Evaluacion in vitro del efecto protector del
Hialuronato de Sodio frente a la toxicidad
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ANTECEDENTES

® La exposicién prolongada a conser-
vantes, principalmente al cloruro de
benzalconio (BAK), desencadena
reacciones de toxicidad sobre la su-
perficie ocular.!

® Se ha postulado al Hialuronato de
Sodio (HS) como potencial agente
neutralizante de la toxicidad induci-
da por el BAK.%?

® E| objetivo de este trabajo fue eva-
luar el efecto protector del HS
frente a la toxicidad inducida por el
BAK en un modelo in vitro.

METODOS

Se utilizé la linea celular NAV14, deriva-
da del epitelio conjuntival murino,
para simular la superficie ocular in
vitro. Para ello se expusieron monoca-
pas celulares a concentraciones cre-
cientes de BAK (0,001%; 0,005%;
0,01%) y de HS (0,2%; 0,3% y 0,4%)
por 15 minutos, para luego lavar y re-
poner medio de cultivo.

Se evalué la viabilidad celular luego
de 2hs, midiendo la actividad metabé-
lica (método indirecto) por reduccién
de resazurin y la liberacion de la
enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
al sobrenadante (método directo) uti-
lizando reactivo CyQUANT?®; y también
la capacidad de migracién y prolifera-
cién celular a lo largo de 24hs, median-
te ensayo de cicatrizacion de herida.

Los resultados se analizaron por
ANOVA de 2 factores (BAK y HS). La
significancia estadistica se definié
como p<0,05.

RESULTADOS

En los 3 ensayos, el BAK tuvo un efecto
negativo sobre la viabilidad celular y la
capacidad migratoria y proliferativa
concentracién-dependiente, siendo mi-
nimo al 0,001% y maximo al 0,01%
(p<0,001), mientras que el HS demos-
tré su efecto neutralizante y protector
de la toxicidad, también de forma con-
centracion-dependiente, siendo minimo
al 0,2% y maximo al 0,4% (p<0,001).

Referencias:

Viabilidad celular

l. Actividad metabdlica

120

=]
5]
1

@
o
1

Absorbancia (% control)
o
3
1

40 @ sin BAK
BAK 0,001%
20 A BAK0,005%
V BAK0,01%
0 T T T T
SIN HS HS HS
HS 0,2% 0,3% 0,4%

Concentracién de HS (%)

Figura 1. Actividad en funcion de la i6 de HS
por de BAK. Mayores

respecto al control se traducen como una mayaramwdud metabalica
lo cual representa una mayor viabilidad celular.
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Figura 2. Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en funcion
de la concentracién de HS por concentracin de BAK. Mayores valores
de absorbancia indican una mayor liberacién de LDH, lo que represen-
ta una mayor muerte celular.
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Figura 3. Cicatrizacién de la herida respecto al control en funcién del
tiempo para las células incubadas con BAK 0,01%. A mayor porcentaje de
cicatrizacién de la herida mayor capacidad de proliferacion y migracion
celular.
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CONCLUSIONES

El Hialuronato de Sodio tiene una
accién protectora y neutralizante
de la toxicidad inducida por el BAK
que es dependiente de la concen-
traciéon del mismo, observandose
el mayor grado de proteccion con
la concentracién ensayada de Hia-
luronato de sodio 0,4%.

Estos hallazgos apoyan el uso cli-
nico de lubricantes oculares con
HS como neutralizante de la toxi-
cidad inducida por el BAK sobre la
superficie ocular.

El HS, a diferencia de otros lubri-
cantes, presenta un mecanismo
de accion especifico que impide la
muerte celular (Figura 4).
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BAK: activacién del receptor
de muerte celular P2X7
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HS: unién especifica al receptor CD44
en el epitelio corneal y conjuntival

HS: enmascara fisicamente al P2X7
y previene la accién téxica del BAK

Figura 4. Esquema del mecanismo de accién especifico por el cual
el HS previene la citotoxicidad inducida por el BAK.
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