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Acido ialuronico, occhio secco marginale

Sommario

L'acido ialuronico (HA) & una delle molecole pit1 igrosco-
piche presenti in natura e, idratato, pud contenere una
quantita di acqua mille volte superiore al proprio peso.
In contattologia, questa eccezionale capacita di riten-
zione idrica viene sfruttata per migliorare l'idratazione
dell'area precorneale. L'acido ialuronico € infatti uno dei
principi attivi pitt impiegati nei numerosi sostituti lacri-
mali in commercio e nel trattamento delle varie forme di
occhio secco (da quelle piu gravi a quelle marginali).

In questo articolo illustriamo le principali caratteristiche
e applicazioni dell’'HA.

L'occhio secco

Lo stile di vita del portatore di lenti a contatto (lac) e radi-
calmente cambiato negli ultimi due decenni. Il computer
é divenuto un indispensabile strumento di lavoro comu-
ne per quasi tutte le professioni, la maggioranza degli uf-
fici e dei locali commerciali & dotata di aria condizionata,

la giornata lavorativa implica, generalmente, la necessita
di rimanere fuori casa per piu di 10 ore. Tutto cio incide
negativamente sul comfort delle lac.

Oggi la priorita dell’applicatore & quella di permettere al
portatore un uso confortevole delle lac per l'intera giornata.
11 tasso complessivo di drop out dei portatori di lac si col-
loca oggi tra il 26% ed il 40%. Tra coloro che rinunciano a
utilizzare le proprie lac, il 51% lo fa perché le ritiene poco
confortevoli e lamenta una sintomatologia riconducibile
alla condizione di occhio secco marginale'.

La Figura 1 presenta la classificazione delle sindromi da
occhio secco secondo la Commissione Internazionale del
National Eye Institute (Study Group on Dry Eye). E una
classificazione che prevede due sottocategorie: la chera-
tocongiuntivite secca derivante da ipolacrimie e quella
derivante da iperevaporazione.

La tipologia di occhio secco “marginale” ¢ la pitt comu-
ne e consegue a specifiche condizioni organiche e/0 am-
bientali; la tipologia di occhio secco “patologico” € meno
diffusa ed ¢ associata a patologie sistemiche che coinvol-
gono, secondariamente, la salute oculare.

Le cause dell’occhio secco marginale sono da ricercare in
uno squilibrio dell’intero sistema lacrimale che compren-

Figura 1

Classificazione completa delle sindromi da occhio secco secondo la Commissione Internazionale del National Eye Institute

(Study Group on Dry Eye).
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de, oltre alle ghiandole lacrimali, la superficie corneale,
la congiuntiva bulbare, le palpebre, 'ammiccamento. In
presenza di occhio secco marginale si osserva sempre
un aumento dell’osmolarita lacrimale, che puo portare
a una perdita dell'integrita epiteliale e a una riduzione
delle cellule mucipare caliciformi, avviando cosi il circo-
lo vizioso che costituisce ’essenza del problema?.
Qualunque lente a contatto interferisce con la stabilita del film
lacrimale; pertanto persone in una condizione “borderline”
ma normalmente asintomatiche, possono sviluppare la spe-
cifica sintomatologia da occhio secco durante il porto di lac.
Infatti le lenti a contatto interagiscono sia con il film lacrimale
(destabilizzandolo) che con la superficie dell’epitelio cornea-
le (causando perdita di integrita e riduzione dei microvilli).
Oltre che dalle lac, la manifestazione di una sintomato-
logia riconducibile ad una condizione di occhio secco
marginale puo essere indotta anche da numerosi fattori
ambientali; i pitt comuni sono la ridotta umidita ambien-
tale, I'uso di aria condizionata o di termoconvettori per
la regolazione della temperatura, il fumo, la polvere, il
vento, l'uso del computer (che causa riduzione della fre-
quenza degli ammiccamenti). Ognuno di questi elemen-
ti, singolarmente oppure combinati, puo rappresentare il
meccanismo di innesco per lo sviluppo di una condizio-
ne di occhio secco marginale.

Un ruolo chiave é relativo alla riduzione della frequenza
degli ammiccamenti e all’aumento della velocita di evapo-
razione del film lacrimale; esiste un valore predittivo, defi-
nito “indice di protezione oculare”, che esprime normalita
oppure problematicita: viene calcolato mediante il rappor-
to tra il tempo di rottura del film lacrimale (BUT) e l'inter-
vallo di tempo che trascorre tra un ammiccamento e l'altro
(IBI). Quando tale rapporto (BUT/IBI) € minore di 1 & pro-
babile che il portatore sviluppi i sintomi tipici ed evidenzi i
segni caratteristici della condizione di occhio secco margi-
nale 3. Altre caratteristiche che influiscono sul comfort del
portatore di lac sono la bagnabilita, il modulo di elasticita
e la levigatezza delle superfici delle lac. Ai portatori di lac
che manifestano condizioni di occhio secco marginale € op-
portuno applicare lac con un elevato bilanciamento idrico,
oppure utilizzare materiali capaci di rilasciare molecole
bioattive che contrastino la condizione di secchezza.

La terapia della sindrome da occhio secco marginale pre-
vede l'utilizzo di sostituti lacrimali e di prodotti lubrifi-
canti. I sostituti lacrimali contengono acqua, sali, sistema
tampone, conservanti, addensanti e altri ingredienti che
sono finalizzati a integrare la componente mucinica o la
componente lipidica del film lacrimale, a rendere la su-
perficie oculare idrofila, a ridurre la tensione superficiale
e a garantire al film lacrimale una densita che gli permetta
di rimanere disteso sulla superficie corneale per un inter-
vallo di tempo adeguato®. I principali polimeri utilizzati
per i sostituti lacrimali includono derivati della cellulosa
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(hydroxypropylmethyl cellulose, carboxymethyl cellu-
lose, hydroxyethyl cellulose), polyvinyl alcohol (PVA),
carbomer, polyvinyl pyrrolidone, polyethylene glycol e
destrano. Sono prodotti generalmente ben tollerati nelle
concentrazioni in uso, ma talvolta le formulazioni mag-
giormente viscose divengono poco confortevoli e causa-
no visione sfuocata, adesivita e formazione di residui.
Alcuni di questi polimeri, che sono definiti Newtoniani,
non riducono la propria densita al momento dell’ammic-
camento limitando cosi la possibilita di distribuirsi sulla
superficie oculare e riducendo quindi la propria effica-
cia®. Per alleviare il discomfort e superare tali limitazioni,
€ recentemente cresciuta ’attenzione verso gli integratori
lacrimali che esibiscono un comportamento non Newto-
niano, in particolare verso i polimeri pseudoplastici come
l’acido ialuronico®.

L'acido ialuronico

L’acido ialuronico (HA) & un polisaccaride lineare forma-
to da unita di disaccaridi contenenti N-acetyl-d-glucossa-
mine e acido glucuronico (Figura 2). Possiede una massa
molecolare nell’ordine dei milioni di Dalton ed é dotato
di interessanti proprieta viscoelastiche e reologiche, che
sono l'espressione delle sue caratteristiche polimeriche
e di polielettrolita. L'HA & presente in numerosi fluidi e
tessuti biologici, nei quali gioca un ruolo fondamentale.
In clinica medica & utilizzato come marker diagnostico
per varie patologie tra cui il cancro, l’artrite reumatoide e
alcune malattie epatiche. E utilizzato anche come princi-
pio attivo, ad esempio per sopperire alle insufficienze di
liquido sinoviale nei pazienti artrosici mediante iniezioni
intra-articolari. Inoltre viene utilizzato nella chirurgia of-
talmica, nella chirurgia otorinica e nella chirurgia estetica
per rigenerare e ricostruire i tessuti molli.
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Figura 2
Struttura dell'unita di disaccaride che si ripete nell’acido ialuronico.

M. Fagnola e altri / Lac Lenti a contatto 2010; 12 (2): 45-52




Lacido ialuronico e le sue applicazioni in contattologia

Dal 1980 numerosi studi scientifici e industriali hanno per-
messo una miglior comprensione delle proprieta e delle
funzioni dell’'HA, che ormai & utilizzato in molteplici ap-
plicazioni di svariate aree biomediche anche se, ancor oggi,
& considerato un principio attivo di nuova generazione”.
L’HA appartiene ad un gruppo di sostanze conosciute
come glicosaminoglicani (GAGs) e, tra queste, ¢ il poli-
mero strutturalmente pitt semplice perché € 1'unico che
non si presenta associato o legato a proteine, che non &
sintetizzato nell’apparato di Golgi e che non ha gruppi
solfato. L'HA é largamente diffuso nel corpo umano e in
quello degli altri vertebrati, ma la sua maggiore presenza
si riscontra nella matrice extracellulare dei tessuti con-
nettivi lassi'. Si stima che in un essere umano adulto del
peso di circa 70 Kg, vi siano 15 g di HA; di questi, pitt
della meta (56%) & contenuta nella pelle®.

Nella cresta del gallo si trova un’elevata quantita di HA il
quale, oltre che nei vertebrati, € presente in alcune specie
batteriche e in alcuni tipi di streptococchi mentre ¢ total-
mente assente in funghi, piante e insetti. Recentemente
& stato pubblicato un ampio studio sulle fonti da cui puo
essere isolato I'HA e sull’eventuale presenza di potenziali
impurita'*. Un breve elenco della quantita di HA reperibi-
le nei differenti tessuti animali & riportato nella Figura 3'.

L'acido ialuronico negli organismi viventi

Negli organismi viventi 1'HA si concentra principalmen-
te nella matrice extracellulare e nella matrice pericellu-
lare, ma & stato recentemente dimostrato che & presente
anche nello spazio intracellulare’®. Nel corpo umano, la
maggior concentrazione di HA ¢ nel fluido sinoviale, nel
cordone ombelicale e nell'umore vitreo. Quasi la meta

dell’HA presente nel corpo umano si trova a livello der-
mico, localizzato nello spazio intracellulare dove puo
raggiungere una concentrazione di 2.5 g/1. Il contenuto
di HA é relativamente scarso nella cartilagine, anche se
ne rappresenta un importante elemento strutturale.
L'HA svolge la funzione di matrice in cui le cellule sono
alloggiate, oltre a giocare un importante ruolo in svariati
processi a livello dermico. E in grado di trattenere acqua nei
tessuti e, di conseguenza, puo variare il volume e la com-
pressibilita della pelle. Puo influenzare la proliferazione cel-
lulare, la differenziazione cellulare e i processi di riparazione
del tessuto. Inoltre 'HA si occupa di smaltire i radicali liberi
generati dall’azione dei raggi ultravioletti solari della pelle
(ovvero il piti grande organo del corpo umano e la prima
barriera protettiva tra tessuti sottostanti e ambiente esterno):
la componente ultravioletta della luce esercita infatti un for-
te stress ossidativo sulle cellule, rischiando di danneggiarne
il materiale genetico e causarne degenerazione e morte.
Cambiamenti nell’HA si osservano con l'invecchiamen-
to, nel corso di processi cicatriziali e nelle malattie dege-
nerative, soprattutto se coinvolgono la pelle?.

Nel fluido sinoviale, ’alta concentrazione di HA ad ele-
vata massa molare provvede alla necessaria lubrifica-
zione dell’articolazione, assorbe efficacemente gli shock
meccanici, riduce la frizione tra le ossa in movimento e
previene 'usura delle articolazioni. Durante i processi
inflammatori causati dalle patologie artritiche (osteo-
artriti o artriti reumatoidi), I’alta massa molare del’lHA
viene degradata ad opera di forme reattive di ossigeno,
che riducono la sua viscosita e deteriorano le sue carat-
teristiche lubrificanti provocando cosi dolore articolare e
difficolta di movimento'®.
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Cresta di gallo 7500 Il tessuto animale col maggior contenuto di HA

Cordone ombelicale umano 4100 Contiene principalmente HA con peso molecolare relativamente elevato

Articolazione umana 1400-3600 11 volume del liquido sinoviale aumenta in condizione di infiammazione; ci6 deter-

(fluido sinoviale) mina una riduzione della concentrazione di HA

Cartilagine nasale bovina 1200 Spesso usato come modello per gli studi sperimentali sulla cartilagine

Corpo vitreo umano 140-340 La concentrazione di HA aumenta con la maturazione del tessuto

Derma umano 200-500 Proposto come agente di "ringiovanimento" in dermatologia cosmetica

Epidermide umana 100 La concentrazione di HA & maggiore in prossimita delle cellule che lo producono

Cervello di coniglio 65 Si suppone che I'HA riduca la probabilita di tumore al cervello

Cuore di coniglio 27 L'HA é il maggior costituente della matrice patologica causa di occlusione dell'arte-
ria in caso di restenosi coronarica

Linfa toracica umana 0.2-50 Il basso peso molecolare di questo HA ¢ spiegato dall'assorbimento preferenziale, da
parte delle cellule endoteliali epatiche, per le grandi molecole

Urina umana 0.1-0.3 L'urina é anche un importante fonte di ialuronidasi

Siero umano 0.01-0.1 La concentrazione di HA aumenta nel siero dei soggetti anziani cosi come nei
pazienti con artrite reumatoide o cirrosi epatica

Figura 3
Presenza e concentrazione di HA in vari tessuti animali 28.
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Sebbene in passato si fosse attribuito all’HA semplicemen-
te il ruolo di molecola inerte con funzioni di riempimento
del tessuto connettivo, studi successivi hanno identificato
siti di legami proteici e specifici recettori che evidenziano
il ruolo di attiva mediazione del’HA in numerose attivita
fisiologiche". Recentemente é stato infatti attribuito all’HA
un importante ruolo nell’embriogenesi, nella trasduzione
dei segnali, nella motilita cellulare, nell’invasivita delle
cellule cancerogene e nella formazione delle metastasi®.
Pur presentando una semplice e uniforme struttura pri-
maria, il polimero di HA puo raggiungere grandi dimen-
sioni e, proprio in funzione della dimensione raggiunta,
puo svolgere un ruolo biologico diversificato. I polimeri
di grandi dimensioni, oltre che svolgere funzioni di ri-
empimento, hanno una funzione anti-angiogenica e im-
munosoppressiva. I polimeri di medie dimensione (20-50
disaccaridi) si caratterizzano come agenti infiammatori,
immunostimolatori e altamente angiogenici. I polimeri di
piccole dimensioni si comportano come antiapoptotici e
stimolano la produzione di proteine implicate nello shock
termico®’. Una recente pubblicazione® fornisce un accura-
to studio sull’ampio range di dimensioni che il polimero
di HA puo assumere e sulle sue specifiche funzioni.

L’HA presente nel corpo umano € sintetizzato per mezzo
di enzimi chiamati Hyaluronic-Acid-Synthase (HAS); la
sua sintesi € normalmente bilanciata dal contemporaneo
catabolismo, pertanto la sua concentrazione nei tessuti
rimane costante. I cheratinociti dell’epidermide sono un
esempio di cellule che attivamente sintetizzano e catabo-
lizzano ialuronati; in questo caso I'emivita delle molecole
di ialuronato é incredibilmente breve ovvero meno di un
giorno. Esistono pero anche cellule che sintetizzano pit
HA di quello che catabolizzano, cosi come esistono cellu-
le che catabolizzano pitt HA di quello che sintetizzano®.

Le applicazioni dell'acido ialuronico in farmacologia

Le aree di applicazione clinica dell’'HA e dei suoi derivati

sono state classificate da Balazs nel 2004* nel seguente

modo, in relazione alle loro finalita:

(1) Protezione di tessuti delicati e fornitura di spazio du-
rante interventi chirurgici

(2) Aumento della viscosita, riempimento e aumento di
volume di un tessuto (come la pelle), di un muscolo
sfintere o di un tessuto della faringe

(3) Separazione di tessuti connettivi con superfici traumatiz-
zate a causa di procedure chirurgiche o di traumi, preven-
zione di adesioni o di eccessive formazioni cicatriziali

(4) Rimpiazzo o implementazione di fluidi tissutali (ad
esempio rimpiazzo del fluido sinoviale nei soggetti
affetti da artrite per alleviarne la sintomatologia)

(5) Protezione di tessuti sani, feriti o offesi da secchezza o
da agenti nocivi ambientali, promozione della guari-
gione di determinate superfici
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In farmacologia i gruppi carbossilati di HA sono utilizzati
per produrre idrogel cross-linked in grado di intrappolare
e poi liberare molecole bioattive. L'HA viene anche usato
per preparare microcapsule che migliorano la sommini-
strazione di alcuni farmaci* e per migliorare la biocom-
patibilita delle microsfere di chitosan usate come vettori
di farmaci®. Microsfere di HA sono inoltre utilizzate per
trasportare plasmidi di DNA e anticorpi monoclonali nel
trasferimento genico e verso specifici siti bersaglio®.

Le applicazioni dell'acido ialuronico in oftalmologia

Sono ampie le possibili applicazioni dell’HA in Ortope-
dia, Reumatologia, Otorinolaringoiatria, Dermatologia
e Chirurgia Plastica. Nella terapia delle ferite, 1'elevato
peso molecolare dei preparati a base di HA (applicati a
livello topico) promuove e favorisce la guarigione delle
ferite a livello cutaneo, la guarigione delle ulcere veno-
se (specie a livello delle gambe) e la terapia delle lesioni
croniche”. L'HA, grazie alle sue proprieta antiossidanti,
e utile anche come componente antinfiammatorio nelle
ferite profonde con perdita di materiale.

L’HA é il maggior componente del corpo vitreo ed & una
macromolecola assai importante anche in oftalmologia.
Grazie alle sue proprieta viscoelastiche e utilizzato in
numerosi interventi chirurgici in campo oftalmologico,
sia per proteggere i tessuti oculari pit delicati che per
procurare spazi durante la manipolazione chirurgica. Il
suo maggior utilizzo consiste pero nella sostituzione o
nell’integrazione del corpo vitreo perso durante varie
manovre chirurgiche, la piti frequente delle quali & I'im-
pianto di IOL.

Le soluzioni a base di HA sono anche utilizzate come pro-
tettori viscoelastici dell’endotelio corneale durante gli in-
terventi di trapianto corneale. Attualmente in oftalmologia
sono disponibili numerosi preparati caratterizzati dalla pre-
senza di catene di HA (di diverse dimensioni molecolari)®.

Le applicazioni dell'acido ialuronico in contattologia
L’HA é una delle molecole pil1 igroscopiche presenti in
natura e, idratato, pud contenere una quantita di acqua
mille volte superiore al proprio peso®. In contattologia,
questa eccezionale capacita di ritenzione idrica viene
sfruttata per migliorare l'idratazione dell’area precorne-
ale®; 'HA e infatti uno dei principi attivi piti impiegati
nei numerosi sostituti lacrimali in commercio e nel trat-
tamento delle varie forme di occhio secco (da quelle pit
gravi a quelle marginali)®'*2.

L'HA, grazie alla sua alta viscosita e alla sua elevata ca-
pacita di legare acqua®, viene impiegato come principio
attivo in numerosi colliri in quanto protegge e lubrifica la
superficie oculare e migliora la sintomatologia correlata
alle sindromi da occhio secco®®*. Viene spesso anche in-
serito nelle formulazioni delle soluzioni per la manuten-
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zione delle lenti a contatto, in quanto provvede a miglio-
rare e prolungare il comfort dei portatori aumentando la
bagnabilita della lente e inducendo cosi una riduzione
della frequenza degli ammiccamenti***. L'HA puo anche
fungere da eccipiente quando viene utilizzato insieme
ai farmaci, aumentando il loro tempo di permanenza
nell’area precorneale e quindi migliorando la biodispo-
nibilita dei farmaci stessi®®¥. E stato dimostrato che 1'ap-
plicazione topica di HA (0.1% W/V) riduce la sintomato-
logia soggettiva e i segni clinici nei soggetti con sindrome
da occhio secco®*. Altre ricerche hanno dimostrato che
I'HA puo efficacemente proteggere 1’epitelio corneale® e
migliorare la stabilita del film precorneale®.

L'utilizzo di HA e in grado di ripristinare la secrezione di
lattoferrina e difensine B, grazie alla sua elevata mucoa-
desivita e alla sua capacita di ritenzione idrica nell’area
precorneale; cio velocizza e favorisce il ripristino della
condizione fisiologica ottimale, agevolando i meccanismi
di riepitelizzazione corneo-congiuntivali. E stato dimo-
strato che, quando instillato nell’area precorneale, 'HA
promuove e favorisce la guarigione fisiologica, stimolan-
do la migrazione e la proliferazione dei cheratociti**.
Le soluzioni a base di HA hanno un comportamento
non Newtoniano: sono soluzioni ad alta viscosita quan-
do sono sottoposte a forze di taglio poco intense (occhio
aperto), sono a bassa viscosita quando sono sottoposte
a forze di taglio pil1 intense (ammiccamento); tale com-
portamento permette un’adeguata distribuzione e un’ot-
timale lubrificazione della superficie oculare**’. Un’altra
rilevante caratteristica dell’'HA e la muco-adesivita, che
gli permette di formare un rivestimento duraturo e di for-
nire una stabile protezione alla superficie corneale***.
Le caratteristiche biologiche dell’acido ialuronico deter-
minano una modificazione della popolazione microbica
aerobica ed anaerobica presente nel segmento anteriore
dell’occhio, ripristinando i batteri saprofiti della superfi-
cie oculare. Utilizzandolo, si osserva infatti una riduzione
dello Pseudomonas e dello Staphylococcus aureus a fa-
vore dello Stafilococco epidermidis; cid avviene probabil-
mente grazie al ripristino della secrezione di lattoferrina
e di difensine B prodotte dalle cellule epiteliali congiunti-
vali, che sono debilitate nei soggetti con occhio secco mar-
ginale. L'HA puo infatti evitare una situazione infiamma-
toria cheratocongiuntivale da iposecrezione, puo risolvere
I'iposecrezione relativa ed inoltre puod diminuire I'inciden-
za delle mucin-balls, talvolta associate all'uso prolungato
di lenti a contatto in silicone idrogel™.

L'HA presente nell’area pre-corneale funge infine da tampo-
ne osmotico, aiutando a mantenere 1'idratazione del tessuto.
Nel complesso, in sua presenza si riscontra una maggior fun-
zionalita dell’attivita di barriera dell’epitelio corneale'>*.
Sempre pitt produttori di lac inseriscono nella matrice po-
limerica e/ o nel blister della lac dei polimeri capaci di mi-
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gliorare la bagnabilita superficiale o la capacita di mante-
nere l'idratazione costante; ’acido ialuronico rappresenta
un’alternativa ai pit1 noti agenti umettanti impiegati sino
ad ora e si differenzia da questi perché € un polimero na-
turale, presente nel corpo umano ed a livello oculare. In
questi anni, sono state introdotte sul mercato lac contenen-
ti HA nella loro matrice polimerica e nella soluzione con-
tenuta nel blister; tali lac sfruttano le ben note proprieta
dell’HA per migliorare il comfort durante le ore di porto.
A conferma delle prospettive di impiego dell’HA in con-
tattologia, che presentano interessanti margini di crescita,
alcuni produttori di lac ed alcuni organi di controllo han-
no richiesto la messa a punto di tecniche, relativamente
semplici, per quantificare 'HA presente in soluzione, nel-
le condizioni e nelle concentrazioni tipiche di questi pro-
dotti. Da un’analisi della letteratura relativa alle tecniche
analitiche riportate, risulta che le bande di assorbimento
ottico mostrate a lunghezze d’onda intorno a 200 nm o in-
feriori sono poco utilizzabili, in quanto queste sono coper-
te dalle bande di assorbimento della matrice polimerica o
della soluzione nella quale l'acido ialuronico e disperso.
La maggior parte dell’ampio ventaglio di tecniche anali-
tiche riportate in letteratura consentono 1’analisi di solu-
zioni contenenti HA a concentrazioni pil1 elevate di quelle
utilizzate in contattologia; inoltre si tratta di tecniche ana-
litiche spesso realizzate per operare in contesti profonda-
mente differenti o che richiedono minor sensibilita.
Recentemente sono state sviluppate due tecniche per la
determinazione di HA in soluzione. La prima & un meto-
do indiretto che si basa sullo studio della variazione del
tipico picco di assorbimento del colorante libero Alcian
Blu in funzione della concentrazione di HA. L'intensita di
tale picco decresce all'aumentare dei complessi HA /colo-
rante. La sensibilita della tecnica con Alcian Blu, che puo
essere utilizzata sia con soluzioni di acqua deionizzata che
con soluzioni saline, permette di rilevare la presenza di 2.5
pg/ml di HA; la dipendenza tra il valore di assorbanza
misurata a 550 nme la concentrazione di HA risulta lineare
nell'intervallo compreso tra 2.5 e 20 ug/ml (Figura 4).

La seconda tecnica, in cui si utilizza il colorante Stain All,
si basa sull’osservazione di due picchi di assorbimento:
uno a 520 nm, che & attribuito al colorante libero e che
decresce all’aumentare della concentrazione di HA; uno
a 640 nm, che ¢ attribuito al complesso HA /colorante e
la cui intensita cresce all’aumentare della concentrazio-
ne di HA. Considerando il picco a 520 nm, la sensibilita
della tecnica con Stain All e risultata migliore in quanto
raggiunge 0.25 ug/ml, ma é influenzata dall’eventuale
presenza di altri anioni (come tipicamente accade in so-
luzione salina). Al contrario, quando si considera il picco
a 640 nm, la sensibilita e la stessa che caratterizza il pro-
tocollo basato sull’Alcian Blue (Figura 5).
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Assorbanza di soluzioni contenenti HA e Alcian Blu in soluzione
salina. I pallini indicano I'assorbanza media misurata in diverse
soluzioni preparate con le stesse concentrazioni nominali, la barra
dell’errore indica la corrispondente deviazione standard e la linea
indica il fit lineare dei dati sperimentali tra 2.5 e 20 pg/ml 53.

Fonti biologiche dell'acido ialuronico

L'indotto economico legato all’HA & enorme e si stima sia
superiore al bilione di dollari***%; ci6 perché 1'HA ricopre
un ruolo essenziale dal punto di vista funzionale per nu-
merosi tessuti dei vertebrati. Vari tessuti animali (come
la cresta del gallo, la pelle dello squalo e il globo oculare
del bovino) ne contengono elevate quantita e rappresen-
tano preziose fonti di approvvigionamento di HA (Figura
3) ma, poiché I'HA nei tessuti biologici ¢ generalmente
legato anche ad altri biopolimeri, debbono essere adot-
tate specifiche procedure per renderlo puro. In funzione
della sempre migliore efficienza del processo di “puri-
ficazione”, ¢ oggi possibile ottenere preparati di HA di
dimensioni comprese tra alcune centinaia di migliaia di
Dalton fino a circa 2.5 MDa cosi che, attualmente, la do-
manda di HA per applicazioni mediche & ampiamente
soddisfatta dall’HA ad alta massa molare ricavato dalla
cresta di gallo. In passato I'HA e sempre stato ricavato
da tessuti animali (specialmente dalla cresta di gallo) e
I'FDA approva tale fonte di approvvigionamento per
l'uso medico (come, per esempio, accade con 'Healon in
chirurgia oftalmica). Negli ultimi tempi, diverse compa-
gnie hanno pero iniziato a proporre HA prodotto per fer-
mentazione, che viene secreto da microorganismi come
lo Streptococcus zooepidemicus e lo Streptococcus equi
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Assorbanza misurata a 520 nm (rombi vuoti) e a 640 nm (rombi
pieni) di soluzioni contenenti Stain All (0.03 mg/ml) e HA (varie
concentrazioni) in acqua deionizzata e metanolo. I rombi indicano
I'assorbanza media misurata in diverse soluzioni con le stesse
concentrazioni nominali e la barra dell’errore indica la relativa
deviazione standard; le linee indicano i fits lineari dei dati
sperimentali nei corrispondenti intervalli di concentrazione 53.

utilizzando diversi ceppi attenuati di streptococchi (s-
HA)>***. Lo s-HA risponde ai requisiti di massa molare,
raggiungendo diversi milioni di Dalton®. Se I'HA di ori-
gine animale ha l'indubbio vantaggio di poter raggiun-
gere pesi molecolari anche superiori ai 5 MDa, ha pero
lo svantaggio di poter contenere varie proteine e di poter
causare reazioni allergiche. L'acido ialuronico prodotto
per fermentazione non provoca invece reazioni allergi-
che e puo raggiungere pesi molecolari compresi tra 0.5 e
2.5 MDa; puo pero contenere endotossine. Recentemen-
te, per produrre su scala industriale HA (b-HA) e stato
proposto un nuovo processo di fermentazione basato sul
Bacillus subtilis; questo nuovo tipo di HA non contiene
endotossine, ma non esistono ancora studi clinici riguar-
danti il suo utilizzo in forma iniettabile®.

Le prime due tecniche descritte portano alla produzio-
ne di HA ad alto peso molecolare (>1 MDa), mentre la
produzione basata sul Bacillus subtilis fornisce HA di
peso molecolare compreso tra 0.6 e 1 MDa. Le soluzioni
preparate con HA ad alto peso molecolare sono viscose
alle concentrazioni utilizzate nei colliri (0.1-0.3% W /V)%; e
importante che siano dotate di una certa viscosita, affinché
non vengano immediatamente drenate dalla superficie
oculare e possano cosi garantire un lungo tempo di per-
manenza nel segmento anteriore dell’occhio; cio permet-
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tera loro di essere efficaci. Non devono peraltro essere
eccessivamente viscose in quanto causerebbero visione
sfuocata o fluttuante. Ogni anno sono prodotte e vendu-
te varie tonnellate di HA prodotto per fermentazione.
E presente il rischio che il ceppo batterico subisca mu-
tazioni e associ la produzione di HA con quella di tos-
sine, pirogeni o immunogeni; cid ostacola, nelle appli-
cazioni cliniche, un’ampia diffusione dell’'HA prodotto
per fermentazione. Per questo motivo i campioni di HA
derivati dalla cresta di gallo sono tutt'oggi i preferiti
per i trattamenti medici, specialmente nei casi in cui il
prodotto e destinato ad essere iniettato, nonostante che
anche questo tipo di HA non sia esente da difetti: € in-
fatti controindicato nei soggetti che presentano allergie
ai prodotti aviari ed e proprio per questo motivo che le
aziende del settore continuano a ricercare e testare nuo-
ve fonti possibili di HA%.

Conclusioni

Le soluzioni oftalmiche ad uso topico contenenti HA
sono sempre pill conosciute ed apprezzate grazie alle
caratteristiche di questo interessante polimero naturale,
che spesso ¢ utilizzato come agente umettante ed inte-
gratore lacrimale. I recenti sviluppi nel campo delle bio-
tecnologie consentono oggi di optare per 'HA con il peso
molecolare pitt adeguato all’uso, scegliendo tra un am-
pio ventaglio; vengono proposti HA ad alto (>1 MDa) e
medio peso molecolare (0.6-1.0 MDa) mentre le soluzioni
oftalmiche che fanno uso di HA presentano generalmen-
te concentrazioni di HA comprese tra 0.1 e 0.3% W/V.
Numerosi studi stanno analizzando come e quanto il
peso molecolare che caratterizza 1'HA possa influenzare
la sua capacita di legare molecole d’acqua, il suo profilo
reologico, il tempo di permanenza nell’area precorneale
e la tollerabilita della soluzione oftalmica. Tali studi po-
tranno chiarire se esiste un HA con un peso molecolare
ottimale, da preferire quindi a tutti gli altri, oppure se e
necessario variare il suo peso molecolare in relazione alle
diverse problematiche.
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