MICROPARTÍCULAS DE PLAGA CARGADAS CON AGENTES NEUROPROTECTORES (GDNF Y BDNF). UN TRATAMIENTO POTENCIAL PARA EL GLAUCOMA. 
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Introducción

El glaucoma es una neuropatía degenerativa que constituye una de las primeras causas de ceguera en los países desarrollados. La ceguera asociada al glaucoma es debida a daños en el axón del nervio óptico, que provoca muerte gradual de las células ganglionares de la retina (CGR). Estudios preliminares llevados a cabo en animales de experimentación con GDNF (Factor Neurotrófico Derivado de la línea celular Glial) y BDNF (Factor Neurotrófico Derivado del Cerebro) han ofrecido resultados prometedores en la protección de estas células (1,2), debido a que dichos factores interfieren en un paso esencial del proceso de apoptosis (3). 

El tratamiento más eficaz para las patologías que afectan al segmento posterior del ojo es el depósito directo de la sustancia activa en el lugar de acción, eliminando efectos secundarios sistémicos (4). Sin embargo, las inyecciones intraoculares no están exentas de problemas y se asocian con efectos adversos tales como cataratas, desprendimiento de retina, endoftalmitis y hemorragias vítreas. Son necesarias, por tanto, formas de administración capaces de proporcionar concentraciones terapéuticas del fármaco, por periodos prolongados de tiempo, evitando así las inyecciones sucesivas. Los sistemas microparticulares biodegradables de liberación controlada son una alternativa muy interesante, ya que se pueden administrar como una inyección convencional, desapareciendo del lugar de acción una vez ejercido el efecto. Después de su administración, las micropartículas forman un agregado en la cavidad vítrea capaz de controlar la liberación del fármaco durante semanas (5) sin producir daño tisular (6). 

El objetivo del presente trabajo ha sido el desarrollo y la caracterización de una formulación de microesferas elaboradas con ácido poli (láctico-co-glicólico) (PLAGA) cargadas con GDNF y BDNF.
Materiales y Métodos

Elaboración de micropartículas: 
Las micropartículas (MPs) de PLAGA cargadas con GDNF y BDNF fueron preparadas usando una modificación de la técnica de evaporación del solvente a partir de una emulsión O/A previamente descrita (7). La fase oleosa está compuesta por 1ml de una solución de PLAGA/ CH2Cl2 20% p/v, en la cual se adicionaron 40 μg de GDNF y 20 (g de BDNF. Una vez preparada, la fase oleosa fue emulsificada en 5ml PVA 2% p/v a 5,000rpm durante 1min. Después de 3h de maduración en 100ml PVA 0.1% p/v, las MPs fueron recogidas, lavadas y separadas en tres fracciones granulométricas (> 53 μm, 40-53  μm y 2-40 μm). Finalmente, las microesferas fueron  congeladas en una mezcla de MeOH/hielo, liofilizadas y conservadas en condiciones de vacío a 4ºC antes de su uso. 

Caracterización de las micropartículas: 

La morfología de las micropartículas se evaluó por microscopía electrónica de barrido (SEM; Jeol, JSM-6335F, Tokio, Japón). 

La determinación del tamaño de partícula de la formulación y su distribución se llevó a cabo utilizando un equipo Beckman Coulter LS series (Coulter Corporation, Miami, Florida, USA).
Los estudios de liberación in vitro se realizaron con dos replicados de una muestra de MPs (5 mg) que fueron suspendidos en 1.5 ml de PBS pH 7.4 conteniendo albúmina sérica bovina (ASB) 1% y 0.02% de azida sódica. En todos los casos se emplearon Eppendorf®  “low binding”. Las muestras se introdujeron en un baño termostatizado con agitación constante de 100 rpm a 37ºC. La toma de muestras se realizó a intervalos de tiempo pre-establecidos (1h, 24h y una vez por semana durante 12 semanas), mediante extracción del volumen de medio  de cesión y posterior reposición del mismo. Alícuotas procedentes de este sobrenadante se diluyeron, en los casos en que fue necesario, con reactivo diluyente contenido en el kit ELISA, (enzymo-linked inmunosorbent assay) obteniendo así, una concentración de proteína dentro del rango de la curva de calibración empleada (15-1000 pg/ml).

Resultados y Discusión

Las micropartículas elaboradas en este trabajo fueron esféricas, pudiéndose apreciar la presencia de algunos poros en la superficie de las mismas (Figura 1). La fracción granulométrica mayoritaria se encontró en el rango de 2-40 µm.

[image: image1.jpg]SEI 100K X800  10mm WD 159mm




Figura 1. Microfotografía de las MPs de PLAGA cargadas con  GDNF y BDNF.

La curva de distribución del tamaño de partícula de la fracción seleccionada (2-40 μm) es bimodal con una moda próxima a los 20 µm.
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Figura 2. Distribución de tamaño obtenida para la fracción 2-40 μm.

El rendimiento de producción de las micropartículas es del 81,5% y las eficacias de encapsulación de 33,0 ± 10,0% para GDNF y 25,9 ± 4,8% para BDNF. 

Tal y como se observa en los perfiles de liberación de las sustancias activas (Figura 3), se produce un efecto burst  en las primeras 24 horas del ensayo con valores de 45,7 ± 8,6 ng GDNF/mg MPs y  11,2 ± 1,3 ng BDNF/mg MPs. Posteriormente,se produce una liberación constante de las proteínas durante 7 semanas con una velocidad de 0,13 ng/mgMP/día para GDNF y  0.10 ng/mgMP/día para BDNF. Después de 7 semanas de ensayo, las MPs liberan cantidades de 0,017 ngGDNF/mg MP/día y 0,004 ng BDNF/mg MP/día hasta el final del ensayo después de 12 semanas.
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Figura 3. Perfiles de liberación acumulados para GDNF (●) y BDNF (■) expresados en ng/mg  MPs (n = 2). 
Conclusiones

Las MPs de PLAGA desarrolladas en este trabajo poseen un tamaño susceptible de ser inyectado por vía intraocular y permiten controlar la liberación in vitro de los distintos factores neurotróficos (GDNF y BDNF) durante un período de tiempo de 12 semanas. Estos sistemas reafirman la prometedora posibilidad de utilizar la liberación de agentes neuroprotectores en el vítreo como una modalidad en el tratamiento de glaucoma. 
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