
oftalmol clin exp / issn 1851-2658 / volúmen 1 número 4 marzo 2008 •  pág. �  • efecto de BevacizumaB y raniBizumaB in-vitro 

Oftalmología Clínica y Experimental

Recibido: 4/04/2008
Aceptado: 25/04/2008
1 Departamento de Oftalmologia, 
Centro Privado de Ojos Romagosa 
Fundacion VER, Cordoba, Argentina. 

Los autores no tienen interés comercial en este estudio. Subsidiado por Research to Prevent Blindness, The Discovery Eye Foundation, the Iris and B. Gerald Cantor Foundation and Pan-American 
Association of Ophthalmology Foundation (David & Julianna Pyott Pan-American - Retinal Research Fellowship)

Estudio Comparativo In-Vitro de la Seguridad 
de las Drogas Antiangiogénicas (Bevacizumab 
y Ranibizumab) en Células Retinales

ana laura gramajo1,2, aneesh neekhra3, m. CrisTina kenney2, 
baruCh d. kuppermann2,Claudio p. juarez1*, josé d. luna1*

Resumen
ProPósito. Comparar el perfil de seguridad de bevacizumab (Avastin™) y ranibizumab (Lucentis™) en células retinales cultivadas. 
Métodos. Células ARPE-19 y R28 fueron expuestas por 24 hrs. a bevacizumab o ranibizumab a 1X, 2X y 5X las dosis clí-
nicas intravítreas (1.25, 2.5, y 6.25mg para bevacizumab y 0.5, 1.0 y 2.5mg para ranibizumab). Cambios apoptóticos tempra-
nos fueron determinados por el test de potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm). Para valorar apoptosis tardía, se midió 
la actividad de caspasa-3/7. Estudios de viabilidad celular fueron realizados usando el test de exclusión con azul de tripano.  
resultados. En ambas líneas celulares, el ΔΨm disminuyó significativamente en cultivos tratados con bevacizumab 5X compa-
rado con cultivos tratados con ranibizumab y cultivos no tratados (p<0.001). A la dosis de 2X, los cultivos tratados con bevacizu-
mab presentaron un ΔΨm menor comparado con cultivos no tratados (p<0.05). A las dosis clínicas de 1X y 2X, no se evidenció 
diferencia significativa entre ambas drogas. La actividad de caspasa-3/7 se incrementó sólo en  cultivos celulares de R28 tratados 
con bevacizumab 5X (p<0.001). La viabilidad celular no se redujo a ninguna dosis de ranibizumab o bevacizumab comparada con 
controles en ambas líneas celulares. 
ConClusiones. Tanto bevacizumab como ranibizumab no produjeron cambios en la viabilidad celular o cambios apoptóticos 
en las células retinales in vitro a las dosis clínicas intravítreas. Bevacizumab causó cambios apoptóticos significativos en ambas 
líneas celulares a dosis supraclínicas. En contraste, ranibizumab no causó una activación de la apoptosis en ninguna línea celular 
a ninguna de las dosis empleadas en este estudio. OftalmOl Clin Exp 2007;1: 4-10

Palabras Claves: Avastin, Lucentis, bevacizumab, ranibizumab, viabilidad celular, toxicidad in-vitro, células neurosensoriales y 
del epitelio pigmentario de la retina. 

In-Vitro Comparative Study of Antiangiogenic Drugs (Bevacizumab and Ranibizumab) On 
Retinal Cells
AbstrAct

PurPose. To compare the safety profile of bevacizumab (Avastin™) and ranibizumab (Lucentis™) on retinal cells (R28 /ARPE-
19) in culture.
Methods. Confluent cultures of ARPE-19 and R28 cells were exposed for 24 hrs to bevacizumab or ranibizumab at 1X, 2X, and 
5X the intravitreal clinical doses (1.25, 2.5, and 6.25mg for bevacizumab and 0.5, 1.0 and 2.5mg for ranibizumab). Early apoptotic 
changes were determined by the mitochondrial membrane potential (ΔΨm) assay. To assess the downstream apoptotic pathway, 
caspase-3/7 activity was measured. Cell viability studies were performed using the trypan blue dye exclusion assay.
results. In both cell lines, ΔΨm was decreased significantly in the 5X bevacizumab-treated cultures compared to ranibizumab 
and untreated cultures (p<0.001). At the 2X dose, bevacizumab-treated cultures had lower ΔΨm compared to untreated cultures 
(p<0.05). At 1X and 2X doses, there was no significant difference seen between bevacizumab and ranibizumab. The caspase-3/7 
activity was increased only in the 5X R28 bevacizumab-treated cultures (p<0.001). Cell viability was not reduced for any dose of 
ranibizumab or bevacizumab compared to controls in both cell lines.
conclusions. Neither bevacizumab nor ranibizumab produced apoptotic or cell viability changes to in vitro retinal cells at 
clinical intravitreal doses. Bevacizumab caused significant early apoptotic changes in both ARPE-19 and R28 cell lines at the 2X 
and 5X clinical doses and late apoptotic changes at the 5X dose in R28 cells. In contrast, ranibizumab caused neither early nor 
late apoptotic upregulation in either retinal cell line at all doses tested. OftalmOl Clin Exp 2007;1: 4-10
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epithelial cells.
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La angiogénesis vascular es uno de los mecanismos 
básicos involucrados en el desarrollo de la degene-
ración macular.1 Uno de los factores de crecimien-
to detrás de la neovascularización, el factor de cre-

cimiento  del endotelio vascular o VEGF (por sus siglas en 
inglés), ha sido ampliamente estudiado y ha sido implicado 
en varios eventos patológicos de la angiogénesis incluyen-
do enfermedades oculares neovasculares.2-15 La presencia de 
VEGF se requiere para la formación de neovascularización 
coroidea (NVC) en la degeneración macular relacionada 
con la edad (DMRE).11 Con el esclarecimiento del rol cau-
sal de este factor en la AMD neovascular, varias drogas que 
actúan sobre el VEGF han sido desarrolladas y otras están 
siendo sometidas a ensayos clínicos. En 2006, ranibizumab, 
un fragmento de anticuerpo monoclonal  anti-VEGF hu-
manizado, fue aprobado por la FDA para el tratamiento de 
la AMD. Sin embargo, en 2004 bevacizumab, un anticuer-
po monoclonal humanizado de longitud total, contra todas 
las isoformas de VEGF-A y sus productos de degradación 
activa, fue aprobado para el tratamiento del cancer colorec-
tal metastático mediante infusión endovenosa.16-17 La falta 
de éxito en el tratamiento de la DMRE y la disponibilidad 
del anticuerpo completo anti-VEGF llevó al Doctor Philip 
Rosenfeld a usarlo “off label” (sin la aprobación específica 
de los organismos oficiales- FDA) primero en forma endo-
venosa y luego como un agente intravitreo para la DMRE 
neovascular. Se descubrió que bevacizumab era efectivo en 
mejorar la visión y reducir el grosor macular en una peque-
ña serie de casos.18 Desde el reporte inicial de su eficacia, 
bevacizumab ha sido usado ampliamente por especialistas 
en retina a lo largo de todo el mundo. Se observó además 
su utilidad en el tratamiento de retinopatía diabética pro-
liferativa19, oclusión de vena central de la retina20-21, edema 
macular pseudofáquico22 y neovascularización de iris.23-24  

El crecimiento del uso off-label de bevacizumab intraví-
treo en el año previo a la disponibilidad de ranibizumab 
creó una controversia significativa entre los especialistas en 
retina, particularmente desde que la FDA aprobó ranibi-
zumab para la DMRE neovascular. Dado que bevacizu-
mab fue desarrollado sólo para uso endovenosos, muchas 
preguntas surgieron acerca de la seguridad del uso intraví-
treo off-label de bevacizumab. Mientras esta droga parece 
ser clínicamente segura y efectiva en gran escala en su uso 
intravítreo, existe una falta de datos sobre su seguridad y 
eficacia que usualmente estaría disponible para una droga 
aprobada para administración intraocular. Estudios preli-
minares in vitro25 e in vivo26-28 conducidos con bevacizumab 
no mostraron signos de toxicidad en células oculares. Las 
preocupaciones asociadas a la seguridad del uso off-label 
de este anticuerpo son importantes de explorar en vista del 
potencial impacto en la salud de las enfermedades oculares 
relacionada con la edad.29 

Previamente demostramos que bevacizumab no es tóxico 
a células de retina en cultivo (células R28 retinales neuro-
sensoriales de rata y células ARPE-19 humanas del epitelio 
pigmentario,) al estudiarlas con el test de viabilidad celular 
de exclusión con tinción de azul  trypan luego de 24 ho-
ras de exposición a la droga.25 Sin embargo, el test de azul 
trypan mide sólo muerte celular absoluta. Tests más sensi-
bles de injuria celular o mitocondrial podrían ser mejores 
marcadores de disfunción o muerte celular final dadas las 
limitaciones de tiempo de los trabajos en cultivos celulares. 
Si bien hay muchos tests sensibles disponibles para valorar 
daño celular, decidimos enfocarnos en dos: el test JC-1 el 
cual mide los cambios apoptóticos tempranos y el análisis 
de caspasa-3, una medida de la regulación en las vias finales 
de  apoptosis. 

Por lo tanto, este estudio tiene dos objetivos específicos: 
1) comparar la toxicidad de bevacizumab y ranibizumab en 
células retinales en cultivo y 2) valorar tests in vitro más sen-
sible para buscar daño mitocondrial o celular tempranos y 
no solo muerte celular y asi evaluar el potencial de toxicidad 
retinal de estos dos importantes agentes terapéuticos. 

Materiales y Metodos
Cultivos celulares

Las células neurosensoriales retinales (R28) se obtuvieron 
de retinas de rata de 6 días post-nacimiento. 30 Son células 
progenitoras retinales postnatales conocidas por sus pro-
piedades funcionales neuronales similares a varias células 
neurosensoriales retinales humanas.31  Las células fueron 
cultivadas en Dulbecco’s modified Eagle’s medium, con alta 
glucosa (DMEM high glucose; Invitrogen-Gibco) con sue-
ro bovino fetal al 10%, aminoácidos no esenciales 10 mM 
y y 10µg/ml de gentamicina. 

Las células del epitelio pigmentario retinal humano (célu-
las ARPE-19, ATCC, Manassas, VA) crecieron en una mez-
cla 1:1 (vol./vol.) de Dulbecco’s modified Eagle’s y Ham’s 
nutrient mixture F-12 medium (Invitrogen-Gibco, Carls-
bad, CA), aminoácidos no esenciales 10mM, bicarbonato 
de sodio 0.37%, L-glutamina 0.058%, antibióticos (peni-
cilina G 100U/ml, sulfato de estreptomicina 0.1 mg/ml, 
gentamicina 10µg/ml y anfotericina-B 2.5 µg/ml) y suero 
bovino fetal 10%. 

Ambos tipos celulares fueron incubadas a 37oC en 5% 
CO2 hasta lograr confluencia. Luego fueron incubadas por 
otras 24 horas en medio libre de suero para lograr que di-
chas células alcanzaran un estado relativamente quiescente 
para simular el estado natural de las células neurosensoriales 
retinales humanas y de las células del epitelio pigmentario 
de la retina (RPE) las cuales permanecen en fase no proli-
ferativa. Esto fue seguido por 24 horas de exposición a los 
respectivos anticuerpos.  
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Exposición celular a Bevacizumab y Ranibizumab 
Las células ARPE-19 y R28 fueron incubadas por 24 ho-

ras en  medio libre de suero con las dosis clínicas de be-
vacizumab (Avastin™, Genentech, San Francisco, CA) de 
1.25, 2.5 y 6.25mg  o 0.5, 1.0 y 2.5mg de ranibizumab 
(Lucentis™, Genentech, San Francisco, CA).  Estas dosis 
son equivalentes a 1X, 2X y 5X las dosis clínicas intraví-
treas de ambos anticuerpos. Asumimos que las dosis pre-
viamente mencionadas, cuando son usadas clínicamente, 
se distribuyen en forma uniforme a través de los 4ml de 
vítreo humano, resultando en concentraciones de un cuar-
to las dosis mencionadas en mg/ml. Por lo tanto, las células 
fueron expuestas a 0.313, 0.625, y 1.563 mg/ml bevacizu-
mab y 0.125, 0.25, y 0.625 ranibizumab.  Ranibizumab, 
distribuido como una solución esteril, libre de conservan-
tes creada para uso intravítreo que contiene 10 mg/ml de 

solución acuosa ranibizumab con 10 mM histidina HCl, 
10% ,  0.01% polisorbato 20, pH 5.5. Bevacizumab 
es envasado como una solución libre de conservantes de 
100 o 400 mg creada para uso endovenoso. La solución 
de 100mg contiene 25 mg/ml de solución acuosa beva-
cizumab junto con  23.2 mg fosfato sódico (monobásico, 
monohidrato), 4.8 mg fosfato sódico, 1.6 mg polisorbato 
20, y agua para inyección, USP, pH 6.2. El producto de 
400 mg está formulado con las mismas concentraciones 
químicas.

Test de Viabilidad Celular / Prueba de exclusión 
con Azul Tripan

Las células R28 y ARPE-19 (6.0x 105) se cultivaron du-
rante toda la noche para ser luego expuestas por otras 24 
horas a una de las tres concentraciones de bevacizumab o 
ranibizumab en medio libre de suero para mantener las cé-
lulas en una fase no proliferativa.  Las células fueron luego 
sometidas a tripsinación por 5 minutos con tripsina-EDTA 
0.2%, luego de lavar las mismas con PBS-EDTA. Acto se-
guido fueron centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos y re-
suspendidas en 1 ml de medio de cultivo. Inmediatamente 
después, se realizó el test de viabilidad celular usando el 
ViCell analyzer (Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA) 
en el cual la nueva suspensión de células es incubada con 
el colorante azul Tripan. El principio de este analizador se 
basa en que las células muertas captan el colorante, mien-
tras que las células vivas no lo hacen, ya que el colorante se 
une a las proteínas intracelulares de las células muertas por 
presentar una membrana celular permeable. El analizador 
realiza una prueba de exclusión colorimetrica  automati-
zada con el colorante azul de tripano otorgando al final el 
porcentaje de células viables.

Test de Potencial de Membrana Mitocondrial 
(∆Ψm)

Las células R28 y ARPE-19 (1.5 x 105) fueron cultivadas 
durante toda la noche y luego incubadas por otras 24 horas 
con una de las tres concetraciones de bevacizumab o rani-
bizumab en medio libre de suero. 

La detección del potencial de membrana fue realizado 
usando el kit JC-1 para detección de potencial de mem-
brana mitocondrial (Biotium, Hayward, CA) de acuerdo a 
las instrucciones del fabricante. El JC-1 (5,5’,6,6’-tetraclo-
ro-1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazolil-carbocianin-iodado) 
es un colorante catiónico. Se acumula mientras se agrega 
a las membranas mitocondriales, resultando en una fluo-
rescencia roja (de 590 nm) en células saludables mientras 
en células apoptóticas y necróticas, las cuales presentan un 
potencial de membrana mitocondrial disminuido, JC-1 se 
presenta en la forma de un monomero fluorescente verde 
(529 nm). La relación de fluorescencia roja (células vivas) y 

Figura 1A. Test de viabilidad en células retinales neurosensoriales R28. No 
se observó una disminución significativa en el porcentaje de viabilidad en 
células R28 tratadas con 1X, 2X, y 5X las dosis clínicas de bevacizumab o 
1X, 2X, y 5X las dosis clínicas de ranibizumab cuando se las compara a las 
células controles no tratadas, p>0.05. 

Figura 1B. Test de viabilidad en células retinales del epitelio pigmentarios 
ARPE-19. No se observó una disminución significativa en el porcentaje de 
viabilidad en células ARPE-19 tratadas con 1X, 2X, y 5X las dosis clínicas de 
bevacizumab o 1X, 2X, y 5X las dosis clínicas de ranibizumab comparadas a 
las células controles no tratadas, p>0.05. 
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verde (células muertas) es medido en cada muestra.
Al finalizar las 24 horas de incubación con la droga, las 

células fueron lavadas con medio fresco e incubadas por 
15 minutos con 500 ul de solución del reactivo JC-1 en 
medio de cultivo. Esto fue seguido de lavado con buffer 
incluido en el kit. Las imágenes fueron capturadas usando 
una Unidad de Escaneo de Imagenes Fluorescentes  (FM-
BIO III, Hitachi, Yokohama, Japan). La fluorescencia roja 
y verde fue medida en cada well y los índices rojo/ verde 
fueron calculados. 

Detección de Caspasa-3/7 
Las células R28 y ARPE-19 (1.5 x 105) fueron cultivadas 

durante toda la noche en platos de 24 wells y luego incuba-
das por otras 24 horas con una de las tres concentraciones 
de bevacizumab o ranibizumab en medio libre de suero. 

La actividad de Caspasa-3/7 fue detectada usando kits 
de Detección de Apoptosis FLICA (Fluorochrome Inhi-
bitor of Caspasa) (Immunochemistry Technologies LLC, 
Bloomington, MN).  El reactivo FLICA tiene un rango de 
excitación óptima de 488 a 492 nm, y un rango de emisión 
de 515 a 535 nm.  Las actividades de caspasa-3/7 fueron 
medidas usando un FMBIO III. La apoptosis fue cuan-
tificada como la cantidad de fluorescencia verde emitida 
por las sondas FLICA ligadas a caspasa-3/7.  Las células no 
apoptóticas no expresan tinción mientras que las células 
que están sufriendo apoptosis fluorescen brillantemente.  

A las 24 horas, las células fueron lavadas brevemente con 
medio de cultivo fresco, seguido por incubación con 300µl 
de solución FLICA en medio de cultivo por una 1 hr y 
lavadas con buffer fosfato (PBS). En adición a los grupos 
experimentales, los grupos controles incluyeron 1) células 
no tratadas sin FLICA para medir autofluorescencia de 
base de la célula nativa; 2) células no tratadas con FLICA 
para determinar actividad de caspasa nativa en los grupos 
celulares; y 3) sólo buffer. 

Análisis Estadístico
Los datos fueron sujetos a análisis estadístico mediante 

ANOVA usando el programa estadístico GraphPad Prism 
versión 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA). El 
Test de Comparación Multiple de Newman-Keuls fue usa-
do para comparar los datos dentro de cada experimento.  
Los datos se presentan como media ± errores estándares 
de la media (SEM). Los experimentos fueron realizados en 
triplicado. Los valores p< de 0.05 fueron considerados es-
tadísticamente significativos. 

Resultados
Test de Viabilidad Celular 

Se constató que ambas drogas fueron seguras a todas las 

concentraciones testeadas en ambas lineas celulares retina-
les a 24hrs usando el test de viabilidad celular de exclusión 
con azul trypan (Figuras 1A y 1B). 

Células R28: La viabilidad de las células R28 cuando 
fueron tratadas con concentraciones de bevacizumab de 
5X, 2X y 1X fue 93.7 ± 3.0%, 96.1 ± 1.15% y 96.3 ± 
0.9% (p>0.05) respectivamente. La viabilidad media de 
esta línea celular cuando se la expuso a 5X, 2X y 1X ra-
nibizumab fue 93.8 ± 1.5%, 95.6 ± 1.4% y 96.3 ± 0.7% 
(p>0.05) respectivamente. Las viabilidades a 24hrs de los 

Figura 2A. Test de potencial de membrana mitocondrial en células R28. 
Se observó un índice rojo/verde significativamente bajo con el test 
JC-1 a 24hrs en células R28 tratadas con 5X y 2X las dosis clínicas de 
bevacizumab cuando se las comparó a los controles no tratados (p<0.001 
y p<0.05 respectivamente). Un índice rojo/verde significativamente bajo se 
observó además en células tratadas con 5X la dosis clínica de bevacizumab 
cuando se las comparó con la misma dosis de ranibizumab, p<0.001. No 
se evidenciaron cambios significativos en el ΔΔm a 1X la dosis clínica de 
bevacizumab o 1X, 2X, y 5X las dosis clinicas de ranibizumab en células R28 
a 24hrs (p>0.05).

Figura 2B. Test de potencial de membrana mitocondrial en células ARPE-19. 
Se observó un índice rojo/verde significativamente bajo con el test JC-1 
a 24hrs en células ARPE-19 tratadas con 5X y 2X las dosis clínicas de 
bevacizumab cuando se las comparó a los controles no tratados (p<0.001 
y p<0.05 respectivamente). Un índice rojo/verde significativamente bajo se 
observó además en células tratadas con 5X la dosis clínica de bevacizumab 
cuando se las comparó con la misma dosis de ranibizumab, p<0.001. No 
se evidenciaron cambios significativos en el ΔΨm a 1X la dosis clínica de 
bevacizumab o 1X, 2X, y 5X las dosis clinicas de ranibizumab en células 
ARPE-19 a 24hrs (p>0.05).
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grupos tratados con drogas no fueron significativas entre 
ellas o en comparación a las células R28 no tratadas (95.4 
± 0.1%).

Células ARPE-19: Las viabilidades de  las células ARPE-
19 a concentraciones de bevacizumab de 5X, 2X, y 1X  las 
dosis clinicas fueron 94.4 ± 0.6%, 94.5 ± 0.7% y 95.7 ± 
0.5% (p>0.05) respectivamente. Las viabilidades de esta 
misma línea celular tratada por 24hrs con 5X, 2X y 1X 
ranibizumab fueron 94.7 ± 0.3%, 95.5 ± 0.5% y 95.7 ± 
0.7% (0.05%) respectivamente. A las  24hrs los grupos tra-
tados con drogas no mostraron diferencias significativas, 
en la viabilidad, entre ellas o en comparación a las células 
ARPE-19 no tratadas (95.5 ± 1.0%).

Test de Potencial de Membrana Mitocondrial 
(∆Ψm)

 Células R28: El ΔΨm se redujo significativamente en 
las células tratados con bevacizumab a 5X y 2X de las dosis 
clinicas cuando se los comparó con los controles (Figura 
2A). El índice de fluorescencia rojo/ verde (ΔΨm) fue 0.92 
± 0.02 (p<0.001) para 5X y 1.07 ± 0.05 (p<0.05) para 
2X bevacizumab comparado con 1.20 ± 0.01 en las células 
R28 no tratadas. El potencial de membrana mitocondrial 
no fue estadisticamente diferente a 1X la dosis clínica de 
bevacizumab (1.14 ± 0.02; p>0.05) comparado a células 
R28 no tratadas, a 24hrs. 

Los valores de ΔΨm en las células tratadas con ranibizu-
mab a las tres dosis testeadas no fueron estadisticamente 
diferentes al grupo no tratado. Los valores a 24hrs fueron 
1.20 ± 0.01, 1.15 ± 0.03 y 1.23 ± 0.08 (p>0.05) para las 
dosis clínicas de ranibizumab de 5X, 2X y 1X respectiva-
mente, comparadas a 1.20 ± 0.005 de las células R28 no 
tratadas. Adicionalmente, la reducción observada en el 
ΔΨm en las células tratadas con 5X bevacizumab (0.92 ± 
0.02)  fue estadísticamente significativa cuando se compa-
ró con 5X ranibizumab (1.20 ± 0.005; p<0.001). No hubo 
diferencia significativa entre las dos drogas a 2X y 1X de las 
dosis clínicas (p>0.05).

Células ARPE-19: A 5X y 2X de las dosis clínicas de 
bevacizumab, el test de ΔΨm se redujo significativamente 
en las células ARPE-19 cuando se las comparó a los con-
troles (Figura 2B). En contraste, a las dosis de ranibizumab 
de 5X y 2X no se encontró una reducción significativa en 
esta línea celular. No se constataron cambios significativos 
en la fluorescencia en   la dosis clínica de bevacizumab or 
ranibizumab de1X cuando se lo comparó a células no tra-
tadas. El índice de fluorescencia rojo/ verde en las células 
expuestas a dosis clínicas mayores de bevacizumab (5X, 
2X y 1X) fue 1.5 ± 0.06 (p<0.001), 2.1 ± 0.1 (p<0.05), y 
3.3 ± 0.08 (p>0.05), respectivamente, comparado a 3.16 ± 
0.06 en células ARPE-19 no tratadas. Para las dosis clínicas 
de ranibizumab de 5X, 2X y 1X, el ΔΨm fue 3.2 ± 0.1, 
2.6 ± 0.7, y 3.0 ± 0.5 (p>0.05) respectivamente, a 24hrs. 
Adicionalmente, a la dosis de 5X,  el ΔΨm fue reducido 
significativamente (p<0.001) en bevacizumab (1.5 ± 0.06) 
comparado a ranibizumab (3.2 ± 0.1). No se encontró di-
ferencia estadistica a dosis clínicas menores.  

Detección de Caspasa-3/7 
Células R28: Se detectó una elevación significativa en la 

actividad de caspasa-3/7 a 24hrs, en células R28 expuestas 
a 5X la dosis clinica de bevacizumab (Figura 3A). Los va-
lores de fluorescencia fueron 31,197 ± 1,285 comparados 
a 10,516 ± 3,316 en células R28 no tratadas (p<0.001). 
En contraste, ranibizumab no incrementó los niveles de 
caspasa-3/7 a la dosis clínica de 5X, con un valor promedio 
de 10,004 ± 542 (p>0.05). No se evidenció una actividad 
de caspasa significativa, a 24 hrs, a las dosis clínicas de 2X 

Figura 3A. Test de caspasa-3/7 assay en células R28. Se evidenció un 
incremento significativo en la actividad de caspasa-3/7 a 5X la dosis clínica 
de bevacizumab cuando se comparó con los controles de células R28 no 
tratados, p<0.001. No se constató una actividad de caspasa-3/7 significativa 
a 1X y 2X las dosis clínicas de bevacizumab o 1X, 2X, y 5X las dosis clínicas 
en los grupos celulares tratados con ranibizumab, p>0.05.

Figura 3B. Test de caspasa-3/7 assay en células ARPE-19. No se constató una 
actividad de caspasa-3/7 significativa a ninguna de las dosis usadas en este 
estudio (1X, 2X, y 5X las dosis clínicas de bevacizumab y/o ranibizumab) en 
células ARPE-19 cuando se las comparó a los controles de células ARPE-19 
no tratados, p>0.05.
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y 1X de ya sea bevacizumab o ranibizumab comparado con 
células no tratadas (p>0.05). Los valores medios de fluores-
cencia fueron 12,689 ± 489 y 7,074 ± 719 para 2X y 1X 
las dosis clínicas de bevacizumab, respectivamente, y 9,569 
± 1,843 y 4,807 ± 576 para 2X y 1X las dosis clínicas de 
ranibizumab, respectivamente.

Células ARPE-19: No hubo una actividad significativa 
de caspasa-3/7 en las células ARPE-19 en cultivo a ningu-
na de las dosis utilizadas de bevacizumab o ranibizumab 
comparado a controles a 24hrs (Figura 3B). Los valores de 
fluorescencia a dicho período de tiempo fueron 8,356 ± 
1,396; 8,267 ± 1,202 y 9,048 ± 308 para 5X, 2X y 1X de 
las dosis clínicas de bevacizumab y 6,043 ± 1,578; 5,977 
± 1,946 y 6,054 ± 416 para 5X, 2X y 1X las dosis clíni-
cas de ranibizumab, respectivamente comparadas a 7,657 
± 281 en el grupo control de células ARPE-19 no tratadas 
(p>0.05 en todos los grupos). 

Discusion
Las dosis usadas en este experimento fueron las equiva-

lentes a 1X, 2X y 5X las dosis clínicas intravítreas (1.25mg, 
2.5mg, 6.25mg para bevacizumab y 0.5mg, 1.0mg, 2.5mg 
para ranibizumab). En nuestro conocimiento, este es el 
primer estudio in vitro comparativo entre las dos drogas el 
cual utiliza dosis clínicas y supra-clinicas en orden de va-
lorar la toxicidad relativa in vitro de estos dos importantes 
componentes. Usando el análisis de viabilidad celular, el 
cual simplemente mide si las células están vivas o muer-
tas, no se notó una diferencia significativa entre las dos 
drogas, y se encontró que ninguna de las lineas celulares 
fue afectada a las dosis clínicas de 1X, 2X y 5X cuando se 
las comparó a los controles no tratados. Los resultados de 
viabilidad celular vistos en el presente estudio en relación a 
bevacizumab son similares a nuestro reporte previo usando 
el mismo test.25   Sin embargo, en otro trabajo de nuestro 
grupo donde se usó el test de dehidrogenasa mitocondrial 
WST-1 para medir la disfunción mitocondrial en lugar de  
muerte celular, los signos de toxicidad celular de las células 
neurosensoriales retinales R28 fueron evidentes a 2X y 4X 
las dosis clínicas de bevacizumab luego de 5 días de expo-
sición (Luthra S, et al. ARVO 2007: Abstract 2197-B806). 
Esto nos llevó a evaluar el bevacizumab con otros tests más 
sensibles, como también a comparar esta droga con ranibi-
zumab, para determinar si se observan cambios tempranos 
inducidos por esta droga. 

Usamos el test de Potencial de Membrana Mitocondrial 
(∆Ψm) para determinar los cambios apoptóticos tempra-
nos dentro de las células. La pérdida del potencial de mem-
brana mitocondrial es un marcador de apoptosis temprana. 
Es un evento temprano que precede la externalización de la 
fosfatidilserina y que coincide con la activación de caspa-

sas.32-33 Ranibizumab no produjo ningun cambio significa-
tivo a las 24hrs en ninguna de las líneas celulares a ninguna 
de las dosis utilizadas en este estudio. Por el contrario, a 5X 
y 2X las dosis clínicas, bevacizumab produjo un descenso 
significativo en el índice de fluorescencia rojo/verde a 24hrs 
cuando se lo comparó a las células no tratadas. Spitzer y co-
laboradores 34 también reportaron los efectos nocivos de la 
exposicion a 10mg  de bevacizumab (equivalente a 2.5mg/
ml, o 8X la dosis clínica) en células ARPE-19 a 24hrs usan-
do el test de vida/muerte viabilidad/ citotoxicidad.  Sin 
embargo, ellos no notaron ningun signo de citotoxicidad 
en células RGC5 (células ganglionares de la retina de rata)  
utilizando el mismo test. Tampoco detectaron toxicidad en 
células ARPE-19 o RGC5 usando el test de proliferación 
celular/ dehidrogenasa mitocondrial MTT.34 Sin embar-
go, el test de dehidrogenasa mitocondrial MTT es menos 
sensible que test de potencial de membrana mitocondrial 
JC-1 usado en nuestro estudio.

El test para detección de caspasa-3/7 fue realizado para 
tratar de clarificar el mecanismo de citotoxicidad.  Las cas-
pasas son enzimas pro-activas las cuales son activadas en 
respuesta al stress.  La activación de caspasa-3 representa 
un mecanismo bioquímico de desmantelamiento celular y 
es un marcador de apoptosis tardía.35ª 5 veces la dosis clí-
nica de bevacizumab produjo un incremento significativo 
en la actividad de caspasa-3/7 en las células R28 cuando se 
las comparó a los controles, pero no hubo activación com-
parable de caspasa-3/7 a menores dosis de bevacizumab o 
a ninguna de las dosis de ranibizumab. Adicionalmente, 
no hubo activación significativa de caspasa-3/7 en las célu-
las ARPE-19 con ninguna de las drogas en ninguna de las 
dosis probadas en este estudio. Esto sugiere que las células 
neurosensoriales de la retina podrian ser más sensibles que 
las células del epitelio pigmentario a este componente.  

El test de Viabilidad Celular y el test para detección de cas-
pasa-3/7, marcadores de muerte celular y apoptosis tardía 
respectivamente, no mostraron ningún cambio citotóxico 
a 2X la dosis clínica de la solución bevacizumab.  En con-
traste, el test de Potencial de Membrana Mitocondrial, un 
medidor de los cambio apoptóticos tempranos, si exhibió 
efectos citotóxicos a esta dosis. Basado en los experimentos 
realizados aqui con el test de ΔΨm, la dosis clínica estándar 
de 1.25 mg de bevacizumab parece ser la dosis mas segura 
de bevacizumab, mientras que ranibizumab en este estu-
dio fue segura hasta 5X la dosis clínica estandard (la dosis 
mas alta probada en estos experimentos). Más importante 
aun, en nuestro estudio se encontró que ambas drogas fue-
ron seguras a 1X la dosis clinica usualmente utilizada en la 
práctica médica usando los tres ensayos utilizados. 

Las razones para la diferencia en los rangos de seguridad 
de bevacizumab y ranibizumab son poco claras. Cierta-
mente, existen diferencias físicas en ambas moléculas y en 
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su proceso de fabricación y vehículos respectivos. La masa 
molecular del anticuerpo monoclonal de longitud total be-
vacizumab es 149 kDa mientras en ranibizumab es 48 kDa.  
Bevacizumab es producido en un sistema de expresión de 
células de ovario de hamsters chinos en un medio nutritivo 
que contiene el antibiótico gentamicina. Ranibizumab es 
producido por un sistema de expresión de E. coli en un 
medio nutritivo que contiene tetraciclina, aunque la mis-
ma no es detectable en el producto final. El ranibizumab es 
fabricado para uso intraocular mientras que bevacizumab 
es elaborado para uso sistémico como un factor anti-antio-
genico en la terapia contra el cancer. El vehículo de los dos 
componentes tambien es diferente. El vehículo de bevaci-
zumab contiene fosfato sódico el cual no esta presente en 
ranibizumab. Más aún, existe tambien una diferencia de 
pH entre los dos, siendo ranibizumab más ácido con un 
pH de 5.5 comparado a 6.2 de bevacizumab. 

Los resultados experimentales in vitro pueden no ser 
necesariamente reproducidos in vivo donde multiples fac-
tores protectores pueden influenciar el efecto final en las 
células retinales expuestas a bevacizumab.  Sin embargo, 
este estudio demuestra que ni bevacizumab ni ranibizumab 
exhiben citotoxicidad retinal a dosis clínicas estándar en 
nuestro sistema de cultivo in vitro. 
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