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AIM: Chronic use of topical drugs with
hypotonic effect in glaucoma patients,

often generates ocular surface alterations

that may have a negative influence upon
patient compliance. These alterations are the
consequence of toxic effects on the corneal
epithelium due to the presence of preservatives
and sometimes the drug itself. The aim of this
study was to evaluate if addition of natural
compounds, such as Echinacea purpurea and
aminoacids, enhances the lenitive effect of
sodium hyaluronate as eye drop formulation,
which is already well known for its corneal
hydrating properties.

METHODS: Thirty-five patients affected by
glaucoma were assigned to 2 groups (control
and treated) and signs and symptoms were
evaluated at time of enrolment (T0) and after
2 months (T1). Corneal conditions in sixteen of
these patients were evaluated after one month of
treatment using confocal microscopy.
RESULTS: Analysis of the results has

INTRODUZIONE

| pazienti affetti da glaucoma
primario ad angolo aperto (POAG)
necessitano di una terapia topica
cronica che sia efficace nel produrre
un effetto ipotonizzante. L'uso
cronico di colliri pud perd causare
fenomeni di irritazione a livello della
superficie oculare, non solo a causa
della presenza di conservanti'?3, ma
anche provocati in alcuni casi dal
principio attivo stesso*. La presenza
dei conservanti svolge nei colliri una
duplice funzione, in quanto essi
esplicano la loro azione primaria

nei confronti di possibili agenti
patogeni, ed allo stesso tempo
possono favorire la penetrazione

underlined that chronic use of a lachrymal
substitute containing sodium hyaluronate
allows a general improvement of the ocular
surface condition in glaucoma patients which
are subjected to chronic hypotonic treatment.
The improvement was boosted when substances
such as Echinacea purpurea and aminoacids
were added to the formulation; in fact these
compounds have demonstrated to significantly
improve the signs of ocular discomfort such as
burning, photophobia and dry eye, as well as to
reduce the activation of stromal keratocytes of
the cornea.
CONCLUSIONS: these results indicate that
chronic use of an eye drop with hydrating, anti-
inflammatory and re-epithelizing properties,
can be a valid support for the treatment and
prevention of iatrogenic damage induced by
topical hypotonic therapy, contributing in this
way to an improvement of the quality of life
among patients with glaucoma.
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dei principi attivi attraverso I'epitelio
corneale, incrementandone cosi
I'efficacia. Linterazione tra la
molecola di conservante e I'epitelio
corneale innesca infatti dei processi
infiammatori e citotossici, che in
pazienti suscettibili possono provocare
una reazione particolarmente intensa
del sistema immunitario. Inoltre, a
causa della loro natura anfifilica,
molti conservanti interagiscono con
la componente lipidica della lacrima,
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con un conseguente effetto irritante
sulla superficie oculare. E stato
infatti osservato che nei pazienti
affetti da POAG ed in trattamento
con farmaci ipotonizzanti le lacrime
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tendono ad avere una maggiore
osmolarita, segno questo di una

piu elevata concentrazione di soluti

in conseguenza di una maggiore
evaporazione®. Inoltre, si osserva anche
una diminuzione del numero delle
cellule mucipare caliciformi, deputate
alla secrezione della componente
mucinica della lacrima®. A livello
dell'epitelio corneale, e stato osservato
che a seguito di un trattamento
protratto per una settimana con
conservanti a base di ammonio
guaternario, le cellule epiteliali corneali
gia mostravano la scomparsa dei
caratteristici microvilli e delle giunzioni
serrate. Clinicamente, I'uso cronico

di queste sostanze provoca cheratite
puntata superficiale e cheratite
tossica, fibrosi, iperemia congiuntivale
e flogosi. L'inflammazione e la
conseguente disfunzione lacrimale
appaiono, nei pazienti glaucomatosi,
gia dopo 1 anno dall'inizio del
trattamento ipotonizzante cronico,

ed e stato osservato che particolari
proteine infiammatorie sono
maggiormente presenti nelle lacrime
dei pazienti glaucomatosi in terapia
ipotonizzante cronica’. Le patologie
iatrogene provocate dall'uso cronico
dei colliri sono quindi causa di
peggioramento della qualita della vita
del paziente®, riduzione della aderenza
alla terapia cronica®, con conseguente
perdita dell'efficacia terapeutica ed
aumento della spesa sanitaria. Infatti,
la comparsa di patologie legate alla
superficie oculare pud esser causa di
un cattivo controllo della pressione
intraoculare, che torna ad essere ben
controllata dal paziente nel momento
stesso in cui lo stato della superficie
oculare viene ad essere normalizzato™.

La prevalenza di patologie legate alla
superficie oculare nella popolazione
glaucomatosa & stato valutato essere
di circa il 53%".

L'utilizzo di sostanze naturali che
abbiano un effetto lenitivo, senza
tuttavia interferire con la terapia
ipotonizzante, puo essere una valida
strategia per contrastare e ridurre gli
effetti iatrogeni dovuti all’'uso cronico
di questi colliri. L'azione irritante
iatrogena derivante dall'uso di colliri
ipotonizzanti nel glaucoma determina
uno stato di inflammazione corneale.
A questo proposito ricordiamo le
proprieta idratanti dellacido ialuronico,
molto diffuso tra le lacrime artificiali;
le proprieta immunomodulatorie
dell’Echinacea purpurea'? e quelle
riepitelizzanti degli aminoacidi®®. L'acido
ialuronico ha dimostrato di possedere
capacita idratanti e riepitelizzanti,

e di essere percio efficace nel
trattamento delle patologie della
superficie oculare, soprattutto se
utilizzato per tempi prolungati
(superiori a 3 mesi)*. Inoltre, ha la
capacita di proteggere la superficie
corneale dalla tossicita indotta da
conservanti quali il benzalconio
cloruro (BAK)™. L'estratto secco di
Echinacea purpurea ha proprieta
antinfiammatorie ed immunomodulanti,
grazie alla componente alchilamidica
e all'azione dei derivati dell'acido
caffeico come echinacoside, acido
cicorico e echinacina B'®". Gli
aminoacidi hanno dimostrato di
possedere proprieta riepitelizzanti

a livello corneale®, e di contribuire
alla sintesi e al rinnovamento della
matrice extracellulare nello stroma,
favorendone il rimodellamento e
quindi un piu pronto recupero



dell'omeostasi tissutale'® 920,

Pertanto, lo scopo di questo studio

é stato quello di valutare l'effetto di
una formulazione oftalmica ad uso
topico a base di ialuronato di sodio,
estratto secco di Echinacea purpurea
ed aminoacidi, confrontandola con una
formulazione a base di solo ialuronato
sodico, a livello delle alterazioni

della superficie corneale di pazienti
glaucomatosi in terapia topica cronica
ipotonizzante, in modo tale da poter
verificare se le componenti aggiunte
di Echinacea purpurea ed aminoacidi
possano portare ad un ulteriore
beneficio.

METODOLOGIE

Sono stati arruolati 35 pazienti affetti
da POAG in trattamento cronico
topico ipotonizzante da oltre 3

anni con colliri multidose a base di
travoprost, latanoprost e bimatoprost,
e conservati con poliquad o con
cloruro di benzalconio. | pazienti
arruolati al fine di valutarne stato
ed evoluzione della sintomatologia a
carico della superficie oculare sono
stati randomizzati in due gruppi:
uno trattato (18 pazienti) ed uno

di controllo (17 pazienti). Il gruppo
dei trattati ha applicato 1 goccia

di collirio a base di ialuronato di
sodio, estratto secco di Echinacea
purpurea ed aminoacidi (Iridium A;
Sooft Italia S.p.A., Montegiorgio,
[talia) in ciascun occhio, 4 volte al
giorno per 2 mesi, mentre il gruppo
di controllo ha applicato, con la
stessa modalita, un collirio a base
di solo ialuronato di sodio (Blu Yal,
Sooft Italia S.p.A., Montegiorgio,
[talia). Entrambi i gruppi sono stati

OtticaFisiopatologica

valutati all'arruolamento (tempo TO)
e dopo due mesi di trattamento
(tempo T1). Ciascun paziente & stato
esaminato valutandone segni (BUT e
test di Schirmer) e sintomi (iperemia
congiuntivale, bruciore, prurito,
fotofobia, secchezza oculare e senso
di corpo estraneo).

Al sintomi sono stati assegnati dei
valori arbitrari utilizzando una scala
numerica da 0 a 4, in cui con O si

& voluta rappresentare la scomparsa
del sintomo, con 1 un marcato
miglioramento, con 2 un leggero
miglioramento, con 3 un valore
invariato rispetto allarruolamento e 4
un peggioramento. All‘arruolamento &
stato assegnato il valore standard di 3.
L'analisi alla microscopia confocale &
stata effettuata con un microscopio
Confoscan 4 (Nidek Technologies)
equipaggiato con una sonda 40x,
utilizzando la tecnica a immersione
per una miglior definizione delle
immagini, su 16 pazienti con sintomi
evidenti di secchezza oculare, di

cui 8 in trattamento con solo acido
ialuronico, ed 8 con Iridium A.

La cornea dei pazienti & stata studiata
al confocale al tempo 0 e dopo 30
giorni di applicazione dei colliri. Per
ciascun paziente sono state valutate
foto stratificate prese in doppia
scansione (da epitelio a endotelio

e ritorno) ad una distanza l'una
dall‘altra di circa 15 pm (per evitare
di considerare la stessa cellula piu

di una volta) per un totale di 84
foto acquisite per paziente a ciascun
tempo. Le foto acquisite al confocale
sono state valutate in termini di
densita delle cellule superficiali e
basali dell'epitelio corneale; il numero,
la tortuosita e la riflettivita delle
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Variazione dei
sintomi nei trat-
tati (TR) e con-
trolli (CNTRL) al
tempo TO (linea

grigia tratteggia-
ta) e al tempo

T1 (box plot).
La statistica tra

trattati e controlli
allo stesso tempo
¢ indicata con: *
p<005e

** p<0,01. Tutt
i dati del T1, sia
per i controll
che per i trattati,
sono stati trovati
essere significa-
tivamente diversi
dal tempo TO

(p <0,05).

Effetti di un collirio con acido ialuronico, estratto di echinacea e aminoacidi sulle alterazioni dell'epitelio corneale in pazienti glaucomatosi in terapia cronica ipotonizzante
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fibre nervose del plesso nervoso sub-
epiteliale; la densita dei fibroblasti
dello stroma anteriore e dello stroma
posteriore e la iper-riflettivita dei
nuclei delle cellule stromali.

| dati raccolti sono stati analizzati

in termini di significativita statistica
utilizzando il t-test a due code per
dati non appaiati per il confronto di
dati ad uno stesso tempo nei due
diversi gruppi (controllo e trattato),
mentre i dati ottenuti in tempi diversi,
ma per uno stesso gruppo, sono
stati valutati usando il test ANOVA
per dati ripetuti applicando il test di
confronto multiplo di Bonferroni nella
post analisi. In entrambi i casi, i dati
sono stati ritenuti significativamente
differenti considerando un valore di
p < 0,05.
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2 leve miglioramento
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RISULTATI

Studio della sintomatologia

La figura 1 riporta i punteqgi
ottenuti dai pazienti dopo due

mesi di trattamento con solo acido
ialuronico o con acido ialuronico,
echinacea ed aminoacidi. La linea
tratteggiata equivale al punteggio

di arruolamento al TO (pari a 3) ed

i box-plot illustrano i miglioramenti
ottenuti dai due gruppi di pazienti.

E interessante notare che entrambi i
gruppi migliorano significativamente
rispetto al TO (ANOVA per misurazioni
ripetute p < 0,05), indicando cosi che
gia il solo acido ialuronico & efficace
nel produrre un miglioramento
generale dei sintomi di discomfort
oculare che si verificano nei pazienti
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affetti da glaucoma che seguono la
terapia ipotonizzante. Andando poi a
confrontare tra loro i valori ottenuti
al tempo T1 per il gruppo dei trattati
e quello dei controlli, si osserva che
il miglioramento relativo ai sintomi
iperemia e senso di corpo estraneo e
simile in entrambi i gruppi. Invece, i
valori di bruciore (p < 0,05), prurito
(p < 0,01), fotofobia (p < 0,05) e
secchezza (p < 0,05) sono risultati
statisticamente inferiori nel gruppo dei
trattati rispetto a quello dei controlli.
Percio, a parita di quantita e qualita di
acido ialuronico contenuto nelle due
formulazioni (entrambe dello stesso
produttore), appare che la presenza
di estratto di Echinacea purpurea ed
aminoacidi migliori l'efficacia lenitiva
del collirio nei confronti dei sintomi
provocati dall'uso cronico di farmaci
topici con conservanti.

Rispetto ai segni di disfunzione
lacrimale, i risultati del test di
Schirmer e del BUT (Fig. 2 A e B
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rispettivamente), hanno evidenziato
come, partendo da valori comparabili
per i due gruppi al tempo TO, I'uso
di ciascun collirio per i due mesi di
trattamento ha prodotto in entrambi i
casi un simile incremento sia dei valori
di Schirmer sia di quelli di BUT.

E probabile che il tempo di
trattamento sia gia sufficiente

per evidenziare differenze tra i

due gruppi a livello dei sintomi
(soggettivi), mentre sia ancora troppo
breve per verificare una differenza
statisticamente significativa tra i

due gruppi a livello di parametri piu
complessi come il BUT o il turn-over
delle lacrime.

Analisi confocale

L'analisi confocale della cornea
consente di valutare la condizione dei
suoi tre strati epiteliale, stromale ed
endoteliale, nonché delle fibre nervose
che i attraversano. | dati dell’analisi
confocale per gli occhi trattati con
solo ialuronato sodico, sono riportati
in tabella 1 mentre quelli ottenuti

dal trattamento con il collirio Iridium
A sono riportati in tabella 2. | dati
indicano che dopo un mese di
trattamento, i due gruppi differiscono
solo per quanto riguarda lo stato
proliferativo dei cheratociti dello
stroma posteriore. Cid & in accordo
con altri studi comparativi tra pazienti
sani e pazienti affetti da occhio secco,
che hanno dimostrato come lo stato
inflammatorio associato alla secchezza
oculare sia correlato ad un aumento
della densita dei fibroblasti dello
stroma anteriore e posteriore'®9.2°,
Tale aumento di densita ¢ a sua volta
causato dalla presenza di citochine
pro-infiammatorie, che inducono la

Variazione della
A) misurazione
del test di
Schirmer in mm
e B) del break
up time (BUT)
in secondi, per

i pazienti nel
gruppo dei
trattati (TR)

ed in quello

dei controlli
(CNTRL) al
tempo basale TO
e dopo 2 mesi
di trattamento,
T1. # indica

una differenza
statisticamente
significativa

(p < 0,05) al

T1 rispetto al
tempo TO per lo
stesso gruppo di
pazienti.



Risultati dell’analisi confocale pre e post
trattamento con un collirio a base di ialuronato
sodico

laluronato sodico

TO (tsD) T1 (xSD) P

epitelio densita

numero nervi sub-basali/campo

1249,33 (72,94) 1262,67 (43,34) NS.
2,67 (0,87) 2,44 (81,24) NS

tortuosita nervi sub-basali/‘campo 1,11 (0,33) 1,22 (0,67) N.S.

stroma ant cheratociti

1065 (22,83) 1049 (18,32) 0,02

stroma ant nuclei reflettivi/campo 1,4 (0,55) 1,4 (0,55) N.S.

stroma post cheratociti

850,67 (22,43) 852,67 (13,88) NS.

stroma post nuclei reflettivi‘campo 0,87 (0,52) 0,47 (0,52) NS.

Intero stroma cheratociti

936,4 (108,3) 931,2 (98,4) NS.

Risultati dell’analisi confocale pre e post
trattamento con un collirio a base di ialuronato
sodico, Echinacea purpurea ed amminoacidi

Iridium A

(xsD) T1 (xsD) P

epitelio densita

numero nervi sub-basali/campo
tortuosita nervi sub-basali/campo
stroma ant cheratociti

stroma ant nuclei reflettivi/‘campo
stroma post cheratociti

stroma post nuclei reflettivi/campo

1209,6 (73,46) 12232 (59,56) N.S.

(1,24) 3,44 (1,13) N.S.
(0,5) 0,78 (0,67) N.S.

1136,8 (37,6) 1110,2 (61,8) 0,01

(0,89) 2,2 (0,82) N.S.

870,2 (42,88) 830  (34,58) <0,0001

(1,12) 1,5 (1,1 N.S.

Intero stroma cheratociti

proliferazione dei fibroblasti, che alla
microscopia confocale mostrano una
pit marcata rifrangenza (Fig. 3). Nel
gruppo dei pazienti trattati si osserva
che la presenza di Echinacea purpurea
ed aminoacidi nella formulazione
testata porta ad una riduzione della
densita dei fibroblasti stromali, in
maniera statisticamente maggiore
rispetto ad i valori ottenuti dall’'uso
del solo ialuronato sodico, sia nella
interezza dello stroma (rispettivamente
p < 0,0001 e N.S.), e principalmente
poi a livello della sua porzione
posteriore (rispettivamente p <
0,0001 e N.S.). Poiché la produzione
di citochine inflammatorie avviene
nello strato epiteliale della cornea
inflammata, i risultati ottenuti sono
compatibili con I'ipotesi che esista

un gradiente di citochine dall'epitelio
alla parte posteriore della cornea;

1003,5 (139,8) 970,1 (149,3) <0,0001

riducendosi la produzione di citochine
infiammatorie nell’epitelio, a causa di
una miglior efficacia del trattamento,
la scomparsa di queste citochine
nello stroma comincera quindi

dalla sua porzione posteriore, dove
percid apparira pil precocemente la
normalizzazione dei fibroblasti (Fig. 4).

CONCLUSIONI

L'utilizzo cronico di colliri con
conservanti,come avviene nei pazienti
con POAG, puo essere lesivo della
superficie oculare e determinarne uno
stato infiammatorio, che nel tempo
porta allo sviluppo di una disfunzione
lacrimale e ad una esacerbazione dei
sintomi. E percid utile e necessaria
per prevenire o trattare queste
situazioni la somministrazione di colliri
in monodose (senza conservanti)
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Fotografie al
confocale al
tempo TO e
dopo 30 giorni
di trattamento:
A) un paziente
in trattamento
con solo
ialuronato
sodico e B) in
trattamento con
Iridium A.

II' gradiente

di citochine
infiammatorie
prodotte
dall'epitelio
soggetto

a processi
inflammatori
decresce
passando dallo
stroma anteriore
allo stroma
posteriore

in maniera
differente a
seconda che sia
stato usato il
solo ialuronato
sodico o la
combinazione
con Echinacea
purpurea e
aminoacidi
presenti
nell'lridium A.

laluronato sodico

IBENE 1515]

Endotelio /

che abbiano un effetto lenitivo

e possibilmente antinfiammatorio
che consenta di attenuare gli

eventi pro-infiammatori causati dal
trattamento farmacologico. In questo
lavoro abbiamo dimostrato come
I'associazione di acido ialuronico
con estratto di Echinacea purpurea
e con aminoacidi abbia un effetto
lenitivo superiore al solo acido
ialuronico, a causa della presenza di
diverse molecole antinfiammatorie

e immunomodulanti nell’estratto di
Echinacea, e dell'effetto metabolico
degli aminoacidi. Sara interessante
andare a valutare gli effetti a piu

lungo termine di questo trattamento,
per vedere se le differenze col

solo acido ialuronico si accentuano
ulteriormente, e vedere anche se

sia possibile prevenire I'insorgenza
della secchezza oculare associando
immediatamente al trattamento
farmacologico topico anche il

collirio con estratto di Echinacea e
aminoacidi.

RIASSUNTO
SCOPO: ['uso cronico di farmaci

topici ad azione jpotonizzante nei
pazienti affetti da glaucoma, porta



spesso alla comparsa di alterazioni
della superficie oculare che possono
influire sulla compliance stessa del
paziente. Queste alterazioni sono la
conseguenza dell'azione tossica a
livello dell’epitelio corneale derivante
dalla presenza di conservanti e a

volte dal farmaco stesso. Lo scopo di
questo studio é stato percio valutare
se l'apporto di componenti naturali
quali Echinacea purpurea e aminoacidi
possa incrementare ['azione lenitiva
dello ialuronato sodico in collirio, gia
noto per le sue proprieta reidratanti
della cornea.

METODI: trentacinque pazienti affetti
da glaucoma sono stati divisi in 2
gruppi (controlli e trattati) ed i segni e
sintomi valutati all'arruolamento (T0) e
dopo 2 mesi (T1). Lo stato corneale di
sedici di questi pazienti é stato anche
valutato dopo un mese di trattamento
utilizzando la microscopia confocale.
RISULTATI: I'analisi dei risultati ha
evidenziato che ['uso cronico di

un sostituto lacrimale contenente
faluronato sodico porta ad un
generale miglioramento dello stato
della superficie oculare di pazienti
glaucomatosi in terapia ipotonizzante
cronica. Il miglioramento é accentuato
dalla presenza di sostanze quali
Echinacea purpurea e aminoacidi,

che hanno dimostrato di migliorare
significativamente i segni di discomfort
oculare quali bruciore, fotofobia

e secchezza oculare, nonché di
attenuare l'attivazione dei cheratociti
dello stroma corneale.

CONCLUSIONI: i risultati di questo
studio indicano che l'uso cronico

di un collirio ad attivita idratante,
antinfiammatoria e riepitelizzante

puo essere un valido supporto

nel trattamento e prevenzione dei
danni iatrogeni da terapia topica
ipotonizzante, contribuendo cosi ad
un miglioramento della qualita della
vita del paziente glaucomatoso.
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