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ABSTRACT

Valutare i depositi proteici e lipidici su lenti a contatto morbide a ricambio mensile
di materiale Lotrafilcon B e Comfilcon A, entrambi silicone-idrogel. Le lenti a
contatto di un campione di 30 soggetti, dopo 10 ore di porto, sono state analizzate
al fine di quantificare e comparare i depositi di tipo proteico e lipidico nei due
materiali.






1. INTRODUZIONE

Le lenti a contatto costituiscono una valida alternativa agli occhiali da vista o alla
chirurgia refrattiva per la correzione delle ametropie e sono utilizzabili in sicurezza fin
dalla prima adolescenza. Considerando che si stima che la popolazione con difetti di
vista a livello mondiale sia compresa tra 0,8 e 2,3 miliardi € facile comprendere come ci
possa essere un discreto interesse nei materiali utilizzati in contattologia che
costituiscono un piccolo microcosmo nel mondo dei biomateriali*.

Le lenti a contatto morbide rappresentano il 90% del mercato mondiale della
contattologia e in particolare le morbide in idrogel con silicone, oggetto di questo
lavoro, incidono per il 33% del mercato delle lenti morbide®.

Le lenti morbide in idrogel senza silicone, ovvero la maggior parte delle lenti morbide
tuttora utilizzate, ha dato grande soddisfazione sia ai produttori sia ai portatori. Infatti
queste lenti conferiscono un elevato comfort all’utilizzatore e I’inserimento nel mercato
di prodotti a ricambio frequente (15gg, 30gg) ne ha favorito la diffusione in particolare
a partire dagli anni novanta®’.

Il lancio nel mercato delle lenti al silicone idrogel ¢ avvenuto alla fine degli anni
novanta e da allora questa categoria di lenti ha raccolto un consenso sempre piu diffuso
da parte degli utilizzatori e dei professionisti che operano nell’ambito della visione. Un
tale incremento nella diffusione di queste lenti € dovuto principalmente a due ordini di
motivi.

In primo luogo i materiali di cui sono costituite sono in grado di rispettare meglio
alcune necessita fisiologiche della cornea, ovvero la sua ossigenazione. Infatti le lenti
tradizionale non garantivano un corretto apporto di ossigeno alla cornea® e tale
condizione comportava ipossia corneale, con conseguenze cliniche rilevanti.

Inoltre le aziende costruttrici hanno dovuto riformulare e rivedere la composizione dei
primi materiali usciti nel mercato che se da un lato miglioravano le esigenze di ossigeno
della cornea, dall’altro risultavo meno sopportabili da parte degli utenti che avvertivano

la sensazione di corpo estraneo durante 1’uso.



1.1 1l film lacrimale

Il film lacrimale consiste in un sottile strato di fluido che ricopre la superficie oculare si
adagia sopra la cornea e non risentire della forza di gravita.

Il motivo per cui le lenti a contatto aderiscono al superficie corneale € dovuto alla
tensione superficiale del film lacrimale, infatti la lente & bagnata dal film lacrimale su
entrambe le sue superfici.

Pertanto il film lacrimale gioca un ruolo fondamentale nella contattologia e in generale
nella salvaguardia della salute dell’occhio, infatti una sua anomalia di tipo qualitativo o
quantitativo pud portare a perdita di trasparenza, vascolarizzazione e ulcerazione della
cornea.

La struttura del film lacrimale ¢ divisibile in tre componenti che pero presentano una
certa commistione tra loro: strato lipidico, acquoso e mucoso®.

Lo strato lipidico ha uno spessore variabile che in media € di 0,1um e la sua
composizione consta prevalentemente di esteri del colesterolo e acidi grassi, inoltre
sono presenti fosfolipidi e oli neutri*® ma in minor quantita.

Questo strato assolve la funzione di stabilizzare e ispessire il film lacrimale, riducendo
anche 1’evaporazione dell’acqua. Inoltre lo strato lipidico forma una barriera idrofoba
lungo il bordo palpebrale per impedire la fuoriuscita del fluido lacrimale stesso e
provvede al mantenimento dell’idratazione della superficie oculare durante il sonno
anche se la chiusura della palpebra non e completa.

Lo strato acquoso € il pit spesso, circa 8 um, e le sue caratteristiche e proprieta
condizionano quelle del film lacrimale nella sua totalita. Il pH & variabile tra 6,5 e 7,6 *
e la pressione osmotica che e regolata da ioni e proteine gestisce il flusso d’acqua tra il
film lacrimale e I’epitelio corneale. Inoltre é caratterizzato da una tensione di 0ssigeno
indicativamente 150 mmHg e bassa viscosita per evitare danni all’epitelio corneale. E’
composto per il 98% da acqua, elettroliti disciolti, molti tipi di proteine, cellule epiteliali
esfoliate, linfociti e residui cellulari.

Le proteine predominanti sono lisozima, lipocaina, lattoferrina e immunoglobulina
secretoria A (sIgA)®.
Ognuna delle succitate proteine svolge un ruolo preventivo nei confronti delle infezioni

e del mantenimento della salute oculare.



Il lisozima elimina i batteri dopo averli circondati e attaccati con enzimi specifici, in
particolare svolge una potente azione contro le specie di Streptococco e Stafilococco
che causano congiuntiviti®*. La lipocaina ha un’alta affinita per gli acidi grassi e si lega
ai lipidi del film lacrimale determinando la tensione superficiale del film lacrimale e
prevenendo I’inattivazione del lisozima da parte degli acidi grassi a catena lunga. La
lattoferrina si lega alle membrane cellulari di batteri sia Gram positivi che Gram
negativi e cosi riesce ad inibire la crescita di svariate specie di batteri. Infine la sIgA é
coinvolta nel sistema di risposta adattivo all’ambiente, infatti protegge 1’occhio
dall’adesione dei batteri sulla superficie oculare.

Lo strato mucoso e il piu profondo ed é costituito principalmente dalla mucina
prodotta dalle cellule caliciformi della congiuntiva. 1l ruolo preminente di questo strato
e quello di garantire la bagnabilita della superficie oculare. Infatti la mucina riducendo
la tensione superficiale del film lacrimale rende possibile I'umidificazione del

rivestimento idrofobo dell’epitelio corneale®.

1.2 Principali caratteristiche fisico-chimiche delle lenti a contatto morbide

Uno degli aspetti fondamentali nell’analisi delle lenti a contatto morbide in
silicone-idrogel e il modulo. Per modulo di una lente a contatto morbida si intende il
modulo di elasticita noto anche come “modulo di Young”, che € un valore tipico della
tecnologia dei materiali e descrive il rapporto tra sforzo e deformazione nella

distorsione di un corpo solido in una reazione lineare di elasticita (Fig.1-1).
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Figura 1-1 Diagramma sforzo-deformazione.



Il modulo si misura come la tensione in megapascal [1 MPa = 1 N/mm?]. Si definisce
come una costante data dal rapporto tra la trazione meccanica e la deformazione:

E—da— t
—dg—cos

Va ricordato che il modulo non e costante rispetto a tutte le dimensioni fisiche e dipende
da condizioni ambientali come la temperatura, 'umidita e la frequenza di deformazione.
I moduli delle lenti a contatto morbide variano tra 0,4 e 1,2 MPa e per avere un’idea
pratica del significato di tale valore basti pensare che il modulo del vetro & mediamente
di 50000 MPa*®.

Un altro parametro importante per una lente a contatto & la bagnabilita e dal
punto di vista quantitativo il fenomeno della bagnabilita si pud comprendere
considerando una goccia di liquido depositata su una superficie solida. Dopo aver
riunito nel punto di contatto delle tre fasi aria-liquido-solido i vettori caratterizzanti le
forze superficiali (che sono tangenti alle rispettive superfici), li proiettiamo
parallelamente alla superficie del solido in modo da poter formulare la seguente

condizione di equilibrio:
wea = via - cos 84+ vsl

Nella equazione 6 rappresenta 1’angolo di contatto tra il mezzo liquido e quello solido,
ysa indica la tensione interfacciale solido-aria yla-cosé la tensione interfacciale liquido-
aria e ysl rappresenta la tensione interfacciale solido-liquido. Si noti che la componente
verticale di yla e neutralizzata dalla forze di adesione fra solido e liquido. Le forze si

possono apprezzare in Fig.1.2.

tensione superficiale

liquido-aria
¥ o
tensione /% <90° :
supefficiale tercnn
solido-aria LEHEIANg

Figura 1-2 Rappresentazione delle forze nel
punto di contatto. Autore Marcello Guidotti
http://www.galenotech.org/chimfis4.htm
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Dall’equazione della condizione di equilibrio, si ricava la relazione di Young:

— sl
cog 4= M
e

Pertanto quando una goccia di liquido € posta su una superficie solida, il suo perimetro
si sposta, allargandosi o contraendosi, fino a quando l'angolo 6 assume il valore dato
dalla equazione della relazione di Young. Si puo correlare la bagnabilita con la misura

dell'angolo 0 e si possono esaminare quattro casi limite possibili.

La bagnabilita ¢ massima quando 0=0 (cosb=1);
In tal caso si ha una bassa tensione superficiale del liquido, una bassa tensione
interfacciale e una grande tensione superficiale del solido. E' quello che si verifica, per
esempio, quando I'olio Si spande sul vetro (Fig.1-3).

2 =q°

Al liquida

Figura 1-3Caso massima bagnabilita. Autore Marcello
Guidotti http://www.galenotech.org/chimfis4.htm

la bagnabilita ¢ parziale quando 0<90° (cosB<1).
Questa situazione si presenta quando ysl >y sa ed e particolarmente evidente quando la
tensione superficiale del liquido ¢ elevata: un esempio ¢ il film lacrimale su di una lente
a contatto (Fig.1-4).

B« 9n?
liquida

aria

Figura 1-4 Caso bagnabilita parziale. Autore Marcello
Guidotti http://www.galenotech.org/chimfis4.htm
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la bagnabilita ¢ scarsa quando 6>90° (cosf<-1);
Si verifica se y sl >> v sa (Fig.1-5).

2 = ag?

-5

Figura 1-5 Caso bagnabilita scarsa. Autore Marcello Guidotti
http://lwww.galenotech.org/chimfis4.htm

liquida

non si ha bagnabilitd quando 6 = 180° (cos 6 = - 1). Un esempio si ha nel caso di
mercurio su vetro (Fig. 1-6): questa situazione e conseguente all'elevata tensione
interfacciale mercurio-vetro, che in questo caso eguaglia la somma delle tensioni

interfacciali vetro-aria e mercurio-aria.

P

Figura 1-6 Caso bagnabilita nulla. Autore Marcello Guidotti
http://www.galenotech.org/chimfis4.htm

La bagnabilita € una caratteristica estremamente importante nelle lenti a contatto, in
quanto il mantenimento del film lacrimale, nella forma di un sottile strato capillare, €
una necessita fondamentale per la compatibilita fisiologica tra il portatore e la lente.
L'acqua ha una tensione superficiale piu grande della maggior parte dei liquidi, a causa
del legame idrogeno che si instaura tra le sue molecole. Ad esempio, il film lacrimale ha

una tensione superficiale (46 dine/cm) minore di quella dell'acqua pura (72,8 dine/cm ).



Infine la trasmissibilita all’ossigeno € un parametro altrettanto importante che
caratterizza una lente a contatto morbida, infatti la lente ostacola il passaggio
dell’ossigeno atmosferico ai danni del metabolismo corneale e pud anche far aumentare
lo stesso fabbisogno di ossigeno della cornea perché ne aumenta la temperatura®.

Il passaggio di un gas attraverso un materiale si definisce permeabilita che ¢ il prodotto
del coefficiente di diffusione D per il coefficiente di solubilita k. Diffusione e solubilita
sono riferite al comportamento del gas in quello stesso materiale. La permeabilita Dk &
una caratteristica propria di ogni materiale e si esprime in [(cm%/s)-(mlO,)/mL-mmHg]
anche se nell’ambito contattologico si usa un’unitd che non fa parte del Sistema
Internazione che € il Barrer.

1 Barrer =10 (cm® 0,) cm cm™? s mmHg™

Nei valori di permeabilita e opportuno che sia sempre indicata la temperatura alla quale
sono stati condotte le misure perché il Dk varia appunto con la temperatura.

Nei materiali silicone idrogel i valori di Dk variano da 60 a 140 Barrers ma il valore
da un’informazione relativa al passaggio di ossigeno attraverso un campione standard,
pertanto per sapere quanto ossigeno arriva alla cornea € necessario considerare lo
spessore di una lente a contatto. Lo spessore medio di una lente morbida per la
correzione della miopia (si tratta della maggioranza delle lenti a contatto utilizzate) di
potere -3,00 diottrie e pari a 0,Imm. Pertanto il Dk rapportato allo spessore t

(dall’inglese thickness) rappresenta la trasmissibilita all’ossigeno: Dk/t

1.3 Materiali utilizzati in contattologia

Le lenti in silicone idrogel costituiscono un’evoluzione dei precedenti tipi di idrogel che

non contenevano silicone.



Gli idrogel sono dei poliacrilati contenenti gruppi ossidrilici nella loro struttura
che si rigonfiano assorbendo acqua, il capostipite di questa famiglia di materiali e
I’unita monomerica costituita dall’HEMA (2-idrossietil metacrilato) in Fig.1-7 la sua

formula di struttura.

H,C | OH
2 Ry g
CHy

Figura 1-7 Formula di HEMA (2-idrossietilmetacrilato).

La polimerizzazione del’HEMA avvene nel 1961 che sviluppo il poliidrossimetil
metacrilato ()HEMA). In origine il materiale assorbiva acqua per circa il 38% del suo
peso e aveva un Dk di 7,5 Barrers , infatti & proprio per la presenza di acqua che
permette la diffusione dell’ossigeno. In seguito la gamma degli idrogeli si amplio con
I’inserimento di vari monomeri idrofilici come il PVP (polivinilpirrolidone) o NVP (N-
vinilpirrolidone) e molti altri. Una lista interessante € riportata in tabella 1-1 dove sono
presenti i principali idrogel commercializzati. Va sottolineato come Il Food and Drug
Administration statunitense (FDA) abbia suddiviso gli idrogel in quattro gruppi a
seconda del contenuto d’acqua e della carica elettrostatica. Quando presente, il gruppo
carbossilico si dissocia formando lo ione carbossilato che lega 1’acqua: pertanto i

materiali carichi trattengono 1’acqua.
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Tabella 1-1 Classificazione Food and Drug Administration statunitense (USA).

FDA Lens Group United Dk * Water Chemical
States Content composition
Adopted
Name
I palymacan 7.5 36% HEMA
non-ionic, low water tetrafilcon 9.0 43.5% HEMA, MMA, NVP
content lotrafilcon A 140 2405 DMA, TRIS, siloxane
|otrafilcon B 110 33% DMA, TRIS, siloxane
galyfilcon A a0 47% Unpublished
11 omafilcon A 19.6 B2% HEMA, PC
non-ionic, high water alphafilcon A 22.9 66% HEMA, NVP
content hilafilcon A 26.9 70%: HEMA, NVF
III bufilcon A 16.0 45% HEMA, DA, MAA
lonic, low water halafilcon A o9 6% MVP, TPVC, NCVE, PBVC
content
v ocufilcon D 19.7 55% HEMA, Mas
lonic, high water etafilcon A 17.0 S8% HEMA, MAA
content vifilcon A 16.0 5% HEMA, PVP, MAA
HEMA 2-Hydraxyethyl methacrylate MNP W=winyl pyrrolidane
Dt MoN-dimethylacrylamide PEBVC  poly[dimethylsiloxyl] di [silylbutanc!] bis[viny
A diacetone acrylamide carbamate]
Tkl methyl methacrylate PrC phasphorylcholine
IEEY methacrylic acid TRV tris={trimethylsiloxysilyl) prapylvinyl carbamate

NEME M=-carboxyl vinyl ester TRIS tris (hydraxylmethyl} aminomethaneg
= oxygen permeability (x1077)

Sempre in tabella 1-1 si puo notare come nel gruppo | siano presenti due materiali con
Dk molto piu alto degli altri materiali nello stesso gruppo. Si tratta di silicone-idrogel
ovvero di materiali che sono il risultato della polimerizzazione tra il classico
poliidrossietilmetacrilato e il silicone acrilato.

La ragione che ha incoraggiato lo sviluppo di nuovi materiali polimerizzando con il
silicone e la richiesta di ossigeno da parte della cornea. | materiali per lenti morbide a
base di pHEMA sono scarsamente permeabili ai gas e con 1'utilizzo di tali lenti la
cornea si trova in una condizione di ipossia che pud comportare svariate complicanze™.

Il silicone e stato scelto per la sua naturalmente alta permeabilita ai gas. Le prime lenti
al silicone risalgono agli anni *70. Tali lenti risolvevano il problema del passaggio
d’ossigeno ma presentavano elevata idrofobicita ed elevata formazione di depositi con i
componenti del film lacrimale, pertanto non hanno avuto un grande seguito.

Pertanto la sfida era riuscire a combinare il silicone con i monomeri dell’idrogel.

| silossani sono dei composti dove si ripete il gruppo funzionale (-Si(CHs),-O-) e i
polimeri dei silossani sono detti siliconi. Per reazione diretta tra silicio e cloruro di

metile si ottiene dimetilclorosilano piu altri distillati. Per successiva idrolizzazione del
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dimetilclorosilano si ottengono silossani ciclici e lineari che successivamente
polimerizzati danno luogo ai polisilossani. Il polimero siliconico piu comune é il
polidimetilsilossano (PDMS). 1| PMDS combinato con monomeri idrofilici come NVP
ed HEMA ha caratterizzato i primi siliconi idrogel.

Questi primi materiali presentavano ridotta bagnabilita perché il silicone ¢ idrofobico,
forte attrazione per i lipidi del film lacrimale e un modulo abbastanza elevato. |
problemi legati alla scarsa bagnabilita ed elevata affinita ai lipidi sono stati
discretamente risolti con opportuni trattamenti di superficie. Le lenti di materiale
Lotrafilcon B, i cui monomeri principali sono il DMA (N-N-Dimetilacrilammide) e il
TRIS (trimetilsilossi silano) sono state modificate in modo irreversibile da un
trattamento di gas al plasma utilizzando un composto di trimetilsilano, ossigeno e
metano. Il prodotto finale & un rivestimento spesso 25nm idrofilico ed ad alto indice di
rifrazione®.

Ogni azienda ha sviluppato una strategia propria per ovviare all’inconveniente
dell’idrofobicita. Il materiale Comfilcon A € stato ottenuto aggiungendo nuovi
componenti (M3U, FM0411M, HOB, IBM, NVP, TAIC, VMA)® ed ¢ stata sfruttata la
formazione di legami idrogeno con la componente di ossigeno delle molecole d’acqua.
Il materiale € risultato avere una buona bagnabilita senza ricorrere a trattamenti di

superficie 0 agenti umettanti interni®.

1.4 11 problema dei depositi

La lente a contatto applicata nell’occhio ¢ effettivamente immersa nel film lacrimale. |
risultati di tale interazione sono da individuare da un lato in un certo grado di
assorbimento da parte della lente di proteine e lipidi presenti nel film lacrimale e
dall’altro, in una risposta del film stesso e dei tessuti oculari come la cornea o la
congiuntiva al contatto ripetuto e prolungato con la superficie della lente. Infatti le lenti

a ricambio frequente, mensile nel caso dei materiali che abbiamo considerato in questo

aFM0411M (2-ethyl[2-[(2-methylprop-2-enoyl)oxy]ethyl]carbamate) HOB ((2RS)-2-hydroxybutyl 2-methylprop-2-enoate)
IBM(Isobornyl methacrylate) M3U (o-[[3-(2-[[2-(methacryloyloxy)ethyl] carbamoyloxy]ethoxy)propyl]dimethylsilyl]-o-
[3(2[[2(methacryloyloxy)ethyl]carbamoyloxy]ethoxy)propyl]poly([oxy[(methyl) [3-
[omethylpoly(oxyethylene)oxy]propyl]silylene]/[oxy[(methyl)(3,3,3-trifluoropropyl)]silylene]/oxy(dimethylsilylene)])) NVP (N-
vinyl pyrrolidone) TAIC (1,3,5-triprop-2-enyl-1,3,5-triazine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione) VMA N-Vinyl-N-methylacetamide
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studio, prevedono che il portatore utilizzi per un massimo di 30 giorni consecutivi le
lenti rimuovendole per dormire. Una volta rimosse le lenti vanno inserite in un
contenitore ed € necessario immergerle in una soluzione per la disinfezione, ovvero si
cerca di neutralizzare i germi patogeni in quanto una loro eliminazione con tali prodotti
non & possibile.

L’assorbimento di depositi da parte delle lenti a contatto in generale ¢ stato correlato a
riduzioni del comfort per il portatore e aumento di una risposta infiammatoria
dell’occhio. Da un punto di vista delle superfici della lente a contatto la presenza di
proteine denaturate, lipidi, mucine e contaminanti inorganici comporta una forte
riduzione della bagnabilita e una riduzione della capacita antisettica dei prodotti di
disinfezione. Inoltre si formano delle irregolarita sulla superficie della lente e non e di
poca importanza ricordare la crescita batterica in tali condizioni e favorita.

L’intensita dei sintomi soggettivi non ¢ uniforme bensi ¢ altamente variabile a seconda

del tipo di lente®3!819

e risente di una marcata variabilita individuale. 1l portatore puo
avvertire sensazione di corpo estraneo, secchezza, prurito, bruciore e lamentare una
riduzione della visione.

Da un punto di vista clinico si possono riscontrare: disepitelizzazione corneale e
congiuntivale, lacrimazione riflessa, minore stabilita del film lacrimale, secrezioni
mucoidi e congiuntivite papillare gigante.

Nelle figure 1-8 e 1-9 é riportata la scala graduata del Prof. Natan Efron uno dei
massimi studiosi delle reazioni avverse dall’'uso delle lenti a contatto. Per ognuno dei
segni oggettivi riscontrabili nel portatore esiste una scala di intensita rappresentata da
disegni molto verosimili: la prima colonna a sinistra comprende la situazione normale o
fisiologica e spostandosi a destra si intensifica la gravita del problema. I segni di cui si &

accennato poco sopra sono rappresentati nella ultime tre file della figura 1-8.
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LIMBAL REDNESS

EAL NEOVASCULARIS

CORNEAL OEDEMA

CORNEAL STAINING

CONJUNCTIVAL STAINING

Figura 1-8 Scala graduata Efron per le complicazioni da lenti a contatto prima parte
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ENDOTHELIAL BLEBS

CORNEAL DISTORTION
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Figura 1-9 Scala graduata Efron per le complicazioni da lenti a contatto seconda parte
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1.5 Stato dell’arte sui metodi di rilevazione dei depositi proteici e lipidici

1.5.1 Metodi per la deposizione proteica

Per analizzare la deposizione proteica sulle lenti a contatto sono stati proposti differenti
metodi sia di tipo qualitativo che quantitativo. Tali metodi si possono suddividere in
valutazioni cliniche, analisi biochimiche di laboratorio e analisi per immagini.

Le valutazioni cliniche consistono nella stima soggettiva dell’intesita della deposizione
visibile sulle lenti a contatto attraverso il biomicroscopio. La scala di valutazione piu
diffusa e utilizzata é quella di Rudko ma in letteratura e riporta una scarsa correlazione
tra le valutazioni ottenuta con tale scala e gli effettivi quantitativi di depositi.

Le tecniche di analisi biochimiche forniscono informazioni dettagliate sulla quantita e/o
tipo di deposizione presente. | saggi per la quantificazione proteica in genere richiedono
I’estrazione delle proteine dalle lenti a contatto prima di procedere con l’analisi. I
reagenti chimici che vengono utilizzati per realizzare I’estrazione sono urea, perclorato
di potassio, sodio duodecilsulfato e acetonitrile/acqua acida. Una volta estratte le
proteine sono spesso quantificate mediante dell’acido bicinconinico o il Test di
Bradford per poterne effettuare una quantificazione. Mentre per I’identificazione e la
quantificazione delle proteine depositate si utilizzano tecniche come I’elettroforesi su
gel (SDS-PAGE). Infine, un‘altra tecnica molto sensibile per identificare i diversi tipi di
proteine é la cromatografia (HPLC) che fornisce risultati di tipo quantitativo.

Le tecniche per analisi di immagini forniscono principalmente risultati qualitativi ma in
alcuni casi € possibile avere delle informazioni quantitative. La microscopia a scansione
elettronica (SEM) e la microscopia a trasmissione elettronica (TEM) sono state adottate
per ottenere immagini ad alta risoluzione. La microscopia a forza atomica (AFM) ¢ stata
utilizzata per studiare 1’interazione tra la rugosita della superficie e la deposizione del
film lacrimale. La microscopia confocale a scansione laser (CLSM) ¢ I’unica tecnica
che permette all’esaminatore di analizzare la matrice del polimero direttamente al suo
interno, rendendo cosi possibile la profondita di adsorbimento delle proteine. Sfruttando
I’assorbimento o I’emissione di energia per identificare proteine, carboidrati o lipidi
dall’analisi di specifiche bande di assorbimento sono state utilizzate anche tecniche
come la spettroscopia elettrica per analisi chimiche (ESCA) e la spettroscopia di massa
(MALDI).
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1.5.2 Metodi per la deposizione lipidica

In letteratura anche per la deposizione lipidica sono presenti svariati metodi differenti
tra loro. Alcuni di questi forniscono informazioni di tipo quantitativo mentre altri di tipo
qualitativo. L’elenco che segue comprende i metodi usati principalmente: spettroscopia
UV, spettroscopia a fluorescenza, cromatografia seguita da analisi densitometrica,
cromatografia a gas associata spettrometria di massa, reazione con la vanillina e
tecnologia radiochimica.

Una gamma cosi ampia di metodi analitici rende complicato comparare i risultati tra
diversi studi e inoltre molti dei metodi sopracitati sono stati sperimentati solo in vitro.
L’attenzione e I’interesse alla deposizione di tipo lipidico ¢ piu recente di quello
proteico ed é cresciuto parallelamente alla diffusione dei materiali silicone-idrogel.
Pertanto in futuro saranno sicuramente identificate le metodiche piu attendibili e
ripetibili per poter meglio comprendere i processi di deposizione lipidica su questi

materiali.

1.6 Spettroscopia nell’ultravioletto

La spettrofotometria &€ una delle branche della spettroscopia dove si misura
I’assorbimento di diverse sostanze nell’intervallo di lunghezze d’onda comprese tra i
190 nm e i 780 nm. In questo intervallo di lunghezze d’onda 1’assorbimento della
radiazione elettromagnetica ¢ causato dall’eccitazione di elettroni di legame e non di
legame di ioni 0 molecole.

Atomi o molecole, trovandosi in campi energetici possono assorbire quantita definite e
caratteristiche di energia quando atomi o molecole vengono eccitati da adatte radiazioni
elettromagnetiche, passando a stati energetici maggiori, si ha il fenomeno di
assorbimento mentre quando dagli stati eccitati, ritornano allo stato fondamentale, gli
atomi e le molecole emettono quanti di energia sotto forma di radiazioni

elettromagnetiche e si ha il fenomeno di emissione (fluorescenza).
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In genere per 1’assorbimento nell’UV e nel Visibile sono interessati, nelle transizioni
energetiche, gli elettroni esterni della molecola assorbente sia impegnati che non
impegnati in un legame.

La parte della sostanza assorbente chiamata cromoforo interessata a tali transizioni e
generalmente costituita da anelli eterociclici aromatici, doppi legami coniugati, ponti

disolfuri e gruppi chimici funzionali come COOH, NH..

Il grafico di Fig.1-10 rappresenta un esempio di due spettri di assorbimento.
2.0

1.5

1.0

Absorbance

0.5

300 400 500 600 700
Wavelength (nm)

0.0

Figura 1-10Esempio di uno spettro di assorbimento. Tratto da SS Kamat et al. Nature 000, 1-4 (2011)
doi:10.1038/nature10622

Le tecniche spettrofotometriche sono usate per indagini sia qualitative che quantitative
sui campioni. La lunghezza d’onda al picco dell’assorbimento fornira informazioni
inerenti la struttura della molecola e I’area sottesa al picco di assorbimento &
proporzionale alla quantita delle specie che assorbono la luce.

Le misure quantitative si basano sulla Legge di Beer (anche Lambert-Beer) che si
esprime nel seguente modo:

A=¢gbc

Dove ¢ € il coefficiente di estinzione molare che dimensionalmente ¢ il reciproco di una
concentrazione per una lunghezza e si esprime in [L-mol™-cm™], b & la lunghezza del
cammino ottico (ovvero lo spessore della soluzione attraversata) in [cm] e c la

concentrazione della soluzione in [mol-L™], quindi tale legge correla la quantita di luce
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che viene assorbita da un mezzo alla natura chimica, concentrazione e spessore del
mezzo attraversato.
Come rappresentato in Fig.1-11 una radiazione incidente lp € in parte assorbita dal

campione e la radiazione uscente I; ha intensita minore.

-

j a
_—I—V ¢ a I

0

=
)

Figura 1-11: Rappresentazione di una radiazione incidente una soluzione.

Per condurre delle misure di tipo quantitativo si utilizza una radiazione monocromatica
della quale si misura I’intensita in uscita del campione che poi andra confrontata con
quella in entrata e il risultato che si ottiene & correlato alla quantita di sostanza che ha
dato luogo all’assorbimento. A tale scopo si ritiene utile definire le seguenti grandezze:
o T=1li/1g
dove T & la Trasmittanza che esprime quale porzione della luce incidente ha
attraversato il campione senza essere assorbita.
e A=Log(1/T)=Log(lo/ 1)
dove A ¢ I’Assorbanza dove la radiazione assorbita ¢ rapportata alla radiazione

trasmessa.

Gli strumenti che si utilizzano per la spettrofotometria sono chiamati spettrofotometri.

In Fig. 1-12 e rappresentato uno schema di principio di tali strumenti.
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Figura 1-12 Schema di principio di uno spettrofotometro.

La sorgente di radiazione (in alto a destra di Fig.3) € costituita da una o piu lampade che
producono una radiazione policromatica (linea rossa) che sara diretta sul campione. Tale
radiazione viene poi separata nelle lunghezze d’onda che la compongono da un prisma o
un reticolo diffrattivo. Un raggio monocromatico (di una singola lunghezza d’onda) per
volta é diviso in due raggi della medesima intensita dei quali uno (linea rosa) passera
attraverso un piccolo contenitore trasparente (cuvetta) che contiene una soluzione del
composto che si intende analizzare in un solvente trasparente. L’altro raggio (linea blu)
passera attraverso un’altra identica cuvetta che contiene solo il medesimo solvente. Le
intensita dei due raggi sono misurate da dei rilevatori elettronici e confrontate.
L’intensita del raggio di riferimento (linea blu) dovrebbe fornire uno scarso
assorbimento della luce e viene definito Iy, mentre I’intensita del raggio del campione
viene definito 1;. In poco tempo lo strumento puo analizzare la regione UV tra 200 e i

400nm e la regione visibile tra i 400 e gli 800nm.
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1.7 La determinazione proteica su lenti a contatto mediante spettroscopia

In letteratura sono presenti molti modi di valutare la deposizione proteica sui materiali
delle lenti a contatto e i metodi che utilizzano tecniche spettroscopiche ne costituiscono
un discreto sottoinsieme.

| lavori di Maissa® e Jones'® prevedono I’inserimento diretto della lente a contatto da
analizzare in cuvetta. E’ allettante avere la possibilita di effettuare misure di assorbanza
direttamente sulle lenti portate e confrontarle con lenti non utilizzate, perché le misure si
possono eseguire velocemente e i campioni non devono subire troppe manipolazioni.
Pertanto efficacia, sensibilita e ripetibilita di tale metodo sono state testate al fine di
valutare se potesse essere adottato come standard per questo studio, realizzando un
piccolo esperimento con alcune lenti portate e corrispondenti controlli.

| risultati hanno dimostrato che esistono variabili di difficile o impossibile controllo
come, ad esempio, trovare un posizionamento univoco delle lenti nelle cuvette. Infatti la
lente immersa nel liquido all’interno della cuvetta tende a muoversi e tale fatto inficia la
riproducibilita delle misure di assorbanza. Inoltre esiste una critica di fondo a tal modus
operandi: la lente immersa in un liquido non costituisce una soluzione e quindi non &
corretto utilizare leggi che correlano 1’assorbanza alla concentrazione di analita in
soluzione.

Tranne gli studi citati la tendenza principale & quella di estrarre i depositi dalle lenti con
dei solventi organici per far seguire poi 1’analisi spettroscopica per la quantificazione.
Nei lavori di Boone®® dopo Iestrazione viene utilizzato il Bradford, un noto saggio di
quantificazione mentre in quello di Christine*! & stato utilizzato il saggio dell’acido
bicinconinico (BCA). Altri lavori come quello di Michaud* hanno utilizzato un kit al

blu di Coomassie a confronto con il test alla ninidrina.
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2. SCOPO DELLA TESI

Le lenti a contatto morbide in silicone idrogel rappresentano I'ultima famiglia di
biomateriali in contattologia e godono di proprieta diverse rispetto a tutti i materiali
precedentemente utilizzati?!. L’incorporazione di gruppi silossanici al materiale idrogel
di base ha prodotto lenti a contatto morbide con una trasmissibilita all’ossigeno
notevolmente migliorata rispetto a quella dei materiali convenzionali e i risultati di
numerosi studi clinici dimostrano che le complicanze fisiologiche derivate dall’utilizzo
prolungato di tali lenti sono notevolmente diminuite'”.

| depositi di sostanze derivate dal film lacrimale sulle lenti a contatto sono una
problematica assai nota che si manifesta in una diminuzione del comfort per il portatore
e in un aumento della risposta infiammatoria dei tessuti oculari®*°. Lo scopo di questo
studio ¢ valutare 1’affinita ai depositi proteici e lipidici di due lenti a contatto in silicone
idrogel a ricambio mensile presenti nel mercato internazionale.

Le lenti a contatto di 30 soggetti sono state analizzate mediante differenti metodi per

valutare i depositi proteici e lipidici.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Materiali utilizzati

Le lenti a contatto indicate da qui in avanti di tipo “A”, il cui nome commerciale é
AirOptix Aqua di materiale Lotrafilcon B sono state fornite da CibaVision lItalia srl
(Milano, Italia).

Le lenti a contatto indicate da qui in avanti di tipo “B”, il cui nome commerciale é
Biofinity di materiale Lotrafilcon B sono state fornite da CooperVision Italia srl
(Lainate, Italia).

| contenitori porta lenti a contatto il cui nome commerciale & MicroBlock sono stati
forniti da CibaVision Italia srl (Milano, ltalia).

I contenitori Kartell per I’estrazione dei depositi sono stati forniti dalla ditta Sacco
(Cadorago, Italia).

I contenitori Eppendorf SafeLock Tubes per la suddivisione in aliquote sono stati forniti
da Eppendorf (Amburgo, Germania)

L’Acido Cloridrico é stato fornito dalla Rieden De Hael (Rieden, Germania)

Il Cloruro stannoso e I’etilenglicole sono stati forniti dalla ditta Farmitalia Carlo Erba
Spa (Milano, Italia).

Acetonitrile, Etanolo assoluto, Acido acetico e BSA sono stati forniti dalla Sigma-
Aldrich (Steinheim, Germania)

Acido Trifluoroacetico é stato fornito dalla Biosolve (Valkenswaard, Olanda)

La ninidrina e stata fornita dalla ditta Merck (Darmstadt, Germania)

L’acqua utilizzata ¢ stata bidistillata con un sistema messo a punto dalla ditta
Cecchinato (Mestre, Italia) , ulteriormente desalificata e privata degli organi con il
sistema MilliQ della Waters Millipore (Vimodrone, Italia).

Il materiale e stato seccato tramite DNA Speed Vac della Savant (Farmingdale (NY)).
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3.2 Strumentazioni utilizzate per effettuare i test

Test UV 280nm:
L’assorbimento delle soluzioni ¢ stato quantificato utilizzando uno spettofotometro

UV/Vis Lambda 2 della Perkin EImer (Monza, Italia).

Test alla ninidrina:
Per condurre la reazione a 100°C é stato impiegato un blocco termico fabbricato dalla
Pierce (utilizzato anche per I’idrolisi) modello Reacti-Therm heating module, mentre

I’assorbimento delle soluzioni ¢ stato quantificato utilizzando uno spettofotometro

UV/Vis Lambda 2 della Perkin EImer (Monza, Italia).

Test per la quantificazione del colesterolo:

Per determinare la quantita di colesterolo € stato utilizzato il EnzyChromTM AF
Cholesterol Assay Kit (E2CH-100) della BioAssay, CA USA. Le assorbanze sono state
misurate utilizzando il lettore di piastre DV990BV6 della NT Laboratory (Sesto F.no,
Italia).
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3.3 Proprieta e caratteristiche delle lenti a contatto utilizzate

Nella tabella 3-1 seguente sono riassunte le principali proprieta e caratteristiche delle
lenti a contatto utilizzate nello studio.

Tabella 3-1 Caratteristiche principali delle lenti a contatto utilizzate nello studio

Abbreviazione scelta Tipo A Tipo B
Nome Commerciale Air Optix Aqua™ Biofinity™
Produttore Ciba Vision Cooper Vision
Materiale Lotrafilcon B Comfilcon A
Gruppo FDA I (non ionico a basso contenuto I (non ionico a basso
d’acqua) contenuto d’acqua)

Contenuto d’acqua 33% 48%

Trattamento di 25nm plasma No
superficie

Indice di refrazione 1.42 1.40

Trasmissione della >96% >97%

luce
Permeabilita 110 x10™° 128 x10™®
all’Ossigeno(DK)

Modulo di elasticita 1.0+ 0.1 MPa 0.8+£0.1 MPa
Resistenza a trazione 0.73+0.16 MPa 0.5£0.07 MPa
Elongazione a rottura 186 £ 39 % 130+2 %

Colore additivo Phthalocyanine Blue Phthalocyanine Blue
Processo di IMT IMT
colorazione

Diametro totale 14.2 mm 14.0 mm
Curva Base 8.6 mm 8.6 mm

Spessore al centro 0.08mm @-3.00 D 0.08 @-3.00 D
Principali monomeri | DMA+TRIS+macromeri silossani | M3U, FM0411M, HOB,
IBM,NVP, TAIC, VMA

® 2 34°C [(cm?/s)-(mlO,)/mL-mmHg] con metodo coulometrico.
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3.3 Schema dell’esperimento

In Fig.3-1 e riportato un diagramma di flusso che sintetizza le tappe principali che sono

state percorse per la realizzazione dell’esperimento.
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Figura 3-1 Sintesi delle fasi principali dell'esperimento

3.4 Protocollo Clinico: Reclutamento dei Soggetti e tipologia delle Lenti a contatto

Lo studio é stato effettuato su lenti a contatto utilizzate da un gruppo di 30 soggetti (eta
33£10 anni) miopi di ambo i sessi (11 maschi e 19 femmine) gia portatori di lenti a
contatto da almeno 12 mesi senza complicazioni e selezionati secondo i seguenti criteri:
nessun uso di farmaci durante lo studio, nessuna nota allergia oculare o patologia del
segmento anteriore, nessun sintomo o segno clinicamente evidente di secchezza oculare,
buona compatibilita dei parametri corneali (cheratometria e diametro corneale) con le

lenti utilizzate, verifica di performance visive di almeno 8/10 di acuita visiva
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monoculare e 10/10 binoculare, buon comfort soggettivo con entrambe le lenti e
nessuno stato di gravidanza.

Ogni soggetto ha utilizzato una coppia di lenti a contatto di tipo “A” per una giornata
ovvero circa 10 ore consecutive e il giorno successivo una lente di tipo “B” con le
medesime modalita.

Inserimento e rimozione delle lente sono stati eseguiti da un operatore professionista
ottico esperto in contattologia con guanti sterili monouso al fine di evitare
contaminazioni dei campioni in particolare con il grasso cutaneo.

Il portatore non ha mai toccato le lenti né le ha rimosse durante la giornata di test, pena
I’esclusione dei campioni dallo studio.

Terminate le ore di utilizzo le lenti sono state recuperate al fine di consentire la
conservazione e le successive analisi di laboratorio. Ogni coppia di lenti é stata raccolta
a secco in un contenitore portalenti costituito da materiale plastico (nome commerciale
Microblock), che riportava un numero progressivo per la catalogazione e posta in

conservazione a +4°C.

3.5 Saggi per la quantificazione proteica

3.5.1 Assorbanza UV 280nm

Una quantificazione delle proteine in una soluzione é possibile attraverso la
spettrofotometria. L’assorbimento di radiazioni nel vicino UV da parte delle proteine
dipende principalmente dagli aminoacidi triptofano, tirosina e in maniera minore da
fenilalanina e cistina®" 2.

Triptofano, tirosina e fenilalanina sono aminoacidi aromatici, in quanto la loro catena
laterale contiene un anello aromatico simile al benzene che conferisce a tali aminoacidi
la proprieta di assorbire la radiazione elettromagnetica nella banda dell’ultravioletto,
mentre per la cistina I’assorbimento ¢ dovuto al ponte disolfuro.

Come si puo osservare in Fig.3-2 la catena laterale della tirosina presenta un gruppo
fenolico (anello aromatico-OH) che é responsabile, insieme agli anelli aromatici di
fenilalanina e triptofani, dell’assorbimento nell’ultravioletto e della fluorescenza delle

proteine che contengono questi aminoacidi.
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AMINOACIDI AROMATICI
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Figura 3-2 Formule di struttura di tirosina, triptofano, fenilalanina e a destra della cistina dove - il legame -S-
S- & noto come ponte disolfuro.

3.5.1.1 Protocollo del Saggio UV 280nm

Per la lettura dell’assorbimento delle soluzioni & stato utilizzato lo spettrofotometro
UV/Vis Lambda 2 della Perkin Elmer, che veniva acceso un’ora prima
dell’esperimento. Le cuvette in quarzo da 0,5 ml per effettuare le misurazioni sono state
pulite con etanolo assoluto e asciugate con azoto. Lo strumento, azzerato con la
soluzione di estrazione dei depositi posta in entrambe le cuvette, viene impostato per
rilevare 1’assorbanza alla lunghezza d’onda di 280 nm. La soluzione da analizzare,
tramite pipetta pasteur, e stata trasferita nella cuvetta per procedere con la lettura a
280nm e in seguito, dopo la lettura, la cuvetta con il campione analizzato e stata

nuovamente pulita con etanolo e asciugata con azoto.

3.5.1.2 Standard per il Saggio UV 280nm

Per poter ricavare il valore in concentrazione delle proteine in soluzione analizzate nei
campioni é stata costruita una retta di taratura con Bovin Serum Albumin (BSA).

Sono stati pesati 10,35 mg di BSA e in seguito dissolti in 10 mL di soluzione per
I’estrazione ottenendo una soluzione madre a concentrazione di 1,035 mg/mL. In
seguito la soluzione madre ottenuta e stata diluita in soluzioni di 2 mL ciascuna come

indicato in tabella 3-2.

30



Tabella 3-2 Soluzioni per la costruzione di una retta di taratura

Soluzione | Concentrazione | Concentrazione | Volume | Volume

(mg/mL) (ng/mL) madre sol estr
(ml) (ml)

1madre | 1,035 1035,00

2 0,690 690,00 1,333 0,667

3 0,518 517,50 1,000 1,000

4 0,345 345,00 0,667 1,333

4,5 0,242 241,50 0,467 1,533

5 0,173 172,50 0,333 1,667

55 0,104 103,50 0,200 1,800

6 0,069 69,00 0,133 1,867

7 0,052 51,75 0,100 1,900

8 0,035 34,50 0,067 1,933

9 0,017 17,25 0,033 1,967

Per ognuna delle soluzioni preparate € stata registrata 1’assorbanza a 280 nm e con i

risultati ottenuti ¢ stata costruita una retta di regressione (Tabella 3-3 e Fig.2-4).

Tabella 3-4 Valori di assorbanza per la costruzione della retta di calibrazione

Concentrazione
Soluzione (ug/mL) Assorbanza
1 1,035 0,600
2 0,690 0,407
3 0,518 0,304
4 0,345 0,201
45 0,242 0,157
5 0,173 0,102
55 0,104 0,074
6 0,069 0,043
7 0,052 0,034
8 0,035 0,024
9 0,017 0,012
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Retta di taratura per il test UV a 280nm
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Figura 3-3 Retta di taratura per il test alla ninidrina

3.5.2 Saggio alla Ninidrina

Una reazione degli a-amminoacidi con la ninidrina (Trichetoidrindene idrato) puo
essere utilizzata per determinare la loro presenza di amminoacidi anche in piccole
quantita.

)

OH
OH

O

Figura 3-4 Formula di struttura della Ninidrina CgHgO4

La ninidrina reagisce con gli a-amminoacidi comportando la formazione di un colore
blu-viola caratteristico (che ha il massimo assorbimento intorno ai 575nm) che e
conosciuto come il viola di Ruhemann, tale reazione ha diversi prodotti intermedi e il

prodotto finale che € indicato in figura 3-5.
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Figura 3-5 Prodotto finale della reazione della ninidrinaTratto da C. B. Bottom, S. S. Hanna & D. J. Siehr,
Mechanism of the Ninhydrin reaction. Biochemical Eeducation. January Vol. 6 No. 1, 1960

Il saggio che & stato utilizzato, introdotto da Starcher?? nel 2001 e risulta essere pill
sensibile dei piu noti metodi di Lowry o Bradford e riesce a migliorare notevolmente i
limiti di rilevazione delle proteine rispetto agli altri metodi®

3.5.2.1 Protocollo del Saggio alla ninidrina

Ogni campione secco, € stato idrolizzato aggiungendo 250l di HCI 6N e posto a 100°C
per 24h, segue ulteriore essiccamento e risospensione in 1ml di Milli-Q, quindi sono
stati aggiunti 100 pl di reagente alla ninidrina e si & mescolato tramite VVortex. Dopo
essere stati posti a 100°C per 20°, raffreddati in acqua fino a temperatura ambiente e
centrifugati per 60” i campioni sono pronti per la lettura a 575 nm. Prima sono stati

misurati i bianchi (campioni provenienti da lenti non utilizzate) e in seguito i campioni.

3.5.1.2 Standard per il Saggio alla Ninidrina

Un’aliquota di 300 pl da ciascuna delle soluzioni diluite destinate per le misure di
assorbanza per la retta di taratura UV ¢é stata riservata alla quantificazione della BSA
con il metodo alla ninidrina, pertanto il protocollo per la ninidrina e stato seguito anche
per queste soluzioni e inoltre é stata aggiunta una soluzione a concentrazione nulla di
BSA.

Infine per ognuna delle soluzioni preparate ¢ stata letta 1’assorbanza a 575 nm e con i

risultati ottenuti € stata costruita una retta di regressione (Tabella 3-5 e Fig.3-6).
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Tabella 3-5 Soluzioni di cui é stata letta I'assorbanza per costruire la retta di taratura.

Concentrazione (mg/mL) Assorbanza
0,1725 0,427
0,1035 0,207
0,05175 0,148
0,0345 0,130
0,01725 0,012
0 0,000

Assorbanza 575nm

Retta di taratura di BSA per il test alla ninidrina

0,450
0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

*

y =2,3746x + 0,0038

R*=0,9549

3

*

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16 0,18 0,2

Concentrazione mg/mL

Figura 3-6 Retta di taratura di BSA per il test alla ninidrina
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3.6 Saggio per la quantificazione del colesterolo

Lo strato lipidico del film lacrimale puo essere diviso a sua volta in due strati uno strato
pill interno ed uno piul esterno, quello interno & polare mentre quello esterno & apolare®.
Si ritiene che quest’ultimo sia costituito da colesterolo ed esteri del colesterolo e da altri

lipidi come acidi grassi ed esteri di acidi grassi®?°

. Quando questo strato e alterato nella
sua struttura o composizione, lo strato lipidico non svolge piu la sua azione di
protezione e lubrificazione della cornea, per cui lo stesso film tende ad evaporare piu
facilmente e I’occhio puo diventare secco. Il problema della disidratazione della cornea
¢ abbastanza grave per vari ordini di motivi: 1’acuita e le performance visive calano
specie nei soggetti con medio alti difetti di vista, la cornea é piu soggetta a infezioni e il
soggetto lamenta sintomi come il prurito, bruciore o nei casi piu importanti anche
dolore.

Per determinare la quantita di colesterolo & stato utilizzato il EnzyChromTM AF
Cholesterol Assay Kit (E2CH-100) della BioAssay, CA USA. Il principio di
funzionamento e il seguente: gli esteri del colesterolo sono idrolizzati dall’enzima
colesterolo esterasi, quindi il colesterolo prodotto viene ossidato dall'enzima colesterolo
ossidasi producendo H,O, che, reagendo con una sonda cromofora, produce una
colorazione proporzionale al contenuto di colesterolo quantificabile mediante

spettrofotometria con picco di assorbimento massimo a 570 nm.

3.6.1 Protocollo del Saggio per la quantificazione del colesterolo

Tutti i reagenti del EnzyChromTM AF Cholesterol Assay Kit sono stati portati a
temperatura ambiente prima dell’inizio della preparazione dell’esperimento.

I campioni da analizzare gia seccati sono stati risospesi in 100uL di Assay Buffer e
mescolati tramite Vortex di questi 50uL sono stati trasferiti ognuno in un differente

pozzetto della piastra per la lettura dell’assorbanza (Tabella 3-6).
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Tabella 3-6 Schema di riempimento della piastra a 96 pozzeti, la prima colonna é stata dedicata alle
concentrazioni standard per costruire la retta di taratura.

1 12 |3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |60 | 1A |5A | 36A | 52A | 70A | 86A | 102A | 118° | 134A | vuoto | vuoto
B |40 |1B |5B |38B |54B | 72B | 88B | 104B | 120B | 136B | vuoto | vuoto
C |30 | 2A | 24A | 40A | 56A | 74A | 90A | 106A | 122° | vuoto | vuoto | vuoto
D |20 | 2B | 26B | 42B | 58B | 76B | 92B | 108B | 124B | vuoto | vuoto | vuoto
E |15 | 3A | 28A | 44A | 62A | 7T8A | 94A | 110A | 126° | vuoto | vuoto | vuoto
F |10 | 3B | 30B | 46B | 64B | 80B | 96B | 112B | 128B | vuoto | vuoto | vuoto
G |5 |4A | 32A | 48A | 67A | 82A | 98A | 114A | 130° | vuoto | vuoto | vuoto
H |0 |4B |34B |50B | 68B | 84B | 100B | 116B | 132B | vuoto | vuoto | vuoto

Per ogni pozzetto sono stati aggiunti 50uL di una soluzione definita working reagent

cosi composto: 55uL di Assay Buffer,1uL di Enzyme Mix e 1uL di Dye Reagent. La

piastra e stata coperta con pellicola adesiva e mescolata adeguatamente, quindi incubata

per 30°. Infine la piastra ¢ stata letta a 540 nm.

3.6.2 Standard per la quantificazione del colesterolo

E’ stata prepara una soluzione madre con una concentrazione di colesterolo pari

10mg/dL in seguito diluita con Assay Buffer come indicato in Tabella (3-7).

Tabella 3-7 Soluzioni di colesterolo e Assay Buffer per costruire la retta di taratura.

Soluzione | STD + Assay Buffer | concentrazione | pgin 100 pL
1 60pL + 40uL 6 mg/dL 6 ug
2 40pL + 60pL 4 mg/dL 4 ug
3 30uL + 70pL 3 mg/dL 3 ug
4 20pL +80uL 2 mg/dL 2 ug
5 15uL +85uL 1,5 mg/dL 1,5 ug
6 10uL +90uL 1 mg/dL 1 ug
7 SuL +95uL 0,5 mg/dL 0,5 ug
8 OpL +100uL 0 mg/dL 0 ug
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Infine ¢ stata letta I’assorbanza della piastra a 540nm e con i risultati ottenuti e stata

costruita una retta di regressione (Tabella 3-8 e Fig.2-5).

Tabella 3-8 Assorbanze delle soluzioni per la costruzione della retta standard

Soluzione | Concentrazione assorbanza

1 6 mg/dL 0,483
2 4 mg/dL 0,3205
3 3 mg/dL 0,239
5 1,5 mg/dL 0,163
6 1 mg/dL 0,086
7 0,5 mg/dL 0,0525
8 0 mg/dL 0

Retta di taratura di colesterolo

o
o

o
o

/ y = 0,0781x + 0,0134
/ R2=0,992
1 2 3 4 5 6 7
concentrazione (mg/dL)

o
~

o
(V)

assorbanza 540nm
o
w

o
-

o

o

Figura 3-7 Retta di taratura del colesterolo
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4. RISULTATI

4.1 Prove preliminari per la messa a punto del protocollo sperimentale

Prima di procedere con 1’esperimento definitivo sono state fatte opportune prove per
validare il protocollo sperimentale che si intendeva utilizzare.

Sono stati raccolti dei campioni di lenti di tipo A e di tipo B utilizzati dai portatori e
messi a confronto con lenti riferimento nuove non portate, ovvero dei bianchi. Durante
le prove preliminari i bianchi sono stati semplicemente prelevati dalla confezione
originale e asciugati con azoto. Infatti tutte le lenti a contatto morbide sono immerse in
una soluzione di conservazione affinché le lenti stesse possano mantenere inalterate le
proprieta e I’applicazione sull’occhio risulti agevole.

I primi risultati non sono stati incoraggianti infatti su di un campione di 10 soggetti e 4

lenti riferimento si son registrate le assorbanze medie riportate in tabella 4.1.

Tabella 4-1 Valori di assorbanza prove preliminari UV e ninidrina.

Lenti Assorbanza Assorbanza
uv Ninidrina
280nm 575nm°

tipo A portate 0,093+0,013 0,298+0,11

tipo B portate 0,109+0,034 0,492+0,035

tipo A non portate 0,079+0,002 0,456+0,001
tipo B non portate 0,029+0,001 0,430+0,001

Si evince facilmente dalla lettura dei risultati preliminari con il test alla ninidrina che ¢
molto difficile distinguere se una lente ¢ stata portata oppure no, infatti le lenti di tipo A
non utilizzate presentavano assorbanze superiori a quelle utilizzate.

La ragione di un tale risultato imprevisto € stata ricercata inizialmente:

¢ Per eseguire questo test preliminare sono stati seccati 500uL di soluzione per 1’estrazione per ogni campione o
riferimento, mentre nel protocollo definitivo quel valore scendera a 300pL)
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¢ In contaminazioni derivanti da materiali non sterilizzati

¢ Nella presenza di cromofori nelle soluzioni di conservazione delle lenti nuove.
Per verificare la prima ipotesi si sono sterilizzati tutti i puntali che dovevano essere
utilizzati e tutti i detergenti per la pulizia sono stati sostituiti.
Tali accorgimenti, peraltro opportuni, non hanno cambiato radicalmente i risultati
confermando il persistere del problema.
Per verificare la seconda ipotesi si sono analizzate le soluzioni conservanti.
Le lenti nuove sia il tipo “A” che il tipo “B” sono conservate in un blister con soluzione
di tampone salino. L’unica differenza ¢ che la soluzione di conservazione della lente
tipo A contiene anche 1’1% del copolimero 845, ovvero un agente umettante che ha
I’obbiettivo di migliorare il comfort iniziale alla prima applicazione della lente
sull’occhio.
Misurata I’assorbanza delle due soluzioni si € ottenuto:

e Assorbanza 280 nm soluzione conservazione Tipo A = 0,123

e Assorbanza 280 nm soluzione conservazione Tipo B = 0,017
Se il valore del tipo B puo essere accettabile perché molto basso il valore del tipo A non
lo é sicuramente.
L’ipotesi che ¢ stata formulata ¢ che le lenti nuove non utilizzate contengano questa
soluzione che assorbe a 280 nm, mentre le lenti portate subiscono sicuramente una
deposizione proteica e lipidica da parte del film lacrimale ma 1’originale soluzione di
conservazione scompare quasi completamente.
A dimostrazione di tale assunto é stato condotto un nuovo esperimento con 1’obbiettivo
di verificare che cosa cambia nei valori di assorbanza se le lenti nuove subiscono oppure
no un lavaggio con acqua Milli-Q e se vi e una differenza nel portare una lente che ha

subito il lavaggio oppure no. I risultati sono riassunti in tabella 4-2.

9 2-Propenoic acid, 2-methyl-, 2-(dimethylamino)ethyl ester, polimero con 1-ethenyl-2 pyrrolidinone(fonte)
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Tabella 4-2 Esperimento di verifica sull'influenza del lavaggio delle lenti tipo A

Lenti Assorbanza Assorbanza

UV 280nm Ninidrina 575nm®
tipo A portate non lavate 0,053+0,005 0,298+0,11
tipo A portate lavate 0,060+0,026 0,322+0,029
tipo A nuove non lavate 0,083+0,001 0,456+0,001
tipo A nuove lavata 0,020+0,001 0,201+0,039

In sostanza é stato verificato che per la lente tipo A che é stata utilizzata non varia
I’assorbanza in relazione ai lavaggi con acqua Milli-Q, pertanto nel protocollo
sperimentale finale é stato deciso di effettuare i lavaggi per le sole lenti riferimento di

entrambi i tipi.

4.2 Analisi dei depositi

4.2.1 Quantificazione dei depositi proteici

L’analisi dei campioni di lenti dei 30 soggetti ¢ stata suddivisa in 6 batterie di 5 soggetti
ciascuna e per ogni batteria di analisi sono state preparate delle lenti riferimento non

utilizzate.

4.2.1.1 Quantificazione mediante rilevazione dell’assorbimento a 280nm

Da ogni valore di assorbanza delle lenti a contatto utilizzate é stato sottratto il valore di
assorbanza prodotto dalla lente riferimento dello stesso tipo. In seguito, applicando i
risultati della retta di taratura, € stata ricavata la concentrazione in mg/mL. In accordo
con la maggior parte dei lavori in letteratura le concentrazioni sono state rapportate a
quantita per lente ed espresse in pg/lente.

Nelle di lenti di tipo “A” si & trovato mediamente un quantitativo proteico di 83+44

ug/lente mentre le lenti di tipo “B” 149+39 pg/lente.

¢ Per eseguire questo test preliminare sono stati seccati 500uL di soluzione per ’estrazione per ogni campione o
riferimento, mentre nel protocollo definitivo quel valore scendera a 300uL)
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Entrambe le distribuzioni di valori ottenuti dai due tipi di lenti hanno rispettato le
condizioni di normalita secondo diversi indici statistici e pertanto si € potuto applicare il
test T di Student a due code per dati accoppiati per verificare se vi fosse una
significativita nelle differenze tra i risultati ottenuti. Il valore di p trovato e stato 0,0001
che indica una che la differenza trovata € molto significativa.

Nelle figure 4-1 e 4-2 sono riassunti i risultati trovati.

Quantita medie di proteine in pg/lente con
analisi UV 280nm

200,00

150,00
2
g_ 100,00
%

50,00 -

p=0,0001
0,00 - T
Lente A Lente B

Figura 4-1 Quantitativi medi di proteine per lente. Le barre di errore indicano la deviazione standard dei dati
(p=0,0001)
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Mg Quantita di depositi proteici per soggetto
rilevati con analisi UV 280nm
250,00

200,00

150,00

100,00

50,00
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Soggetti

B lente A MlenteB

Figura 4-2 Quantita di depositi suddivisi per soggetto

4.2.1.2 Saggio alla Ninidrina

Da ogni valore di assorbanza delle lenti a contatto utilizzate é stato sottratto il valore di
assorbanza prodotto dalla lente riferimento dello stesso tipo. In seguito, applicando i
risultati della retta di taratura, € stata ricavata la concentrazione in mg/mL. In accordo
con la maggior parte dei lavori in letteratura le concentrazioni sono state rapportate a
quantita per lente ed espresse in pg/lente.

Nelle di lenti di tipo “A” si & trovato mediamente un quantitativo proteico di 64+ 45
pg/lente mentre le lenti di tipo “B” 73+60 pg/lente.

Le distribuzioni di valori ottenuti dai due tipi di lenti non hanno rispettato le condizioni
di normalita e per verificare se vi fosse una significativita nelle differenze tra i risultati
ottenuti si & adottato il Wilcoxon signed-rank test. Il valore di p trovato é stato 0,5
pertanto non statisticamente significativo.

Nelle figure 4-3 e 4-4 sono riportati i dati sperimentali.
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Quantita medie di proteine in pg/lente con
il test alla ninidrina

ug di proteine

Lente A Lente B

Figura 4-3 Quantitativi medi di proteine per lente con il test alla ninidrina. Le barre di errore indicano la deviazione
standard dei dati (p=0,5)

ug Quantita di depositi proteici per soggetto
rilevati con il test alla Ninidrina
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Figura 4-4 Quantita di depositi suddivisi per soggetto
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4.2.2 Quantificazione del colesterolo

Le aliquote dei campioni raccolti destinati alla quantificazione del colesterolo
sono state seccate e conservate a -20°C. Quando sono stati raccolti tutti i campioni dei
30 soggetti e stata possibile la lettura su piastra delle assorbanze come indicato in
precedenza.

Nelle di lenti di tipo “A” si ¢ trovato mediamente un quantitativo di colesterolo di 69+
66 ng/lente mentre le lenti di tipo “B” 64452 ng/lente.

Le distribuzioni di valori ottenuti dai due tipi di lenti non hanno rispettato le condizioni
di normalita e per verificare se vi fosse una significativita nelle differenze tra i risultati
ottenuti si é adottato il Wilcoxon signed-rank test. Il valore di p trovato é stato 0,8
pertanto non statisticamente significativo.

Nelle figure 4-5 e 4-6 sono riportati i dati sperimentali.

Quantita medie di colesterolo per tipo di
lente
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o

g
[EEY
N
o

’
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80,0 69,6
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40,0 -
20,0 -

0,0 -

colesterolo in n

Lente A Lente B

Figura 4-5 Quantitativi medi di colesterolo per tipo di lente
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Quantita di colesterolo in ng per lente
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Figura 4-6 Quantita di colesterolo per soggetto e tipo di lente
Depositi proteici delle lenti tipo "B": confronto tra i due metodi
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Figura 4-7 Confronto dei depositi proteici ottenuti con i due metodi per le lenti di tipo "'B"
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Depositi proteici delle lenti tipo "A": confronto tra i due metodi
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Figura 4-8 Confronto dei depositi proteici ottenuti con i due metodi per le lenti di tipo A"
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5. DISCUSSIONE

Il complesso di deposizione proteica non e ancora completamente compreso ma si
ritiene che sia dovuto all’interazione di un insieme di fattori come alcune caratteristiche
chimico-fisiche del materiale con la variabilita individuale del film lacrimale di ogni
soggetto.

Le proprieta del polimero che assumono importanza a tal proposito sono: contenuto
d’acqua, ionicita e idrofobicita.

Comparando idratazione e depositi si puo affermare che I’intensita della deposizione
proteica e direttamente proporzionale al contenuto d’acqua del polimero, sia per i

materiali idrogel sia per i piu recenti silicone idrogel*®

. Un maggiore contenuto d’acqua
significa un aumento della larghezza dei pori della matrice del polimero e la minor
densita risultante facilita I’assorbimento delle proteine®.

La carica superficiale di un idrogel favorisce 1’assorbimento delle proteine perché gli
aminoacidi polari idrofili di una proteina sono attratti da superfici di carica opposta se
entrati in contatto. Tuttavia 1’aspetto della ionicita € piu interessante per i materiali
idrogel a base di pHEMA e non a base di silicone, in quanto quest’ultimi sono
sostanzialmente neutri.

Non tutte le proteine hanno la stessa affinitd per una superficie e quindi ’esito del
processo di deposizione e condizionato dal tipo di proteine presenti e dalla loro
concentrazione. Nel film lacrimale, ad esempio, il lisozima con un peso molecolare
contenuto (14,4KDa) e una polarita positiva viene assorbita pit facilmente nei polimeri
con contenuti d’acqua medio alti e con carica ionica negativa>'. Al contrario dai lavori
di Luensmann® si & visto che 1’assorbimento dell’albumina (64,4KDa) & favorito da
materiali con carica ionica positiva, superfici idrofobiche e contenuti d’acqua medio-
bassi dei polimeri**. Inoltre sulle superfici delle lenti il numero dei siti di legame & finito
pertanto le proteine in soluzione devono competere fino al raggiungimento di uno stato
pseudo-stazionario la cui composizione dipende non solo dalle interazioni proteina-
superficie ma anche dalle interazioni proteina-proteina. Le proteine che arrivano piu
rapidamente alla superficie sono quelle presenti in maggior concentrazione e/o con

maggior peso molecolare e anche se la loro affinita non dovesse essere particolarmente
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elevata, la loro deposizione e facilitata da una superficie ricca di siti vacanti. Con
I’utilizzo delle lenti a contatto il tempo di contatto lente-film lacrimale e prolungato,
pertanto e anche possibile uno scambio competitivo tra le proteine adsorbite piu
rapidamente e quelle che presentano una maggiore affinita di superficie.

Quando le proteine vengono in contatto con superfici solide, in particolare quelle
idrofobiche, tendono a riorganizzare la loro struttura per favorire 1’assorbimento al fine
di raggiungere un nuovo equilibrio energetico®. Nei materiali silicone idrogel,
idrofobici rispetto agli idrogel convenzionali senza silicone, le proteine che vi si
depositano presentano un alto grado di denaturazione®®. Le proteine denaturate sono
ritenute responsabili dell’insorgenza della congiuntive papillare®, una complicazione ad
eziologia immunitaria e meccanica®®, che pud compromettere I’utilizzo futuro delle
lenti a contatto.

Nel presente lavoro il materiale Comfilcon ha assorbito un quantitativo di proteine
significativamente maggiore rispetto al Lotrafilcon nelle circa 10 ore di utilizzo delle
lenti. Le ragioni di tale differenza di assorbimento proteico vanno ricercate nelle
caratteristiche proprie di ciascun materiale.

L’attenzione deve essere rivolta al contenuto d’acqua e alle caratteristiche di
idrofobicita e idrofilicita dei due materiali poiché sono gli elementi che li differenziano
maggiormente.

I1 Comfilcon ha un contenuto d’acqua pari al 48% mentre il rivale di solo il 33% e come
si e accennato poco sopra ’assorbimento del lisozima cresce al crescere del contenuto
acquoso del polimero.

Idrofobicita e idrofilicita differiscono nei due materiali perché mentre il Comfilcon € un
silicone modificato con I’inserimento di composti che lo rendono idrofilico sia in
superficie che all’interno, il Lotrafilcon ¢ idrofilico solo in superficie. Quest’ultima,
infatti risulta modificata in modo irreversibile grazie ad una miscela di trimetilsilano,
ossigeno e metano che rende idrofilica?* solo la superficie e non I’interno. Il materiale
Lotrafilcon ha dimostrato un minore assorbimento proteico rispetto ad altri materiali

senza trattamenti anche in altri lavori*’ . B’

stato ipotizzato che il rivestimento si
comporti come una barriera all’ingresso delle proteine che riescono ad entrarvi in

quantita minore rispetto ad altri materiali e potrebbe essere proprio questo trattamento
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ad ostacolare la penetrazione delle proteine all’interno del materiale, che pertanto sara
limitata ai soli legami in superficie®.

E’ interessante notare che, nei lavori pubblicati, viene affermato che il materiale
Lotrafilcon assorbe mediamente da 10 a 20 ug di proteine per lente mentre nel presente
lavoro e stato riscontrato un quantitativo medio di 83 pg. Le ragioni di una tale
discrepanza meritano di essere indagate.

Tutti gli studi in vivo pubblicati prevedono che il portatore utilizzi le lenti per piu giorni
e compia le operazioni di manutenzione ordinaria con la soluzione di conservazione
disinfettante. L’utilizzo giornaliero di tali soluzioni, lasciando in immersione per tutta la
notte le lenti comporta una riduzione del quantitativo proteico di quasi il 50% e inoltre
le operazioni meccaniche di pulizia dell’utente (come lo strofinamento della lente con la
soluzione) possono ridurre ulteriormente le proteine legate in superficie®.

Alla luce di tali considerazioni e possibile comprendere come le differenze sopracitate
siano da imputare principalmente al modo di conduzione dell’esperimento e ai sistemi
di utilizzo e raccolta delle lenti analizzate.

Sul materiale Comfilcon, presente nel mercato dalla fine del 2006, non é presente alcun
lavoro che ne indaghi il contenuto di deposizione proteica. La particolarita di tale
materiale & di non avere né trattamento di superficie né agenti umettanti al suo interno e
risultare comunque ottimamente bagnabile. In questo studio tale materiale ha presentato
una affinita alle proteine maggiore rispetto alle lente concorrente. Infatti il contenuto
proteico medio é di circa 149 g, ben piu alto rispetto alla lente “A”. Il materiale
Comfilcon trattiene 1’acqua al suo interno in modo naturale e questo risultato ¢ stato
ottenuto sfruttando la formazione dei legami idrogeno con I’ossigeno delle molecole
d’acqua®. Poiché le proteine lacrimali presentano una certa carica forse & proprio
un’interazione di tipo polare che giustifica una maggior adesione e trattenimento

proteico nelle lenti di tipo “B”.

Un aspetto che rimane da chiarire e approfondire € il rapporto tra adsorbimento e
assorbimento delle proteine nei due materiali. Al fine di poter meglio indagare e
comprendere le differenze di deposizione. Inoltre sarebbe interessante comprendere se

nei due materiali le proteine depositate presentano differenti livelli di denaturazione.
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Infatti essendo il silicone idrogel della lente “B” idrofilico sia in superficie che al suo
interno potrebbe, per analogia al comportamento degli idrogel senza silicone, denaturare

meno le proteine. Ma tale ipotesi richiede ulteriori studi prima di essere validata.

| risultati di deposizione proteica ottenuti con il metodo alla ninidrina ci
forniscono informazioni parziali sulla differenza tra i due tipi di lente. Infatti anche se lo
studio statistico delle differenze dei quantitativi proteici tra le lenti “A” e le lenti “B”
non ha assunto una significativita, tuttavia i due metodi dimostrano una certa
correlazione soprattutto per la lente “B”. In sostanza anche il test alla ninidrina
evidenzia un maggior assorbimento proteico da parte della lente di tipo “B”(figura 4-7

pag.46) .

Va inoltre sottolineato che le deviazioni standard individuate sono piu alte di quelle
ottenute con il metodo UV. Pertanto i valori di proteine nei vari soggetti oscillano
sensibilmente di piu e tale oscillazione comporta anche un abbassamento della
concentrazione media delle lenti “B”. Infatti per il materiale Lotrafilcon il contenuto

proteico trovato con I’UV ¢ di 83 pg lente contro i 64 g trovati con la ninidrina.

Il metodo alla ninidrina che é stato utilizzato si é rilevato molto sensibile, forse fin
troppo. Rispettando la corretta procedura (v.capitolo 3 pag.33) sono necessarie non
meno 32h prima di avere un risultato e inoltre il campione deve essere manipolato
ripetutamente. Pertanto é inevitabile che alla fine di tutti questi passaggi la precisione ne

risenta.

La formazione di depositi lipidici sui materiali delle lenti a contatto ¢ dovuta alle
proprieta idrofobiche dei lipidi stessi che tendono ad aderire facilmente alle aree
idrofobiche delle lenti con affinita diverse a seconda della specifica chimica di ogni

singolo materiale. Infatti le lenti al silicone, che conferisce carattere idrofobico al

I valori di colesterolo trovati nel presente lavoro sono inferiori rispetto ad altri
pubblicati in letteratura. Zhao> per il materiale Lotrafilcon ha indicato in 0,25ug il
quantitativo di colesterolo nelle lenti, mentre nel presente lavoro ne sono stati riscontrati
solo 0,07 ug. La ragione di una tale differenza puo essere individuata nella modalita di

estrazione dei depositi. Infatti, il presente lavoro ha optato per una soluzione di
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estrazione dei depositi (0.2% di TFA in Acqua/Acetonitrile 50/50) che massimizzasse
I’efficacia nei confronti delle proteine e i risultati di quantificazione hanno confermato
la bonta di tale scelta. Per ottenere un’estrazione lipidica e di conseguenza di colesterolo
pil sostanziosa probabilmente si sarebbe dovuto optare per una soluzione
cloroformio:metanolo (2:1 v/v). Mentre nel presente lavoro la componente organica era
il 50%. Inoltre il metodo utilizzato per la quantificazione é di tipo colorimetrico ed é in
grado di rilevare concentrazioni di colesterolo comprese tra 1 e 100mg/dL. La soglia
inferiore 1 mg/dL corrisponde ad 1ug di colesterolo nei 100 pL di ogni pozzetto della
piastra di lettura. Pertanto la quantitd minima di colesterolo che il metodo é in grado di
rilevare € di 1ug per pozzetto. Dato che in letteratura i valori di colesterolo trovati nelle
lenti a contatto sono compresi tra i decimi di microgrammi e qualche decina, il metodo
ideale per quantificare il colesterolo nei materiali per lenti dovrebbe essere piu sensibile

e avere un limite di rilevabilita compreso indicativamente tra 0,1 e 10 mg/dL.
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6. CONCLUSIONI

Il presente studio ¢ stato condotto con I’obiettivo di indagare la deposizione proteica e
lipidica in due diversi materiali per lenti a contatto attraverso tecniche spettroscopiche. |
materiali analizzati sono Comfilcon A e Lotrafilcon B.

Le analisi condotte hanno dimostrato che entrambi i materiali presentano una discreta
affinita ai depositi di tipo proteico. Il materiale Comfilcon A trattiene, dopo una
giornata di utilizzo da parte del portatore, un quantitativo proteico quasi doppio rispetto
al Lotrafilcon B. Tale risultato & da attribuire principalmente alle differenti modalita
impiegate nei due materiali per aumentare 1’idrofilicita e al loro diverso contenuto
idrico.

Il metodo UV a 280 nm si € verificato valido ed affidabile per la determinazione dei
depositi proteici nelle lenti a contatto e le deviazioni standard ottenute sono inferiori a
quelle generalmente presenti in letteratura.

Il metodo alla Ninidrina si é rilevato essere meno affidabile del precedente
probabilmente per una maggiore complessita del protocollo di analisi.

I risultati ottenuti con 1’applicazione di entrambi i metodi presentano una discreta
variabilita attribuibile alla variabilita individuale, ossia del singolo portatore di lenti,
anche se sono stati sequiti criteri rigidi per la selezione dei candidati. L’effetto legato
alla variabilita individuale trova riscontro negli studi gia presenti in letteratura.
L’estrazione di depositi condotta con una soluzione acida al 50% di acetonitrile in acqua
si € rilevata altamente selettiva per i composti proteici non mettendo in evidenza la
presenza di lipidi. Questo aspetto conferma che per la quantificazione del colesterolo
sarebbe opportuno ricorrere anche a solventi con maggiore affinita per i lipidi. Pertanto
la quantificazione del colesterolo attraverso il metodo del presente studio non si puo

ritenere esaustiva e andra ripetuta con solventi di estrazione piu efficaci.
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/. APPENDICE

PROTOCOLLO ANALISI DEI DEPOSITI

Dopo la raccolta di tutti i campioni provenienti da 30 soggetti, si hanno a
disposizione 4 lenti per ogni soggetto: 1 destra e 1 sinistra del tipo Ae 1
destra e 1 sinistra del tipo B (tutti i campioni vengono conservati a +4°C).
Per poter effettuare le analisi i 120 campioni vengono suddivisi in 6 batterie
da 20 ciascuna e ogni batteria contiene i campioni provenienti da 5 soggetti.
Il protocollo che segue € stato seguito e ripetuto per ogni batteria di 5
soggetti.

Pianificazione

PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Preparazione dei contenitori

Per contenere le lenti a contatto si utilizza un contenitore di plastica cilindrico
pulito con etanolo.

Prima
dell’esperimento

Campioni

Ogni campione di lente a contatto e conservato a secco e dal porta-lenti
originale viene riversato con una pipetta pasteur nel contenitore.

Quindi aggiungo 1.5mL di soluzione per I’estrazione (Soluzione acquosa di
0.2% di TFA/Acetonitrile 50/50).

Si verifica che non vi siano bolle, si copre con ParaFilm e con alluminio per
oscurare.

Il contenitore viene etichettato con codice identificativo.

Giorno 1

Riferimenti

Ogni lente riferimento (bianco ovvero lente non utilizzata) subisce la
seguente procedura di lavaggio:

Apro il contenitore di una lente riferimento non utilizzata e raccolgo la
soluzione di conservazione con pipetta pasteur.

Rovescio la lente su un Becker (pulito con etanolo) contente 30ml di acqua
Milli-Q.

Attendo 5 minuti.

Svuoto il Becker trattenendo la lente con pasteur.

Riverso la lente su di un altro Becker (sempre con 30ml) e ripeto due volte le
operazioni dal punto 3 al 5, ovvero effettuo tre lavaggi con tre diversi Becker.
Svuoto anche 1’ultimo Becker o e riverso la lente con pasteur su un altro
Becker con 75ml di acqua Milli-Q ed un piccolo magnete (anch’esso
precedentemente pulito con etanolo) e lascio in lenta agitazione magnetica
per 8h.

Rimuovo il magnete e svuoto il Becker.

Asciugo la lente con azoto,

Riverso con una pasteur nel contenitore che ospitera I’estrazione la lente
riferimento.

Per ogni batteria si sono preparati i rispettivi riferimenti del tipo A (2 lenti) e
del tipo B (2 lenti).

Si aggiunge come sopra 1.5mL di soluzione per 1’estrazione (Soluzione
acquosa di 0.2% di TFA/Acetonitrile 50/50).

Si verifica che non vi siano bolle, si copre con ParaFilm e con alluminio per
oscurare.

Il contenitore viene etichettato con codice identificativo.

Prima
dell’esperimento

Tempo di estrazione

24h
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PREPARAZIONE DELLA SOLUZIONE PER L’ESTRAZIONE

(Soluzione acquosa di 0.2% di TFA/Acetonitrile 50/50)
15mL di H,O Milli-Q in recipiente vetro

Con pipettatore 30ul di acido trifluoroacetico (TFA)
Acetonitrile (C;H3;N) 15mL

Per un totale di 30mL

Da conservare in una bottiglia di vetro oscurata.

Prima
dell’esperimento

SUDDIVISIONE in aliquote di un campione

Giorno 2

Dopo le 24h di estrazione, ogni coppia di campioni (occhio destro e occhio
sinistro) di un dato tipo di lente (A o B) relativi allo stesso soggetto subiscono
la seguente suddivisione in aliquote:

Dal contenitore di estrazione che contiene 1500uL relativi all’occhio destro:
300 pl in un contenitore eppendorf con etichetta per il test alla ninidrina.
Esempio di etichetta: “34An” dove 34 ¢ il numero del campione “A” si
riferisce al tipo di lente ed “n” perché destinata al test alla ninidrina

600 pl in un contenitore eppendorfcon etichetta per il test UV a 280nm.
Esempio di etichetta “34AU” dove “U” perché destinata al test UV a 280nm.
500 pl in un contenitore eppendorf con etichetta per la quantificazione del
colesterolo. Esempio di etichetta “34AdC” dove “d” indica la provenienza
dall’occhio destro e “C” perché ¢ destinata al test del colesterolo.

Dal contenitore di estrazione che contiene 1500ul relativi all’occhio sinistro:
1400 pl in un contenitore eppendorf per la quantificazione del colesterolo.
Con etichetta “35AtC” dove t sta per colesterolo totale di un soggetto.

TEST UV 280nm

Lettura 280

Si utilizzano le cuvette in quarzo da 500ul (lavate con etanolo e asciugate con
N;) e si imposta la lunghezza d’onda a 280nm.

Azzeramento dello strumento tramite inserimento della soluzione di
estrazione in entrambe le cuvette .

Trasferisco il contenuto dal contenitore eppendorf alla cuvetta con pipetta
pasteur.

Dopo la lettura trasferisco la soluzione dalla cuvetta al contenitore originale
numerato.

La cuvetta viene nuovamente lavata con etanolo e asciugata con azoto.

Giorno 2

Registrazione dei valori di assorbanza

Registro i risultati di assorbanza in una tabella considerando il riferimento
numerato del campione.

Giorno 2

PORTARE A SECCHEZZA

Secco in Speed Vac a temperatura ambiente i seguenti contenitori Eppendorf:
Tutti i contenitore Eppendorf per il test alla ninidrina

Tutti i contenitori Eppendorf relativi al colesterolo totale (contenente 1400
uL provenienti)

Giorno2e 3

Test alla NINIDRINA

Idrolisi acida

Aggiungere 250pul di HCI 6N per ogni campione da analizzare (piu un bianco
solo HCI) e porre a 100°C per 24h.

Giorno 4

Portare a secchezza

Secco in Speed Vac a temperatura di 43°C i contenitori dopo I’idrolisi

Giorno 5

Preparazione tampone acetato di sodio 4N

Per 100ml: Dissolvere 54.4g di acetato di sodio in 10mL di acido acetico.

Prima
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dell’esperimento

Preparazione ninidrina stock-solution

200mg di ninidrina da dissolvere in 7.5mL di etilenglicole (mescolare tramite
Vortex fino a scioglimento) e aggiungere 2.5mL di tampone acetato di sodio.
Ph circa 5,5.

(Soluzione stabile 6 mesi a temperatura ambiente)

Prima
dell’esperimento

Preparazione della sospensione cloruro stannoso e etilenglicole

Aggiungere 50mg di SnCl, a 500 uL di etilenglicole. (Risospendere prima di
prelevare)

Prima
dell’esperimento

Letture allo spettrofotometro Giorno 6
Imposto la lunghezza d’onda su 575nm ed effettuo 1’azzeramento con H,0O
Milli-Q.
Preparazione del working reagent alla ninidrina
Aggiungere 40 pL di sospensione cloruro stannoso e etilenglicole ad 1,6 mL | Al momento
di ninidrina stock-solution e mescolare tramite \VVortex. d"uso
(Giorno 6)
Reazione con la ninidrina
Giorno 6

Aggiungo ad ogni campione 1000 uL di H,O Milli-Q e 100 uL di working
reagent ad ogni campione quindi mescolare tramite Vortex.

Porre a 100°C per 20 minuti, raffreddo in H,O.

Lettura del bianco (solo reagenti) e lettura dei campioni

COMPLETAMENTO DELLA PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
PER LA QUANTIFICAZIONE DEL COLESTEROLO

Trasferisco il contenuto dei contenitori eppendorf contenenti i 500 pL
provenienti dall’occhio destro di ogni soggetto nel corrispondente contenitore
“tC” (il cui contenuto ¢ gia stato essiccato in precedenza).

Effettuo due lavaggi.

Secco in Speed Vac a temperatura ambiente.

Conservo a -30°C nell’attesta della raccolta di tutti i campioni.
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8. ABBREVIAZIONI

UV: ultravioletto

BSA: Bovine serum albumin (albumina di siero bovino)

FMO0411M: (2-ethyl[2-[(2-methylprop-2-enoyl)oxy]ethyl]carbamate)
HOB: ((2RS)-2-hydroxybutyl 2-methylprop-2-enoate)

IBM: (Isobornyl methacrylate)

M3U: (e-[[3-(2-[[2-(methacryloyloxy)ethyl] carbamoyloxylethoxy)propyl]dimethylsilyl]-c>-

[3(2[[2(methacryloyloxy)ethyl]carbamoyloxy]ethoxy)propyl]poly([oxy[(methyl) [3-
[emethylpoly(oxyethylene)oxy]propyl]silylene]/[oxy[(methyl)(3,3,3-trifluoropropyl)]silylene]/oxy(dimethylsilylene)]))

NVP: (N-vinyl pyrrolidone)

TAIC: (1,3,5-triprop-2-enyl-1,3,5-triazine-2,4,6(1H,3H,5H)-trione)
VMA: (N-Vinyl-N-methylacetamide)

TFA: Acido trifluoroacetico
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