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@ Resumen:

Procedimiento para variar las propiedades eléctricas
del moco ocular humano y de sustitutos para uso
oftalmico.

Se describe un nuevo procedimiento para variar la
carga y por lo tanto las propiedades eléctricas del
moco ocular humano consistente en variar el con-
tenido en acido sidlico. Dicho procedimiento tiene
utilidad en la fabricacién de soluciones oftalmicas cu-
yas propiedades eléctricas determinen de manera im-
portante su utilidad como lubricante de la superficie
ocular en condiciones patoldgicas, como por ejem-
plo en el tratamiento dpel sn’nﬁrome de ojo seco, asi
como su utilizacién como vehiculo de principios far-
macolégicamente activos.
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DESCRIPCION

Procedimiento para variar las propiedades
eléctricas del moco ocular humano y de sustitutos
para uso oftalmico.

Campo técnico de la invencién

La presente invencién se encuadra dentro del
campo de las soluciones oftalmicas naturales o ar-
tificiales que facilitan la lubricaciéon de la super-
ficie ocular tanto en condiciones normales como
patoldgicas, o sirven como vehiculo de principios
farmacolégicamente activos.

Estado de la técnica anterior a la invencién

El moco ocular humano es una estructura su-
pramolecular muy compleja compuesta principal-
mente por mucinas que se encuentran asociadas a
otros constituyentes tales como proteinas, lipidos
y DNA (Chao y cols.Ezp. Eye Res. 47, 185-196
[1988] ; Chao y cols. Invest. Ophthalmol. Vis.
Seci. 31, 1127-1135 [1990]). Esta capa mucidica
de la pelicula lagrimal es secretada principal-
mente por las células caliciformes de la conjuntiva
(Moore y cols. Ezp. Eye Res. 29, 291-301 [1979])
aunque también se ha descrito la producciéon de
mucinas por parte de las células del epitelio cor-
neal y conjuntival (Greiner y cols. Acta Ophthal-
mol. 63, 89-92 [1985] ; Gipson y cols. Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 33, 218-227 [1992]).

Las mucinas son glucoproteinas macromole-
culares que confieren al moco sus propiedades
especificas, como la viscosidad y su capacidad
lubricante. El andlisis quimico de las muci-
nas han mostrado una elevada proporcién de los
aminoécidos serina y treonina; ademas, mediante
[-eliminacién alcalina y posterior reduccién con
borohidruro tritiado se ha observado que los oli-
gosacaridos liberados contienen gal actos amini-
tol, lo cual indica la presencia en las mucinas
de cadenas laterales de oligosacaridos unidos me-
diante enlaces O-glucosidicos a serina o treonina,
a través de un residuo de N-acetilgalactosamina
(Chao y cols. Exp. Eye Res. 47, 185-196 [1988];
moore y cols. Fzp. FEye Res. 33, 203-212
[1981]). Mediante andlisis glucidicos de hidroliza
dos acidos de moco ocular se ha detectado la pre-
sencia de fucosa, manosa, galactosa, glucosa, ga-
lactosamina, glucosamina y dcido sidlico (Moore
y cols. FEzp. FEve Res. 29, 291-301 [1979]). Se
ha sugerido que las mucinas oculares consisten en
cientos de cortas cadenas de polisacaridos unidas
a un nucleo central (parte mds interna de la mu-
cina) de naturaleza proteica (Strous y cols. Crit.
Rev. Biochem. Mol. Biol. 27, 57-92 [1992]) y que
el acido sidlico terminal podria influir en la vis-
cosidad del moco (Kawano y cols. Exp. Eye Res.
47, 439-447 [1988]). Sin embargo, a pesar de la
importancia que posee la estructura glucidica en
la calidad y propiedades del moco ocular humano,
la configuracién molecular exacta de las mucinas
permanece desconocida.

Por otra parte, se sabe que la pelicula lagri-
mal puede estar alterada en multitud de situa-
ciones clinicas y asi el sindrome de ojo seco esta
producido en muchas ocasiones por alteraciones
en la capa mucosa de la pelicula lagrimal precor-
neal (Tseng y cols. Ophthalmology 91, [1984]). El
tratamiento farmacolégico de la queratoconjunti-
vitis seca se dirige a la normalizacién de la dis-
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tribucién de la pelicula lagrimal alterada sobre la
superficie corneal. Sin embargo, el principal pro-
blema, el cual permanece todavia sin resolver, es
encontrar una sustancia que aparte de tener una
buena tolerancia, alta estabilidad y por lo tanto
un largo periodo de retencién sobre la cornea, no
sea demasiado viscosa y que no tenga una influen-
cia negativa sobre la agudeza visual (Norm y cols.
Arch. Ophthalmol. 55, [1977]; Lemp y cols. Int.
Ophthalmol. Clin. 13, [1973]).

Las sustancias descritas como agentes humec-
tantes, a menudo llamadas lubricantes oculares o
soluciones oftalmicas, son las mas frecuentemente
usadas para el tratamiento del ojo seco. Estas son
soluciones acuosas de polimeros tales como deri-
vados de celulosa 0.5-1.0% (Lemp y cols. Ann.
Onhthalmol. 4, [1972]), alcohol polivinilico 1.4 %
(Krishna y cols. Am. J. Ophthalmol. 59, [1965]),
acido hialurénico 0.1-0.2% (Polack y cols. Cor-
nea 1 [1982]), sulfato de condroitina 1% (Lim-
berg y cols. Am. J. Ophthalmol. 103, [1987]),
etc. Mas recientemente se ha patentado un pro-
ducto de bajo peso molecular, compuesto de qui-
tosano hidrolizado para su uso como solucién of-
talmoldgica ((SHIH) SEIKO EPSON CORP, JP
9414658 (940208)).

Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién, tal y como se indica en
su enunciado, se refiere a un nuevo procedimiento
para variar las propiedades eléctricas del moco
ocular humano y de sustitutos para uso oftalmico.

La originalidad de la presente invencion frente
al estado de la técnica expuesto en el apartado
anterior, reside en el hallazgo de un método para
variar la carga eléctrica del moco ocular humano
mediante la variacién en el contenido en &cido
sidlico. Este cambio se realiza mediante el tra-
tamiento el moco ocular con la enzima sialidasa.
La solucién oftalmica se libera de acido desoxi-
rribonucleico contaminante por tratamiento con
desoxirribonucleasa (DNAsa) en solucién y pos-
teriormente se trata con neuraminidasa para eli-
minar los restos de acido sialico terminales.

Las aplicaciones mas importantes de la pre-
sente invencién son la fabricaciéon de soluciones
oftdlmicas cuyas propiedades eléctricas determi-
nen de manera importante su utilidad como lu-
bricante de la superficie ocular en condiciones pa-
tolégicas, asi como su utilizacién como vehiculo
de principios farmacolégicamente activos.
Modos de realizar la invencién

Los variados aspectos de la invencién se des-
criben con los siguientes ejemplos que no intentan
limitar en modo alguno la invencion.

Primer ejemplo:
Variacion de la carga del moco ocular humano
mediante el tratamiento con el enzima sialidasa.

Este ejemplo consta de cuatro partes: a) pre-
tratamiento de la muestra de moco ocular hu-
mano; b) tratamiento enzimético de las mucinas;
¢) andlisis de las mucinas mediante electroforesis
y Western blot; d) tincién con lectinas.

a) Pretratamiento de la muestra de moco ocu-
lar humano

Las muestras se recogieron mecanicamente
del fornix inferior de personas adultas de am-
bos sexos, con edades comprendidas entre los 18
y 45 anos, sin enfermedades de superficie ocu-
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lar, ni portadoras de lentes de contacto, trata-
mientos topicos, cirugia ocular o que estuvie-
ran recibiendo terapia sistémica tal como la ad-
ministracién de diuréticos, antihistaminicos, (-
bloqueantes, o drogas citotéxicas que pudieran
afectar la mucosa o el sistema lagrimal.

El moco ocular se liofilizé y se traté con 1 ug
de DNAasa en 50 pul de solucién 20 mM Tris-HC1
(pH 7.8) durante 15 minutos a 0°C para degra-
dar el DNA procedente de células epiteliales des-
camadas. A las muestras tratadas con DNAasa
se les anadié 50 pl de solucién 4 M urea, 0.5%
[-mercaptoetanol, 0.4 M cloruro sédico y 20 mM
Tris-HCI (pH 7.8), calentando a 100°C durante
20 minutos para solubilizar las mucinas de alto
peso molecular. La muestra solubilizada se cen-
trifugé a 3170 x 9 durante 10 minutos, sometiendo
el sobrenadante a cromatografia de exclusién mo-
lecular en Sepharose CL-4B (columna de 0.7 x 30
cm). La solucién de equilibrado de columna fue
4 M urea, 0.5% [-mercaptoetanol, 0.4 M cloruro
s6dico y 20 mM Tris-HCI (pH 7.8). La columna se
acopl6 a un sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography)(Pharmacia-LKB, Suecia). Las
muestras se eluyeron en el tampdn anterior con
un flujo de 0.3 ml/min, leyéndose la absorbancia
a 280 nm. Los picos resueltos mediante cromato-
grafia en Sepharose CL-4B fueron recogidos, ali-
cuotados, dializados frente a agua y liofilizados.

La cromatografia de exclusién molecular a
través de Sepharose CL-4B del moco ocular hu-
mano produjo dos fracciones. El andlisis electro-
forético mostré que la fraccion eluida en el volu-
men de exclusién correspondia principalmente a
mucinas con un peso molecular aparente superior
a los 200000 daltons. La fraccién de medio y bajo
peso molecular eran principalmente contaminan-
tes no mucinicos tales como glucoproteinas pro-
cedentes de la pelicula lagrimal y del glucocalix.

b) Tratamiento enzimdtico de las mucinas

La fraccién liofilizada de alto peso molecu-
lar resuelta mediante cromatografia en Sepharose
CL-4B se solubiliz6 calentando a 60°C durante 30
minutos en una soluciéon 50 mM acetato sédico
(pH 5.0). La muestra solubilizada fue hidrolizada
con las siguientes enzimas y en las condiciones
que se especifican:

1 pl de moco ocular humano se traté con 1
mU de neuraminidasa (sialidasa) de Arthrobac-
ter ureafaciens durante 1 hora a 37°C. Esta en-
zima es especifica para acido N-acetilneuraminico
terminal unido mediante un enlace a2-3, «2-8
0 a2-6 al resto de la molécula. Una unidad
(U) de neuraminidasa se define como la activi-
dad enzimatica que hidroliza 1 pmol de N-acetil-
neuraminosil-D-lactosa en 1 minuto a 25°C bajo
las siguientes condiciones de incubacion: N-acetil
-neuraminosil-D-lactosa, 10 mM; acetato sédico,
50 mM; pH 5.5.

¢) Andlisis de las mucinas mediante electrofo-
resis y Western blot

Las mucinas tratadas enzimaticamente fue-
ron detectadas mediante SDS-PAGE y Western
blot. La técnica de SDS-PAGE se realizé segin
el método descrito por Laemmli (Laemmli y cols.
Nature 227, 680-685 [1970%) y utilizando un Phast
System (Pharmacia-LKB). La electroforesis se
llevé a cabo en geles en gradiente de poliacrila-
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mida (4-15%), a una corriente constante de 20
mA por gel y parando después de transcurridos
210 Voltios/hora. La transferencia de las muci-
nas a una membrana de Immobilon P (Millipore,
EEUU) se lleva a cabo mediante un Phast Trans-
fer Cell (Pharmacia-LKB) durante 5 Vh. Una
vez transferidas las mucinas a la membrana se
detectaron usando el DIG Glycan Detection Kit
(Boehringer-Mannheim, Alemania) segin se in-
dica en el protocolo facilitado por el fabricante,
y que basicamente consiste en la oxidacién de los
grupos hidroxilo de los azicares a grupos aldehido
mediante una disolucién de metaperiodato sédico,
el marcaje de los grupos aldehido con un deri-
vado de la digoxigenina (DIG), la incubacién de la
membrana con un anticuerpo anti-DIG marcado
con fosfatasa alcalina y por ultimo, la adicién del
substrato de la fosfatasa alcalina responsable del
desarrollo de color en la zona donde se encuentran
los azucares. Se utilizé la miosina como marcador
glucosilado de alto peso molecular.

Se produjo una disminucién en la movilidad
electroforética de las mucinas cuando estas se tra-
taron con neuraminidasa, puesto que se liberd
acido N-acetilneuraminico, azicar que a pH fi-
siolégico confiere a la mucina carga neta negativa.
En estas condiciones, las mucinas permanecieron
en el “gel de compactacién”.

d) Tincidn con lectinas

Las mucinas oculares se purificaron mediante
cromatografia de exclusién molecular como se ha
descrito previamente. La fraccién de alto peso
molecular que contenia las mucinas se dializé
frente a agua y se liofiliz6, realizandose una elec-
troforesis en geles en gradiente de poliacrilamida
(4-15%) en Phast System y en las mismas condi-
ciones que el apartado anterior. Se llevé a cabo
la transferencia a una membrana de Immobilon
P y se determiné de forma especifica la secuen-
cia de azicares presentes en las mucinas mediante
el empleo de lectinas marcadas con digoxigenina,
utilizando el método descrito en el DIG Glycan
Differeciation Kit (Boehringer Mannheim).

Las lectinas utilizadas y sus respectivas espe-
cificidades se presentan en la Tabla 1.

TABLA 1

Especificidad de las lectinas para secuencias
glucidicas

Lectina | Secuencia glucidica
MAA |NeuNAca2-3Gal
SNA I |NeuNAca2-6Gal; NeuNAca2-6GalNAc

NeuNAc= &cido N-acetilneuraminico; Gal= ga-
lactosa; GalNAc= N-acetilgalactosamina; Glc-
NAc= N-acetilglucosamina; SNA I= lectina de
Sambucus nigra; MAA= lectina de Maackia amu-
rensis. Los controles positivos fueron transferrina
para SNA I, y fetuina para MAA.

La tincién positiva con MAA muestra que el
dcido sidlico en estas mucinas estd unido me-
diante un enlace a2-3 a un resto de galactosa. Fl
tratamiento con neuraminidasa elimin la tincién,
lo que indica que estos enlaces son accesibles a la
accién de la neuraminidasa de Arthrobacter urea-
faciens. Por otra parte, las mucinas no se unieron

a SNA L.
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Segundo ejemplo:
Variacion de la carga de moco ocular humano, de-
gradado por tratamiento con el enzima quitinasa,
mediante tratamiento con el enzima sialidasa.

Este ejemplo consta de tres partes: a) pre-
tratamiento de la muestra de moco ocular hu-
mano; b) tratamiento enzimético de las mucinas;
¢) analisis de las mucinas mediante electroforesis
y Western blot.

a) pretratamiento de la muestra de moco ocu-
lar humano

El pretratamiento de la muestra de moco ocu-
lar humano se realizé como se detalla en el ejem-
plo primero.

b) tratamiento enzimdtico de las mucinas

1 pl de moco ocular humano se traté con 1
mU de quitinasa de Streptomuces griseus durante
1 hora a 37°C. Esta enzima es especifica para
N-acetilglucos amina unida por un enlace 51-4 a
otra molécula de N-acetilglucosamina. Una uni-
dad de quitinasa se define como la actividad en-
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zimatica que libera de la quitina 1.0 mg de N-
acetil-D-glucosamina por hora a pH 6.0 y a 25°C,
en una reacciéon que incluye un segundo paso al
tratar con B-N-acetilglucosaminidasa de Asperai-
llus niger durante 2 horas.

¢) andlisis de las mucinas mediante elctrofo-
resis y Western blot

El analisis de las mucinas pretratadas con qui-
tinasa se llevé a cabo como en el ejemplo primero.

El tratamiento de las mucinas con quitinasa
incrementé ligeramente su movilidad, un hecho
que indica la hidrélisis de uniones (3(1-4) N-
acetilglucosamina dentro de la estructura de la
mucina y la formacién de fragmentos con un peso
molecular aparente todavia por encima de los
200000 daltons y que contienen restos de acido
sidlico. El tratamiento de estos fragmentos con
neuraminidasa suprime también su migracion, lo
que indica que es el acido sidlico el responsable
de la mayor parte de la carga de las mucinas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la variaciéon de la
carga y propiedades eléctricas de soluciones of-
talmicas consistente en la variacion del contenido
de acido sidlico libre o polimerizado, en el que la
solucién oftalmica se libera de acido desoxirribo-
nucleico contaminante por tratamiento con deso-
xirribonucleasa (DNAsa) en solucién y posterior-
mente se trata con neuraminidasa para eliminar
los restos de acido sidlico terminales.

2. Un procedimiento segun la reivindicacién
1, mediante el cual la enzima hidroliza los resi-
duos terminales de acido sidlico de las cadenas de
polisacaridos de las mucinas, eliminando con ello
la carga correspondiente.

3. Un procedimiento segun la reivindicacién
1, cuando la solucién oftdlmica esta constituida
por mucinas del moco ocular humano ttiles como
medicamento para el tratamiento del sindrome de
0jo seco, o como vehiculo de principios farma-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

colégicamente activos.

4. Un procedimiento segun la reivindicacién
1, cuando la solucién oftalmica es cualquier ma-
cromolécula util como sustitutivo del moco ocular
humano en el sindrome de ojo seco, siempre que
contengan en su composicién acido sidlico libre o
polimerizado, tanto de manera natural como ar-
tificial.

5. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
cuando la solucién oftalmica es cualquier macro-
molécula 1til como vehiculo de principios farma-
colégicamente activos, siempre que contengan en
su composicién acido sialico libre o polimerizado,
tanto de manera natural como artificial.

6. Cualquier sustituto del moco ocular hu-
mano, util como medicamento en el tratamiento
del sindrome de ojo seco, o como vehiculo de
principios farmacolégicamente activos, cuyas pro-
piedades eléctricas sean debidas al contenido en
acido sidlico libre o polimerizado.
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