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| DEPOSITI PROTEICI

sulle lenti a contatto

egli ultimi anni sono stati messi a punto
vari nuovi materiali per la produzione di
lenti a contatto morbide; le innovazio-
ni sono state finalizzate soprattutto a migliorare la
trasmissione di ossigeno attraverso la lac, a con-

tenerne la disidratazione durante le ore di porto e a

gli aspetti inducono significative complicanze e
aumentano il drop-out tra gli utilizzatori di lenti a
contatto.

Il tirocinio di Simone Santacatterina ha preso in
considerazione le proprieta morfologiche e ottiche

di lac in idrogel e in silicone idrogel, verificando la

Sedici portatori, con eta media di 23 anni, sono stati

scelti per un test di 3 settimane con vari tipi di lac, sia

in materiale idrogel che in silicone idrogel. Verificata

la correlazione con I'accumulo proteico.

ridurre I'accumulo di depositi sulla sua superficie.
| depositi proteici sulle lac sono responsabili sia
di una diminuzione del comfort del portatore che

di un'aumento dell’adesione batterica; entrambi

correlazione tra i materiali e 'accumulo proteico
che si é realizzato sulle lac applicate. Il suo studio
e stato condotto su lenti a contatto utilizzate da

portatori con caratteristiche lacrimali preceden-
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terza da portare
per un periodo
di tre settimane
(porto solo diur-
8% no); durante le
i tre settimane di
porto, i sogget-

ti hanno con-

Figura 1. Analisi AFM superficiale topografica del Balafilcon A allo stato idratato (50 x 50 y). servato le lac in

temente testate; i soggetti sono stati selezionati
escludendo chi era interessato da secchezza ocu-
lare o aveva caratteristiche che lo controindicas-
sero all’'uso delle lenti a contatto.

Sono stati scelti 16 portatori (8 uomini e 8 donne)
con eta media 23,3 anni (SD 3,4 e range 19-29
anni), tutti in buona salute, non interessati da te-
rapie farmacologiche che potessero alterare i dati
sperimentali. Tra le lenti a contatto utilizzate nello
studio (tutte commercializzate in Italia) alcune era-

no in materiale idrogel (Vifilcon A, Omafilcon A) e

una soluzione contenente thimerosal, clorexidina
e soluzione salina isotonica, affinche I'azione di-
sinfettante fosse efficace ma non interferisse con
I’'accumulo di proteine sulle superfici delle lac.

E’ stato assegnato un numero identificativo a ogni
portatore, tramite il quale un ricercatore esterno
(non direttamente coinvolto nell’analisi dei risultati)
ha assegnato le lenti a contatto ai vari soggetti.
Lopportuna gestione dell’lassegnazione ha per-
messo di realizzare tutte le combinazioni possibili.
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Figura 2. Spettro di emissione in fotoluminescenza del Galyfilcon
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A dopo tre settimane di utilizzo; le linee colorate indicano vari por-
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lac, Simone San-
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tacatterina ha eseguito I'analisi della loro superfi-
cie (sia allo stato secco che idratato) in tre moda-
lita: con il microscopio a forza atomica (AFM), le
misure di fotoluminescenza e i coloranti chimici.

Lutilizzo del microscopio a forza atomica per va-
lutare topograficamente le lenti a contatto, per mi-
gliorarne le tecniche di produzione e per controlla-
re la loro qualita & assai cresciuto negli ultimi anni.

Simone Santacatterina ha condotto I'analisi delle

rio delle aree circostanti (vedi figura 1).

Lanalisi quantitativa degli accumuli proteici in fun-
zione del tipo di materiale e del tempo di porto,
condotta tramite misure di fotoluminescenza, e
stata possibile perché le proteine, a differenza dei
biopolimeri, dei lipidi, delle membrane cellulari e
dei saccaridi, presentano una fluorescenza intrin-
seca con una banda di emissione centrata a cir-

ca 330 nm dovuta alla presenza di amminoacidi

| depositi superficiali risultano distribuiti

uniformemente gia dopo 24 ore di porto. Sul

Balaficon A sisono notate le“isole” idrofile prodotte

dal trattamento di plasma-ossidazione.

superfici delle lac in regime di tapping, una mo-
dalita in cui il cantilever viene fatto oscillare ad una
frequenza prossima a quella di risonanza e, alla
fine di ogni oscillazione, la punta tocca il campio-
ne fornendo le informazioni necessarie alla costru-
zione della topografia. Questa analisi ha anzitutto
evidenziato che i depositi superficiali sono distri-
buiti omogeneamente gia dopo 24 ore di porto;
ha inoltre permesso di realizzare una topografia
superficiale delle lenti, ottenere informazioni quan-
titative sulla loro rugosita, ricavare indicazioni sul-
la tendenza alla disidratazione dei vari materiali.
Per esempio, analizzando le superfici delle lac in
contrasto di fase si sono evidenziate sul materiale
Balafilcon A una serie di isole regolari e separate,
espressione di un trattamento di plasma-ossida-
zione (effettuato all’origine sulla superficie di que-

sto materiale) che rende tali isole idrofile al contra-

aromatici con residui quali fenilalanina, tirosina e
triptofano. Ad esempio nel lisozima (una delle pro-
teine piu importanti e abbondanti nel film lacrimale
precorneale) il triptofano € presente per il 6.06%,
la fenilalanina per 1.96% e la tirosina per il 5.98%;
il triptofano risulta tra questi tre amminoacidi il piu
fluorescente (vedi figura 2).

| risultati dell’analisi mostrano un evidente aumen-
to di fotoluminescenza in funzione delle ore di por-
to nei materiali ionici come il Vifilcon A.

Nelle lac in silicone idrogel quali il Lotrafilcon A e
Lotrafilcon B, che presentano un’emissione intrin-
seca del materiale proprio nella regione di interes-
se, si osserva invece una diminuzione dell’inten-
sita del picco a circa 330 nm aumentando le ore
di porto.

Cio pu0 essere attribuito a due fattori: la minore

efficienza quantica dei depositi proteici rispetto



al’emissione propria del materiale
oppure il deterioramento dello stra-
to superficiale della lac a seguito
dell’uso; un’univoca interpretazione
un’ulteriore analisi

richiederebbe

AFM e il confronto tra gli spettri di
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assorbimento e di eccitazione della
fotoluminescenza.

Con l'analisi in fotoluminescenza ¢&
stato inoltre riscontrato un lieve spo-
stamento del massimo dell’emissio-
ne verso lunghezze d’onda minori,
da cui si deduce un possibile cam-
biamento della polarita che dipende dalla denatu-
razione dei depositi.

La parte chimica dell’analisi delle lac e stata de-
dicata alla messa a punto di una tecnica speri-
mentale per far reagire le proteine con molecole
contenenti opportuni coloranti, al fine di studiare la
distribuzione dei depositi sulle superfici delle lac.
A questo scopo sono stati selezionati due reagenti
commerciali che hanno dimostrato di potersi lega-
re direttamente alle proteine e di essere fotolumi-
nescenti, il Sypro Ruby e il Sypro Rose.

Il loro impiego secondo la metodologia standard
ha pero provocato un accumulo di reagente nella
matrice di alcuni polimeri utilizzati per I'esperimen-
to; cid ha reso necessario I'utilizzo di un derivato
del benzofurazano, che & fortemente fluorescente
solo dopo aver reagito con i gruppi amminici pri-
mari delle proteine (vedi figura 3).

E’ stato possibile ottenere un’analisi colorimetrica e
fluorimetrica delle lac su cui erano depositate delle

proteine solo operando ad alta concentrazione del
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Figura 3. La formula di struttura del benzofurazano e la sua struttura
modificata dopo reazione con i gruppi amminici primari delle proteine.

reagente (0,1M) e per tempi di reazione di circa 24
ore; con concentrazioni piu basse (10-3M) non si &

osservata alcuna reazione.
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