificaron tres animales al día 1 y a las semanas 1, 4, 12 y 24 

mediante una inyección intravenosa rápida de pentobarbital sódico (30 mg/kg) a través de 

la vena de la oreja. Inmediatamente después de la eutanasia, se enuclearon los ojos y se 

congelaron los globos a (-40ºC) para la posterior disección adecuada del cristalino, el vítreo, 

la unidad coroide-retina y la esclerótica. Las concentraciones de DEX en los tejidos oculares 

se determinaron utilizando un método sencillo y de fácil acceso mediante la cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas de alta resolución (HRLC-MS), de acuerdo con 

la metodología descrita por nuestro grupo (Prieto et al., 2017). 

4.3.1. Método analítico  

La determinación de DEX se realizó por el método HRLC-MS en un sistema Waters 

2695 equipado con una columna Phenomenex Kinetex C18 (75 mm × 4,6 mm × 2,6 μm) 

acoplada a un detector PDA Waters 2995. La fase móvil era acetonitrilo/agua (35:65 v/v) 

bombeada a un flujo de 0,2 mL/min a 35ºC. Se utilizó la detección a 250 nm. La cantidad de 

DEX fue calculada por una curva de calibración de siete puntos contra 6-α-metilprednisolona 

como estándar interno. Se mezclaron alícuotas del medio de extracción (200 μL) con 

acetonitrilo (2 mL) y 100 μL de una solución estándar (20 ppm en acetonitrilo). A 

continuación, la solución se sometió a un vórtex durante 1 min y a una sonicación durante 

5 min para asegurar la mezcla completa, y finalmente se centrifugó a 3000 rpm durante 5 

min. El sobrenadante fue recogido y evaporado al vacío, y luego disuelto en 200 μL de 

acetonitrilo, filtrado a través de un filtro de jeringa de PTFE 0.22 μm y analizado. 

4.3.2. Análisis farmacocinético 

Se determinaron las concentraciones de DEX en los diferentes tejidos de los ojos 

inyectados y de control para realizar un análisis de PK. Los datos de PK se analizaron para 

determinar el mejor ajuste y, en consecuencia, se modelaron según modelos no 

compartimentados utilizando el "PK Solver Add-in" de Microsoft Excel (Albuquerque, NM, 

EE. UU.), en el que se utilizan ecuaciones que describen la concentración en función del 

tiempo. Se obtuvieron los siguientes parámetros PK: concentración máxima (Cmax), tiempo 

hasta la concentración máxima (Tmax), vida media de eliminación (T½), la constante de la 
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tasa de eliminación (Ke) que se deriva de la vida media de eliminación de la droga (Ke= 

0,693/T1/2), eliminación de la droga (CL), y el área bajo la curva de concentración-tiempo 

(AUC0-∞). 

Para describir el curso del tiempo-concentración de la DEX después de la 

administración se utilizó la siguiente ecuación, donde C es la concentración en el tejido, C0 

es la concentración en el tiempo t0. El área bajo la curva de concentración-tiempo (AUC0-

∞) fue estimada por el método lineal-trapezoidal a partir de las concentraciones tisulares 

experimentales, en el que el área desde el último punto de concentración (Tlast= 24 

semanas) hasta el infinito (∞) se calculó como Clast/Ke. 

4.4. Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos fueron realizados por SPSS versión 21.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL). Los datos de las concentraciones de DEX se expresaron como media ± 

desviación estándar. La prueba de Kolmogorov-Smirnov se utilizó para determinar la bondad 

del ajuste a la distribución normal de las variables continuas. La prueba t de Student se 

utilizó para comparar las concentraciones de tejido y los parámetros de farmacocinética 

entre los dos grupos. Otros resultados fueron medidas descriptivas y se utilizó la prueba de 

Chi cuadrado de Pearson para comparar los datos categóricos. La significación estadística 

fue aceptada a un nivel de p< 0,05. 

 

5. Metodología relativa al segundo artículo 

5.1. Formulación BRI/LAP 

5.1.1. Productos químicos y reactivos 

La brimonidina y la 2-bromoquinoxalina se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Madrid, 

España). Laponita®-RD (LAP) (densidad superficial 370 m2/g, densidad aparente 1000 

kg/m3, composición química: SiO2 59,5%, MgO 27,5%, Li2O 0,8%, Na2O 2,8%) se ha 

obtenido de BYK Additives (Widnes, Cheshire, Reino Unido). La solución salina equilibrada 

al 0,9% (9 mg/mL NaCl) (BSS) se obtuvo de Fresenius Kabi (Barcelona, España). El etanol 

de grado HPLC, el acetonitrilo, el metanol, el formiato de amonio, el ácido fórmico, el 

amoníaco y el ácido fosfórico (85% p/p) se obtuvieron de Scharlab (Barcelona, España). La 

placa de elución de 96 pozos Oasis MCX Prime se obtuvo de Waters Chromatography 

(Barcelona, España). 

5.1.2. Formulación de Brimonidina-Laponita  

La brimonidina se cargó en la Laponita siguiendo la metodología descrita para la 

dexametasona (Fraile et al., 2016). Así pues, la Brimonidina/Laponita (BRI/LAP) se preparó 

añadiendo LAP (100 mg) a una solución de Brimonidina en etanol (10 mg/10 mL), agitándola 

a temperatura ambiente y evaporando el disolvente en vacío para obtener una buena 

dispersión de la Brimonidina en la superficie. El polvo de BRI/LAP se almacenó a -30ºC en 

viales de un solo uso bien tapados y esterilizados con rayos gamma. 

La carga de droga en la LAP se determinó por el método del espectrómetro de masas 

de cromatografía líquida de ultra alta presión (UHPLC-MS) (ver abajo). La muestra en polvo 

(5 mg) se extrajo en 5 mL de acetonitrilo/etanol (1/1 v/v). Después de 1 h de agitación, la 
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muestra se centrifugó a 3000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente y se analizó el 

sobrenadante, obteniéndose una carga total de 8,98 mg por 100 mg de sólido (98,8% de la 

cantidad inicial). Inmediatamente antes de la inyección, el polvo de BRI/LAP se suspendió 

en BSS (10 mg/mL) y se sometió a un suave vórtice durante 10 minutos para producir una 

dispersión coloidal amarilla. 

5.2. Procesamiento de muestras para la determinación farmacocinética 

El ojo de rata fue cortado con tijeras de disección, se añadió 1 mL de solución de 

ácido fórmico al 5% en acetonitrilo y la mezcla fue sonicada a 45W de potencia durante 10 

min con un procesador de ultrasonidos Hierchler UP50H. A la mezcla se le añadió 1 mL de 

200 mM de formiato de amonio en ácido fosfórico al 4%, y 100mL de 50 ppm de estándar 

interno (IS) de 2-bromoquinoxalina en ácido fórmico al 0,1% en acetonitrilo, y la mezcla fue 

sonicada durante 10 minutos adicionales. Luego la muestra se centrifugó a 3000 rpm 

durante 10 min. El sobrenadante fue recogido y limpiado por extracción en fase sólida (SPE) 

en una placa de elución Oasis MCX. Así, el sobrenadante se pasó a través del adsorbente 

bajo vacío, y la muestra adsorbida se enjuagó con 600 mL de metanol. Los Bri e IS 

adsorbidos fueron eluídos de la placa con 500 mL de una solución de amoníaco al 5% en 

metanol. El extracto recogido se evaporó al vacío y se disolvió en 200 mL de ácido fórmico 

al 0,1% en acetonitrilo. La solución fue analizada por UHPLC-MS. La recuperación del 

analito se determinó en muestras punzantes de ojo de rata en tres niveles de concentración 

(bajo, medio y alto). Se encontró que estaba entre el 92% (nivel de concentración más bajo) 

y el 98% (nivel de concentración más alto). 

5.3. Método analítico 

Las muestras fueron analizadas usando un instrumento UPLC de Aguas de Actitud 

acoplado a un espectrómetro de masas QDa de Aguas de Actitud. La separación 

cromatográfica se logró utilizando una columna de cortezas de agua T3 (1,6 mm, 2,1 x 75 

mm) a 30ºC. La fase móvil comprendía una mezcla de acetonitrilo (0,1% de ácido fórmico) 

y agua (0,1% de ácido fórmico). Las muestras (10 mL) se eluyeron a un flujo de 0,5 mL/min. 

El instrumento de MS funcionó en modo positivo de ionización por electrospray (ESI). 

Se utilizó el modo de exploración completa (150-500 Da) para identificar el analito (m/z = 

293 (100%) y 295 para la Brimonidina) y el IS (m/z = 210 (100%) y 212 para la 2-

bromoquinoxalina). La cuantificación se llevó a cabo en modo de monitoreo de iones únicos 

(SIM) (m/z = 293 para la brimonidina y 212 para la bromoquinoxalina). El método se validó 

de acuerdo con las directrices del International Council for Harmonisation of Technical 

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH). 

5.4. Inducción de hipertensión ocular (HTO) y procedimiento de inyección de drogas  

Los 91 animales se dividieron en una cohorte control [no-BRI] y una cohorte con 

Laponita-Brimonidina [BRI-LAP]. La cohorte [no-BRI] estaba compuesta por 31 ratas. En 

esta cohorte, la HTO fue inducida en el ojo derecho y el ojo izquierdo se mantuvo sin 

intervención y sirvió como ojo de control. La cohorte [BRI-LAP] estaba compuesta por 60 

ratas. En esta cohorte, la HTO fue inducida en ambos ojos, pero el ojo derecho recibió una 

inyección intravítrea con la formulación de Brimonidina-Laponita (FI BRI/LAP). El ojo 
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derecho sirvió como ojo hipertenso tratado y el ojo izquierdo como ojo hipertenso de control 

(Figura 8). 

 

 
 

La hipertensión ocular se generó con el modelo descrito por Morrison y otros por 

medio de la esclerosis de las venas epiesclerales (Morrison et al., 1997) con una solución 

hipertónica de 1,8M bajo gotas oculares tópicas (Anestésico doble Colircusi®, Alcon Cusí® 

SA, Barcelona, España) y anestesia general por inyección intraperitoneal (IP) (60 mg/Kg de 

Ketamina + 0,25mg/Kg de Dexmedetomidina). En ambas cohortes se reinyectaba a los 

animales cada dos semanas si las medidas de PIO eran inferiores a 20 mmHg para 

mantener la HTO. En el tiempo basal la cohorte [BRI-LAP] recibió 3 mL de la formulación 

BRI/LAP (10 mg BRI/LAP/mL, cantidad de Bri inyectada 2,69 mg). Esta concentración se 

determinó de acuerdo con las dosis usadas por otros autores en ratas (K. E. Kim et al., 

2015), ratones (Lambert et al., 2015) y conejos (Chiang, Venugopal, et al., 2016), con su 

correspondiente corrección de escala. Los ojos derechos fueron inyectados intravítreos 

utilizando una jeringa Hamilton® medida en mL y una micropipeta de vidrio, lo que permitió 

la visualización de la formulación amarillenta que se estaba introduciendo. Después de la 

intervención, se dejó que los animales se recuperaran bajo control de temperatura con 

almohadillas calientes, por medio de una atmósfera de oxígeno enriquecido al 2,5% y un 

ungüento antibiótico lubricante en los ojos. 

5.5. Examen clínico, funcional y estructural oftalmológico in vivo  

Cada semana se evaluaron los signos clínicos oftalmológicos como el 

enrojecimiento, las cicatrices, la infección o la inflamación intraocular, así como las 

mediciones de la presión intraocular (PIO) registradas con el tonómetro de rebote Tonolab®. 

El valor de la PIO fue el promedio de tres mediciones consecutivas, que resultaron del 

promedio de 6 rebotes. Para ello, se sedó a las ratas durante menos de tres minutos con 

una mezcla de gas sevoflurano al 3% y oxígeno al 1,5% para evitar el posible efecto de la 

anestesia de gas, como se recomendó (Ding et al., 2011). 

 

Figura 8. Imágenes bajo microscopio quirúrgico de un ojo de la cohorte [BRI-LAP]. En la 

imagen de la izquierda se observa la vena epiescleral esclerosada. En la imagen de la derecha 

se aprecia la formulación BRI/LAP. 
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La funcionalidad de las estructuras neurorretinales se estudiaron con 

electrorretinografía (ERG) (Roland consult® RETIanimal ERG, Alemania) mediante los 

protocolos Flash escotópico ERG y Respuesta negativa fotópica (RNF) en el momento 

basal, a las 8, 12 y 24 semanas. Para probar el Flash escotópico ERG, los animales fueron 

previamente adaptados a la oscuridad durante 12 horas en una habitación oscura, 

anestesiados con inyección intraperitoneal y anestesia tópica y completamente dilatados 

con gotas oculares midriáticas (Tropicamida 10mg/ml, Fenilefrina 100mg/ml, Alcon Cusí® 

SA, Barcelona, España) y córnea lubricada (Hipromelosa 2%). Los electrodos de la córnea 

servían como electrodos activos, los electrodos de referencia se colocaban 

subcutáneamente a ambos lados y el electrodo de tierra cerca de su cola. La impedancia 

de los electrodos se aceptaba si había una diferencia <2kΩ entre los electrodos. Ambos ojos 

fueron probados simultáneamente por una esfera Ganzfeld Q450 SC con LEDs blancos que 

parpadean en busca de estímulos y se realizaron estos siete pasos con intensidad creciente 

de luminancia e intervalos (paso 1: 0,0003 cds/m2, 0. 2Hz/s; paso 2: 0,003 cds/m2, 

0,125Hz/s; paso 3: 0,03 cds/m2, 8,929Hz/s; paso 4: 0,03 cds/m2, 0,111Hz/s; paso 5:0,3 

cds/m2, 0,077Hz/s; paso 6: 3,0 cds/m2, 0,067Hz/s; y paso 7: 3,0 cds/m2, 29,412Hz/s) (Umeya 

et al 2019). Luego se realizó el protocolo RNF después de la adaptación de la luz al fondo 

azul (470 nm, 25 cds/m2) y se utilizó como estímulo el flash de LED rojo (625nm, 0,30 

cds/m2). Se estudiaron la latencia (en milisegundos) y la amplitud (en microvoltios) en las 

ondas a, b y RNF. 

Las estructuras neurorretinianas se estudiaron con un dispositivo de tomografía de 

coherencia óptica de alta resolución (HR-OCT Spectralis, Heidelberg® Engineering, 

Alemania) al inicio, al tercer día y a las 2, 4, 6, 8, 12, 24 semanas después de la inyección 

de BRI/LAP. Se evaluaron protocolos como el polo posterior de la retina, la capa de fibra 

nerviosa de la retina (CFNR) y la capa de células ganglionares (CCG) con segmentación 

automática. Estos protocolos analizaron un área de 1, 2 y 3 mm alrededor del centro del 

disco óptico mediante 61 b-scans y los exámenes de seguimiento posteriores se adquirieron 

en este mismo lugar utilizando el software de seguimiento ocular y la aplicación de 

seguimiento. Para la adquisición de los escaneos, se anestesió a las ratas con inyección 

intraperitoneal y se adaptó una lente de contacto plano en su córnea para obtener imágenes 

de alta calidad. 

Los exámenes sesgados se descartaban o se corregían manualmente por un técnico 

capacitado enmascarado si el algoritmo se había equivocado de forma obvia. 

5.6. Inmunohistoquímica 

Bajo anestesia general, los animales fueron sacrificados con una inyección 

intracardíaca de tiopenthal de sodio (25mg/ml). Los ojos se enuclearon inmediatamente, se 

fijaron en formalina tamponada neutra al 10% y se incluyeron en parafina. Se analizaron un 

total de 44 ojos pertenecientes a 22 ratas de la cohorte [BRI-LAP] (22 ojos derechos 

hipertensos inyectados con BRI/LAP y 22 ojos izquierdos hipertensos control). Los bloques 

de parafina fueron desbastados hasta llegar a la cabeza del nervio óptico. Posteriormente 

se realizaron secciones de 5 µm que fueron desparafinadas, rehidratadas y lavadas en H2O2 

al 10% durante 5 minutos (enfriamiento) antes de proceder a la incubación con los siguientes 

anticuerpos primarios a 4ºC durante la noche: Brn3a de ratón (Santa Cruz Biotechnology, 

Inc, Heidelberg, Alemania) a una dilución de 1:50, y proteína ácida fibrilar anti-glial 

(GFAP) de conejo (DAKO, Bath, Reino Unido) a una dilución de 1:1000. Después de eso, 
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las secciones se incubaron durante 90 minutos a temperatura ambiente con anticuerpos 

secundarios específicos: anti-ratón biotinilado de caballo a 1:50 de dilución y anti-conejo 

biotinilado de cabra a 1:100 de dilución (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Luego 

se realizó la incubación con ABC-HRP (Thermo Fisher Scientific, Waltham Massachusetts, 

USA) en dilución 1:50 durante 90 minutos a temperatura ambiente. Las secciones se lavaron 

en solución salina tamponada con fosfato antes y después de cada incubación. Finalmente, 

las secciones se tiñeron con diaminobenzidina (DAB) durante 3 minutos y se tiñeron con 

hematoxilina de Harrys (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Los controles inmunohistoquímicos de procedimiento se hicieron por 

omisión del anticuerpo primario en una sección secuencial de tejido. También se realizaron 

secciones oculares teñidas con hematoxilina/eosina para analizar la morfología general de 

la retina. Los portaobjetos se visualizaron en un microscopio óptico convencional (Figura 9). 

 

 
 

5.7. Recuento de células ganglionares de la retina 

Las células ganglionares de la retina fueron contadas sobre secciones radiales de la 

retina, a lo largo de 2 mm de una región lineal de la capa de células ganglionares, en cuatro 

áreas diferentes, dos a cada lado de la cabeza del nervio óptico. Las imágenes fueron 

analizadas por un operador ciego a los grupos de tratamiento. 

5.8. Análisis estadístico 

Todos los datos se registraron en una base de datos de Excel, y el análisis 

estadístico se realizó utilizando el software SPSS versión 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Se 

utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribución de la muestra. Dada la 

distribución no paramétrica de la mayoría de los datos, las diferencias entre ambas cohortes 

se evaluaron utilizando la prueba de la U de Mann-Whitney y los cambios registrados en 

cada ojo durante el período de estudio de 24 semanas se compararon utilizando una prueba 

 

Figura 9. Imágenes microscópicas (40X) de cortes histológicos de retina normal teñidos con Brn3a 

(izquierda) y proteína glial fibrilar (GFAP) (derecha). El anticuerpo Brn3a tiñe las células 

ganglionares (flecha), mientras que GFAP muestra positividad débil lineal a nivel de la capa de 

fibras nerviosas (flecha delgada) y en células gliales aisladas de la capa nuclear interna (flecha 

gruesa). 
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de Wilcoxon emparejada. Todos los valores se expresaron como media ± desviaciones 

estándar. Se consideró que valores de p <0,05 eran estadísticamente significativos. Para 

evitar una alta tasa de falsos positivos, se calculó la corrección de Bonferroni para múltiples 

comparaciones. El nivel de significación de cada variable se estableció en base a los 

cálculos de Bonferroni. El análisis estadístico del número de células ganglionares se realizó 

en R (v. 3.6.0) utilizando una prueba t emparejada. Los resultados se muestran como error 

estándar de la media (SEM). Se consideró que los valores de p <0,05 eran estadísticamente 

significativos. 

 

6. Metodología relativa al tercer artículo 

6.1. Recopilación de datos  

Las imágenes de tomografía de coherencia óptica (OCT) de los datos relativos a los 

niveles vítreos y de droga se obtuvieron a partir de los experimentos realizados en el estudio 

de intervención referido previamente (apartado 5.5). En ese estudio, el glaucoma crónico se 

indujo bilateralmente mediante inyecciones quincenales según el modelo bien establecido 

de Morrison (Morrison et al., 2015) y se realizó una única inyección de la formulación 

intravítrea brimonidina/Laponita (FI BRI/LAP) en el momento basal en los ojos derechos de 

ratas Long Evans, mientras que los ojos izquierdos sirvieron como hipertensos sin 

tratamiento. En este estudio se analizaron los exámenes de OCT en la línea de base y a las 

1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 semanas después de la inyección intravítrea de las ratas intervenidas 

para cuantificar la evolución de la FI BRI/LAP a lo largo de 6 meses. También se examinaron 

las ratas no intervenidas para compararse como controles. 

6.2. Tomografía de coherencia óptica 

Las imágenes se obtuvieron usando el dispositivo de OCT de alta resolución con una 

lente de contacto plana adaptada en la córnea de la rata para obtener imágenes de mayor 

calidad. La versión para roedores de este sistema adquiere imágenes de corte transversal 

mediante 61 b-scans de alrededor de 3 mm de longitud centrados en el nervio óptico. 

Explora con una resolución de 3 micras por píxel generado; y se analizaron un total de 1536 

x 496 píxeles. Se utilizó el protocolo del polo posterior de la retina con segmentación 

automática, software de rastreo ocular y aplicación de seguimiento para asegurar que se 

volvieran a escanear los mismos puntos durante el estudio. El modo de "mejorar la imagen 

de profundidad" se desactivó en todos los casos. 

6.3. Análisis de la formulación intravítrea mediante OCT 

Los agregados de la FI BRI/LAP en el vítreo se estudiaron partir de los escaneos 

vítreos de la OCT. Estos agregados se definieron como puntos hiperreflectantes de mayor 

tamaño, irregulares o de mayor señal, dispersos en el humor vítreo o en la interfaz vítreo-

retinal, que difieren del ruido de fondo (Figura 10). 
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El contraste de la imagen no se ajustó en ningún momento en el sistema de la OCT. 

Las imágenes sin procesar fueron exportadas como videos AVI. Estos videos se analizaron 

por un programa personalizado implementado en Matlab (versión R218a, Mathworks Inc., 

Natick, MA). Con este código, podemos reconocer la membrana limitante interna (MLI), y la 

capa interna y externa del epitelio pigmentario de la retina (EPR) mediante conversión en 

escala de grises. De esta manera, el espacio vítreo y el espacio EPR se pueden delimitar 

en cada b-scan. El vítreo (VIT) se definió como el espacio entre la extensión superior del b-

scan y el MLI, mientras que el EPR se definió como el espacio entre la capa interna y externa 

del EPR (Sreekantam et al., 2017) (Keane et al., 2014).  

El valor de intensidad media de estos dos espacios se calculó como el promedio de 

la intensidad de todos los píxeles dentro de cada región, obteniendo la intensidad relativa 

de VIT/EPR en cada b-scan. Así, la intensidad relativa VIT/EPR de cada ojo es el promedio 

de los 61 b-scan. Además, como los agregados de BRI/LAP tienden a depositarse en la 

MLI-CFNR (capa de fibra nerviosa de la retina), se determinaron los límites internos y 

externos de la MLI-CFNR para obtener la evolución del espesor de la MLI-CFNR a lo largo 

de las 24 semanas de seguimiento. 

El tamaño de los agregados en cada b-scan también se determinó calculando el 

número de píxeles que cada agregado contiene en la imagen. En los b-scans analizados, 

hay un total de 761856 píxeles y el área de la imagen es de 2.906 mm2, por lo tanto, la 

proporción es de 3.815 µm2/píxel. Para hacerlo correctamente, el ruido de fondo de la 

imagen fue eliminado primero usando un filtro de supresión de ruido que permitió distinguir 

entre los agregados y el ruido de fondo. Este filtro se implementó en nuestro código 

personalizado siguiendo la definición de los agregados como puntos más grandes cuya 

intensidad es mayor que la del fondo. Una vez calculado el tamaño de cada agregado, 

pudimos calcular el área promedio y el área total de FI BRI/LAP en cada ojo en diferentes 

momentos del seguimiento. 

Los datos de las imágenes se estudiaron por un lector enmascarado para obtener 

información clínica y de niveles de drogas. Dos investigadores diferentes realizaron la 

segmentación de la OCT de forma enmascarada para comprobar la reproducibilidad. 

      

Figura 10. Imagen obtenida mediante tomografía de coherencia óptica en la que se 

observan los agregados hiperreflectantes (flechas rojas) de la formulación intravítrea 

de brimonidina-Laponita (BRI/LAP) detectados en la interfase vítreo-retiniana. 
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6.4. Análisis estadístico 

Todos los datos se registraron en una base de datos de Excel, y el análisis 

estadístico se realizó utilizando el software SPSS versión 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). 

Para evaluar la distribución de la muestra se utilizó la prueba de Kolmogorov-Smirnov, pero 

dada la distribución no paramétrica de la mayoría de los datos, se utilizó la prueba de la U 

de Mann-Whitney para evaluar las diferencias entre ambas cohortes y una prueba de 

Wilcoxon emparejada para comparar los cambios registrados en cada ojo durante el período 

de estudio. Se consideró que los valores de p <0,05 eran estadísticamente significativos. 

 

7. Metodología relativa al cuarto artículo 

Se llevó a cabo una búsqueda sistemática utilizando las guías Preferred Reporting 

Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) para revisiones estructuradas. 

La búsqueda bibliográfica se realizó en plataformas como Web of Science®, la base de datos 

Wiley, Scopus®, Google Scholar®, Pubmed, PubChem, Mendeley® y las bases de datos 

science.gov a fecha de agosto de 2023. Para la búsqueda bibliográfica, se emplearon 

diferentes combinaciones de palabras clave, como "minerales arcillosos", "Laponita", 

"aplicaciones biomédicas", "revisión" y "oftalmología". Se utilizaron los operadores 

booleanos para combinar los términos seleccionados ["Laponita" y "revisión"], ["Laponita" y 

"aplicaciones biomédicas"], ["Laponita" y "aplicaciones biomédicas" y "revisión"], y 

["Laponita" y "oftalmología"] centrados más específicamente en la aplicación oftálmica de la 

Laponita. 

Los estudios identificados, de más general a más específico, fueron los que 

contenían lo siguiente: el término general ["clay minerals"], que encontró 48521 

coincidencias en Web of Science, 14400 en Google Scholar y cerca de 3000 tanto en 

Pubmed como en PubChem (desde 1915); el término específico ["Laponite"], que encontró 

más de 2700 coincidencias en Web of Science más de 2200 en Google Scholar y unos 700 

resultados en Pubmed (desde 1969); y ["Laponite NM"], que arrojó un total de 187 resultados 

en Pubmed y 179 referencias consolidadas en PubChem (desde 2007).  

Para la fase de cribado, se revisaron todos los títulos obtenidos de todas las 

búsquedas en bases de datos utilizando los operadores booleanos y las palabras clave 

["Laponita" y "revisión"], ["Laponita" y "aplicaciones biomédicas"], ["Laponita" y "aplicaciones 

biomédicas" y "revisión"] y ["Laponita" y "oftalmología"]. Para las referencias que cumplían 

los criterios de exclusión y de inclusión, respectivamente, se leyó el resumen como criterio 

de elegibilidad. 

Los criterios de exclusión fueron: (a) comunicaciones, resúmenes o estudios con 

escasa evidencia científica (es decir, no incluidos en el Journal Citation Reports [JCR®]) 

sobre arcillas minerales y que no mencionaran la Laponita, (b) referencias centradas 

únicamente en propiedades químicas, o aplicaciones industriales, (c) referencias en idiomas 

distintos del inglés. 

Los criterios de inclusión fueron estudios o revisiones centradas en: (a) la arcilla 

Laponita en términos generales, (b) minerales arcillosos, incluida la Laponita, para 

aplicaciones biomédicas, (c) el uso de la Laponita en el ojo. 
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Si el artículo se consideró de especial interés para su aplicación y/o traslación 

oftalmológica, o por la perspectiva ofrecida, se leyó en detalle y se incorporó a esta revisión. 

Para la etapa de inclusión, los estudios seleccionados se clasificaron según se 

realizaran en el ojo o no, pero cumpliendo los siguientes criterios: que los fármacos también 

se utilizaran en el ojo, que el tejido evaluado in vitro o in vivo estuviera presente en el ojo, 

que las patologías tratadas también se produjeran en el mismo y/o que los nuevos 

tratamientos fueran potencialmente aplicables. 
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DISCUSIÓN 

El uso de biomateriales en general y de biomateriales oftálmicos en particular está 

en continuo crecimiento, integrando conocimientos, ideas y avances de múltiples disciplinas, 

como la medicina, la biología, la química, la física, y la ingeniería, lo cual permite un número 

ilimitado de posibilidades para explorar. Con la llegada de las nuevas generaciones, los 

biomateriales han conseguido reducir las complicaciones y toxicidades, así como mejorar la 

biocompatibilidad. Además, con la introducción de los hidrogeles sintéticos, es decir, 

polímeros capaces de dirigir y retener agua sin disolverse en un medio acuoso, la gama de 

biomateriales oftálmicos ha aumentado considerablemente. El envejecimiento progresivo de 

la población ha propiciado que los problemas oculares sean cada vez más frecuentes, y, en 

este sentido, los biomateriales han contribuido en los últimos años a mejorar o restaurar la 

visión, repercutiendo de manera positiva en la calidad de vida de muchos pacientes. De 

hecho, el ojo es el primer órgano en el que se implantó un material extraño para cumplir la 

función de lo que hoy se denomina biomaterial. Las enfermedades del segmento posterior 

del ojo son difíciles de tratar por la poca permeabilidad de los tejidos, las barreras 

anatómicas y fisiológicas propias del ojo y la baja biodisponibilidad del fármaco en el tejido 

diana. Las medidas disponibles actualmente, en muchos casos, son insuficientes para 

mantener niveles terapéuticos adecuados del fármaco en la región posterior del ojo. Se trata, 

por tanto, de un campo donde urge seguir explorando e investigando nuevas estrategias 

terapéuticas. En los últimos años se han llevado a cabo investigaciones enfocadas en los 

sistemas de nanopartículas como biomateriales capaces de liberar fármacos de forma 

sostenida, lo que permite de forma simultánea reducir la dosis y mantener la administración 

de forma prolongada a nivel del tejido diana. Entre los diversos nanomateriales que se están 

explorando, la Laponita, un silicato estratificado coloidal sintético, destaca como un 

biomaterial especialmente prometedor y emergente. 

La Laponita como biomaterial oftalmológico reúne una serie de características 

fisicoquímicas y biológicas que la hacen especialmente atractiva para su aplicación ocular, 

siendo destacable el hecho de ser un nanomaterial biocompatible, fácilmente inyectable y 

ópticamente transparente, con cualidades como la tixotropía, que facilita su inyección, y la 

capacidad para retener todo tipo de moléculas, así como para liberarlas de manera 

progresiva. Nuestro grupo realizó estudios previos con la Laponita, tanto a nivel in vitro como 

in vivo. En el primero de ellos se creó y caracterizó, in vitro, una nueva formulación de 

dexametasona utilizando una matriz de Laponita como base (formulación DEX/LAP), la cual 

mostró una liberación inicial de dexametasona de menos del 40% seguida de una liberación 

sostenida durante 24 semanas (Fraile et al., 2016). Se testó sobre soluciones que emulaban 

el humor vítreo. Este estudio puso de relieve la sencillez del método de preparación, en el 

que la fisisorción se modulaba cambiando el disolvente en el proceso de adsorción. Un 

estudio en paralelo demostró que la administración de Laponita en ojos sanos de conejo es 

segura y biocompatible, con persistencia intraocular tras inyección intravítrea y 

supracoroidea (Prieto et al., 2018). No hubo diferencias significativas en la presión 

intraocular, no se observaron complicaciones oculares relevantes, ni cambios patológicos 

en el estudio histológico. Además, se observó una lenta degradación de Laponita durante 

14 semanas. La presencia de Laponita en el vítreo se confirmó indirectamente mediante 

valoración complexométrica aprovechando el alto contenido de iones de magnesio de ésta. 

Continuando esta misma línea de investigación, la presente Tesis Doctoral se ha 

focalizado en evaluar in vivo la biocompatibilidad y eficacia de Laponita como portador de 
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varios agentes farmacológicos de diferentes características, concretamente un 

antiinflamatorio esteroideo de amplísima aplicación en patología oftalmológica como la 

dexametasona y un agente de baja solubilidad como la brimonidina. Se han comparado dos 

vías distintas de administración (supracoroidea, realizada quirúrgicamente; e intravítrea, 

mediante inyección mínimamente invasiva) y se ha trabajado con modelos animales tanto 

sanos como enfermos (Figura 11). Además, se ha monitorizado de manera mínimamente 

invasiva la formulación intravítrea mediante escaneos del gel vitreo mediante tomografía de 

coherencia óptica. 

 

El primero de los trabajos que constituyen la presente Tesis Doctoral se centró en 

evaluar el perfil farmacocinético y la seguridad ocular de la nueva formulación 

DEX/LAP. Para llevarlo a cabo, se administró sobre ojos sanos de conejo, tras haber 

quedado demostrada la idoneidad de este modelo animal para los estudios farmacocinéticos 

por la buena correlación entre el humor vítreo de los conejos y el de los humanos (del Amo 

& Urtti, 2015). La elección de la dexametasona como fármaco obedece al hecho 

concomitante de su gran uso en el tratamiento de la patología del segmento posterior y de 

su alta hidrosolubilidad, lo que supone que para administrarla por vía intravítrea o 

supracoroidea se requiere utilizar sistemas que permitan una liberación sostenida del 

fármaco. 

  

Figura 11. Estudios in vivo llevados a cabo con Laponita. Abreviaturas: DEX/LAP: 

dexametasona/Laponita; BRI/LAP: brimonidina/Laponita; PIO: presión intraocular; OCT: tomografía 

de coherencia óptica; ERG; electrorretinografía. 
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Actualmente en la práctica clínica se dispone de glucocorticoides que pueden 

administrarse por vía intravítrea en suspensión o en implantes biodegradables y no 

biodegradables. Tras la administración IV, su cinética ocular muestra un pico inicial a nivel 

del vítreo, para luego disminuir progresivamente y variable hasta estabilizar los niveles, tras 

lo cual descienden hasta volverse no detectables, dependiendo del periodo de actividad del 

tipo de mecanismo de liberación. En nuestro caso, la administración IV de 0,1 mg de 

dexametasona en forma de suspensión (10 mg ml-1) de DEX/LAP, además de presentar la 

ventaja de administrarse como un nanogel suave inyectado con una aguja de 25 G (Soni et 

al., 2016), produjo un pico de liberación de dexametasona breve y precoz el primer día, 

seguido de un descenso en la primera semana y unos niveles posteriores en meseta hasta 

los 6 meses. Además, la dosis de dexametasona administrada fue inferior a la que incluye 

el implante IV biodegradable de PLGA, Ozurdex® (0,1 frente a 0,7 mg). 

En cuanto a la administración supracoroidea, presenta varias ventajas sobre la 

administración intravítrea, entre ellas un menor riesgo de hemorragia en la pars plana, el 

hecho de no producir opacidad en el eje visual (cataratas o cuerpos flotantes), mayor 

biodisponibilidad en el tejido diana y menor respuesta inmunitaria. Este gran potencial se 

manifiesta en el creciente número de patentes y de publicaciones al respecto en los últimos 

años (Gilger et al., 2014). En nuestro estudio, la dosis de 0,05 mg de dexametasona en 

forma de suspensión (10 mg ml-1) de DEX/LAP a nivel del espacio supracoroideo, mostró 

un pico durante la semana 1, seguido por un descenso progresivo hasta la semana 12 y 

manteniéndose hasta la semana 24. En este caso, se pudo demostrar que la administración 

supracoroidea de DEX/LAP aumentó la disponibilidad de dexametasona en la unidad retina-

coroides en comparación con la inyección intravítrea de Ozurdex® y también se mantuvo de 

forma más constante y prolongada hasta el final del del estudio. Esto podría evitar la 

sobredosificación, fluctuaciones y efectos secundarios, ya que ningún animal del estudio 

mostró aumentos de la PIO, cataratas o infecciones tras la administración supracoroidea de 

DEX/LAP. Hasta donde sabemos, sólo se ha realizado un estudio de administración de 

dexametasona en el espacio supracoroideo (Barbosa Saliba et al., 2016). Este estudio 

demostró la seguridad y eficacia del control de la inflamación en ratas con uveítis tras la 

colocación quirúrgica de un implante de poliuretano/- dexametasona de degradación lenta, 

pero utilizó dosis mucho más altas de dexametasona que en nuestro estudio. 

Comparando los resultados en ambas vías de administración, las dos fueron 

seguras. Nuestros resultados sugieren un mayor beneficio de la vía supracoroidea de 

DEX/LAP en comparación con la vía intravítrea, aunque la vía supracoroidea provocó una 

mayor hiperemia y defectos epiteliales sobre la superficie ocular, que se atribuyeron a la 

intervención quirúrgica del proceso de canulación y tuvieron carácter reversible y temporal, 

y podrían minimizarse con el uso de inyecciones como Clearside®. Sin embargo, la iatrogenia 

por inyección intravítrea tuvo carácter permanente (catarata) y generó la visión de un cuerpo 

flotante hasta el final del estudio. Además, la vía supracoroidea mantuvo niveles sostenidos 

de dexametasona en los tejidos oculares con una menor cantidad de fármaco inyectado en 

el ojo (0,1 mg intravítrea frente a 0,05 mg supracoroidea). La vía intravítrea mostró mayor 

dilución y pico inicial, por lo que se necesitó más dosis de dexametasona, con el 

consiguiente mayor riesgo de efectos secundarios, como la hipertensión ocular. No 

obstante, la amplia experiencia obtenida con las inyecciones intravítreas en la práctica 

clínica hace que esta vía pueda ser más adecuada en contextos clínicos donde se requiere 

mayor dosis inicial de ataque. Las principales limitaciones atribuibles a este estudio vienen 
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determinadas por: (1) La imposibilidad de detectar niveles de dexametasona en el tejido 

diana para comparar ambas vías de administración y, a su vez, con otras formulaciones ya 

existentes. (2) La no realización de pruebas sanguíneas para determinar los niveles de 

dexametasona en sangre. (3) La ausencia de estudios histológicos que confirmaran la 

correcta ubicación de la formulación DEX/LAP. (4) Trabajar solo sobre modelos animales 

sanos, desconociendo el comportamiento farmacocinético del agente terapéutico en 

modelos de enfermedad. En conclusión, con este trabajo quedó demostrado que la 

liberación de dexametasona a partir de Laponita se mantiene hasta 6 meses en el cuerpo 

vítreo de ojos de conejo sanos de forma segura. 

A partir de ahí, continuando con el proceso de investigación basado en la Laponita y 

su aplicación oftalmológica, al no existir ningún tratamiento intravítreo enfocado al control 

de la neuropatía glaucomatosa, se decidió introducir tres cambios importantes. (1) Uso de 

brimonidina, un fármaco hipotensor ocular de baja solubilidad, para demostrar el carácter 

generalizable del método de liberación. (2) Aplicar en un modelo de enfermedad (glaucoma 

crónico) para confirmar la ausencia de efectos secundarios y el efecto terapéutico mantenido 

durante un período prolongado. (3) Pruebas en otro animal (ratas), como requerimiento 

previo a los ensayos traslacionales. Este segundo estudio de la presente Tesis Doctoral es 

el primer estudio in vivo que muestra que un sistema de liberación sostenida de brimonidina 

(única inyección intravítrea de formulación BRI/LAP), produjo la mayor reducción 

mantenida de la PIO (Chiang, Kim, et al., 2016) (Pek et al., 2016) y un efecto neuroprotector 

durante al menos 6 meses, incluso en un modelo de enfermedad en el que se supone que 

la neurodegeneración se produce más rápidamente. La formulación BRI-LAP produjo un 

efecto hipotensor neto (disminución de aproximadamente 9 mmHg) en ojos con hipertensión 

ocular durante 8 semanas, que es el doble del tiempo descrito al utilizar nanoesponjas 

intravítreas (Lambert et al., 2015). El mayor efecto hipotensor se observó en las fases 

tempranas coincidiendo con la mayor liberación de brimonidina (aproximadamente 120-80 

ng ml-1) y desapareció en fases tardías, cuando la liberación de brimonidina se estabilizó 

(aproximadamente 60 ng ml-1). Curiosamente, el inicio del tratamiento con la formulación 

BRI/LAP en un ojo también pudo controlar la PIO en el ojo contralateral, aunque los niveles 

de brimonidina estuvieran por debajo del límite de detección.  Es probable que a los 6 meses 

la mayor parte de la brimonidina analizada esté asociada a Laponita. La cantidad mínima 

(desconocida) de brimonidina no asociada no podría controlar eficazmente la PIO en las 

fases finales del estudio. Esta observación coincide con otros autores, que muestran un 

efecto de hipopresión ocular inicialmente superior (Lambert et al., 2015) que disminuye 

posteriormente (hasta 4 semanas) (Chiang, Kim, et al., 2016). La brimonidina tiene una vida 

media corta (12 horas) y una eliminación rápida en el ojo (Walters, 1996). Al administrarse 

por vía intravítrea, esta formulación garantizaría el cumplimiento del tratamiento y un control 

satisfactorio de la enfermedad durante largos periodos de tiempo, siendo necesaria su 

administración quizá dos veces al año. 

Los exámenes neurorretinianos mediante tecnología OCT mostraron que la 

formulación BRI-LAP mejoró la protección estructural axonal (hasta la semana 6) y se 

mantuvo en las células ganglionares hasta las fases intermedias (semanas 6 y 8) y tardías 

(semanas 12 y 24). Estos resultados corroboran los anteriores, en los que el mayor efecto 

hipotensor observado en las primeras fases del estudio protegió a los axones del daño 

dependiente de la PIO, mientras que las concentraciones de brimonidina inferiores (del 

orden de nanogramos) detectadas en la fase de meseta proporcionaron posteriormente 
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protección neurorretiniana al interactuar con los receptores adrenérgicos de la retina 

(Woldemussie et al., 2007) (Kalapesi et al., 2005). Además, mostró un efecto neurorpotector 

en el ojo contralateral (también hipertenso, pero no tratado), que pueden haber sido 

consecuencia de la diseminación contralateral retrógrada y anterógrada de la sustancia a 

través de la vía visual (Davis et al., 2016) (Lawlor et al., 2018) (Evangelho et al., 2019) y de 

la mejora del transporte axonal por la brimonidina (Lambert et al., 2011). Por otro lado,  

también mostró un efecto funcional protector, a través del protocolo de respuesta negativa 

fotópica de la ERG, aplicable principalmente a las CGRs (mayor amplitud en la semana 12) 

y los axones (latencia mantenida), que se corroboró en los estudios histológicos con un 

mayor recuento de CGRs utilizando un anticuerpo específico Brn3a. Kim et al (Kim et al., 

2015) también informaron de un efecto neuroprotector tras la inyección intravítrea de 

nanopartículas cargadas de brimonidina que mejoraron la supervivencia de las CGR en un 

modelo de aplastamiento del nervio óptico, aunque no duró más de 14 días. La formulación 

intravítrea de BRI/LAP tuvo un efecto protector estructural y funcional en la retina que se 

mantuvo en los fotorreceptores bajo estimulación fotópica (pero no bajo estimulación 

escotópica) en las etapas posteriores (semana 24), y puede deberse al tiempo necesario 

para que la formulación atraviese las diferentes capas de la retina. De hecho, desde las 

primeras semanas se observó la formulación en el vítreo mediante OCT, pero no fue hasta 

la semana 12 cuando se observó intrarretina. 

Este estudio demuestra que el uso de Laponita como portador de fármacos para la 

administración intraocular presenta varias ventajas. (1) Desde una perspectiva química, la 

formulación de BRI/LAP es fácil y sencilla de preparar y la liberación del fármaco no está 

asociada a la degradación del portador, a diferencia de otros sistemas de administración de 

fármacos (Sun et al., 2017). (2) Desde una perspectiva clínica, la formulación de gel 

transparente, tixotrópico y a nanoescala permite inyectarlo en el cuerpo vítreo a través de 

agujas de menor calibre, a diferencia de BrimoDDS® -que requiere aplicadores - u otros 

dispositivos e implantes (Deokule et al., 2012). Como limitaciones, se produjo un nivel 

sorprendente e inesperado de muerte precoz de ratas. Esto pudo deberse tanto a la 

repetición de la anestesia intraperitoneal con dexmedetomidina como a los efectos 

depresores de la brimonidina sobre el sistema nervioso central. Es por ello por lo que sería 

aconsejable realizar análisis de sangre y futuros estudios de ajuste y escalado 

farmacodinámico o de inserción de manera simultánea con diferentes agentes en el soporte 

de arcilla (Arranz-Romera et al., 2019), antes de explorar la posible transferibilidad a la 

práctica clínica. 

Los estudios realizados mediante OCT aportaron información no solo de la estructura 

y grosor neurorretinianos, sino también de la interfase vitreorretiniana, donde se observó la 

formulación en forma de agregados hiperreflectantes. A partir de estos hallazgos se realizó 

el siguiente trabajo de esta Tesis Doctoral con el fin de monitorizar la formulación 

BRI/LAP mediante una caracterización cualitativa y cuantitativa de dichos agregados en 

función de los cambios en la intensidad de la señal vítrea observada, respecto a la intensidad 

del epitelio pigmentario de la retina, expresado como ratio VIT/EPR. Los agregados vítreos 

hiperreflectantes tendieron a asentarse en la superficie retiniana y alcanzaron el espacio 

intrarretiniano, posiblemente por difusión debido al pequeño tamaño de las plaquetas de 

LAP (1 nm de alto, 30 nm de diámetro) capaces de atravesar los poros de la membrana 

limitante interna y a la lipofilia de la brimonidina. La OCT fue fundamental para demostrar la 

degradación in vivo de la cantidad de BRI/LAP inyectada (basada en el área total de 
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agregados) y la agregación morfológica y dinámica de las moléculas de LAP (basada en el 

área media de agregados). La intensidad relativa y el tamaño de los agregados 

disminuyeron progresivamente durante 24 semanas en los ojos de las ratas tratadas según 

se degradaba la FI BRI/LAP. E interesantemente, la intensidad relativa VIT/EPR y el área 

total de agregados se correlacionaron con los niveles de brimonidina medidos en el ojo.  

 Los resultados in vivo coincidieron con los in vitro. (1) La mayor tasa de degradación 

de BRI/LAP coincidió con liberación de brimonidina y se produjo en las primeras etapas, y 

entre la mitad y final del estudio la degradación se produjo muy lentamente. (2) La mayor 

agregación de las primeras fases coincidió con el inicio del daño inducido por la hipertensión 

ocular y por tanto con un aumento de la acidosis, y en fases posteriores los agregados se 

empequeñecieron, lo que sugiere una menor acidosis y muerte celular debida al efecto 

neuroprotector. (3) Además, en la semana 3 los ojos tratados presentaron un pico 

hipertensivo. La LAP se hincha en medio acuoso, por lo que nuestra hipótesis era que un 

aumento del tamaño del agregado era responsable del aumento de la PIO. Mediante OCT 

se constató un aumento del tamaño de la FI BRI/LAP en las primeras fases (2-3 semanas), 

lo que confirmó nuestra hipótesis. 

Por otro lado, la OCT es una tecnología no invasiva que ha demostrado poder ofrecer 

imágenes casi histológicas según la luz transmitida o reflejada al atravesar la luz distintas 

estructuras con densidades diferentes. El aumento de señal que ofrece la FI BRI/LAP puede 

ser consecuencia de la lipofilia de la brimonidina y de los componentes de silicio y magnesio 

de la LAP. Dado que la OCT es una técnica de obtención de imágenes por dispersión de la 

luz, una mayor intensidad relativa VIT/EPR indicaría una mayor dispersión de la luz, con 

riesgo de percepción de moscas volantes. A este respecto, el tamaño de los agregados era 

del orden de micras (de 850 a 760 micras), mucho menor que el implante Ozurdex® o Brimo 

DDS®. En la mayoría de los agregados no se detectó ninguna sombra, lo que sugiere que 

la percepción potencial de cuerpos flotantes sería mínima o inexistente. Esto se traduciría 

en menor disconfort para los pacientes, incluyendo el menor grosor de la aguja. 

En resumen, el análisis mediante OCT del vítreo muestra que la intensidad relativa 

VIT/EPR es (1) significativamente mayor en los ojos tratados con la FI BRI/LAP que en los 

no tratados; (2) que los valores de intensidad disminuyen con el tiempo; (3) que los 

agregados pueden calcularse con un alto grado de reproducibilidad y (4) que el área total 

agregada se correlaciona con la cantidad de brimonidina en todas las fases del estudio y 

muestra una curva de degradación similar. Por lo tanto, la intensidad relativa de VIT/EPR 

parece ser un marcador útil y objetivo para la monitorización no invasiva de la formulación 

BRI/LAP, postulándose como un novedoso método de medición no invasivo. 

En cuanto a las limitaciones, hay que tener en cuenta varios aspectos. (1) La 

profundidad del vítreo analizada mediante OCT es parcial y se limita a un máximo de 1,9 

mm. No obstante, el análisis realizado en la interfase vitreorretiniana mediante un protocolo 

de seguimiento (que consiste en estudiar exactamente el mismo lugar en exploraciones 

seriadas) presenta una muestra representativa del gel vítreo completo, como han mostrado 

otros investigadores (Chu et al., 2013) (Korot et al., 2016). La alta correlación mostrada en 

los resultados (intensidad de la señal OCT frente a concentración de brimonidina en el ojo) 

demuestra la aplicabilidad en ratas y, presentada como escala logarítmica, sugiere que no 

sería necesario el estudio de todo el cuerpo vítreo. Sin embargo, estos animales tienen un 

cristalino enorme y, por tanto, un volumen vítreo muy pequeño en comparación con los 
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humanos. En estudios posteriores se recomendaría el análisis completo del cuerpo vítreo 

para corroborar la aplicabilidad de este seguimiento en animales con una estructura 

organizativa similar a la humana, como los cerdos o los perros. También sería deseable 

llevar a cabo estudios solo con Laponita, dado que esta técnica es adecuada para 

formulaciones hiperreflectantes, rasgo que en nuestro estudio puede haber sido atribuible a 

la brimonidina. (2) Algunos de los puntos hiperreflectantes se pudieran deber a la 

inflamación latente (Keane et al., 2014) secundaria a la inducción del glaucoma, con la 

consiguiente alteración o aumento de la intensidad de la señal. (3) Por último, considerando 

la traslación a entornos clínicos, las opacidades vítreas presentes en los individuos de edad 

avanzada y que son la población objetivo principal de esta formulación, serían una cuestión 

para considerar. Sin embargo, en general, las opacidades flotantes suelen mantenerse en 

un rango estable y el método de monitorización presentado en este estudio se realiza con 

una señal relativa (VIT/EPR). 

Finalmente, en el último trabajo de esta Tesis Doctoral se realizó una revisión de 

los estudios realizados con Laponita en el ojo en los últimos 10 años, y de los estudios que 

no se realizaron en el ojo, pero que podrían ser potencialmente aplicables en oftalmología 

ya que se utilizan los mismos fármacos, el tejido evaluado in vitro o in vivo también está 

presente en el ojo, las patologías tratadas también se dan en el ojo y/o los nuevos 

tratamientos son potencialmente aplicables en el ojo. Para examinar el amplio espectro de 

aplicaciones biomédicas de Laponita en el ojo, y dado que la oftalmología es una 

especialidad médica y quirúrgica, se hizo referencia a estudios relacionados con la 

administración de fármacos (para cuestiones médicas), hemorragias (para cuestiones 

quirúrgicas) e ingeniería de tejidos con medicina regenerativa y andamiajes (para la 

reparación mínimamente invasiva del ojo en aplicaciones prospectivas). 

La revisión mostró las numerosas evidencias científicas que sugieren que la Laponita 

puede utilizarse en todas las estructuras y tejidos oculares, desde la piel y los apéndices 

oculares hasta la retina y la órbita, a pesar de los pocos estudios realizados hasta la fecha 

sobre la aplicación del biomaterial Laponita en el ojo y/o tejido ocular. Entre sus ventajas 

destacan -en el caso de la oftalmología- la biocompatibilidad, la transparencia óptica, el 

grosor nanométrico y la tixotropía que facilita la inyección, además de su capacidad para 

retener todo tipo de moléculas, incluso en co-carga, y su habilidad para liberarlas 

progresivamente para tratar la célula diana tras su administración en forma de gel tópico o 

inyección cutánea, intravítrea o supracoroidea, o como andamiaje. También posee 

características bactericidas y regenerativas intrínsecas. La transformación clínica de la 

Laponita en términos de administración de fármacos parece más factible, sencilla y cercana. 

El andamiaje, en cambio, y especialmente para el tejido neural, parece lejano, ya que las 

complejas conexiones entre los tipos celulares de la retina siguen siendo un reto. Se 

concluyó con la idea de que la Laponita parece ser un biomaterial que merece un estudio 

más profundo en aplicaciones médicas, quirúrgicas y regenerativas en futuras 

investigaciones oftalmológicas. 

Resultado de todo lo anteriormente expuesto y con vistas a una futura traslación, el 

grupo de investigación protegió el uso de Laponita para aplicación oftalmológica mediante 

una solicitud de patente europea registrada (#No. 20 382 021.2) por la Universidad de 

Zaragoza. 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2590006423003952?via%3Dihub#gs7
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CONCLUSIONES 

 

1. La formulación de dexametasona - Laponita (DEX/LAP) administrada mediante 

inyección intravítrea mínimamente invasiva y mediante administración supracoroidea  

resultó segura y biocompatible en ojos sanos de conejo. 

 

2. Una única administración intravítrea o supracoroidea de la formulación DEX/LAP 

produjo la liberación progresiva de dexametasona y prolongó el tiempo de permanencia 

en el humor vítreo y la unidad coroides-retina hasta 6 meses en comparación con las 

formulaciones convencionales. 

 

3. La administración mediante inyección intravítrea de la formulación de brimonidina - 

Laponita (BRI/LAP) tuvo un efecto hipotensor y neuroprotector funcional y 

estructural en ratas con glaucoma inducido. 

 

4. Una única inyección intravítrea de la formulación BRI/LAP produjo una liberación 

sostenida de brimonidina y fue capaz de mantener dicho efecto hipotensor y 

neuroprotector durante al menos 6 meses. 

 

5. La formulación intravítrea BRI/LAP pudo ser visualizada y monitorizada mediante los 

cambios en la intensidad de la señal vítrea respecto a la intensidad del epitelio 

pigmentario de la retina, utilizando la tecnología de imagen no invasiva de tomografía 

de coherencia óptica (OCT). 

 

6. Este novedoso sistema de medición objetiva por OCT permitió la monitorización de la 

formulación intravítrea BRI/LAP, y mostró una correlación adecuada con los niveles del 

fármaco brimonidina en el ojo constituyéndose como un potencial biomarcador para su 

uso en la monitorización terapéutica en ensayos clínicos. 

 

7. La revisión sistemática de la bibliografía reveló una escasez de estudios llevados a 

cabo hasta la fecha sobre el biomaterial Laponita en el ojo, pero con evidencia científica 

de biocompatibilidad y potencial aplicación en el ojo. 

 

8. La translación a la práctica clínica del biomaterial Laponita como sistema de 

administración de fármacos parece un hecho factible, sencillo y próximo. Sin embargo, 

su aplicación en el campo de la medicina regenerativa parece todavía lejano. 
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