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Introduzione

• Il trypan blue può avere effetti tossici sulle cellule dell’epitelio pigmentato 
retinico. Rezai KA, Farrokh-Siar L, Gasyna EM et al (2004)

• La vitalità dell’endotelio corneale dopo esposizione a trypan blue è tempo e 
concentrazione- dipendente.                             Bart T.H. van Dooren,jin Beekhuis, Elisabeth Pels (2004)

Il colorante luteina/ trypan blue è risultato sicuro nella capsuloressi in 
facoemulsificazione. Nessun effetto collaterale è stato riscontrato nel follow up 
(30 giorni). Vianna LM, Cohen MJ, Muccioli C et al (2014)



Obiettivo dello studio

Studio comparativo

Trypan blue 0,04% luteina 1% Vs trypan blue 0,1%

• Sicurezza (conta cellulare) ed efficacia (intensità e persistenza colorazione) 
sull’endotelio corneale​

• Variazione nell’espressione di geni coinvolti nell’apoptosi e nel differenziamento 
cellulare 



Materiali e metodi

Trypan blue 0,04% e luteina 1%     Vs      Trypan blue 0,1%

Sicurezza ed 
efficacia (1-2-4 min)

Valutazione 
mortalità  

(microscopia ottica)

Intensità e 
persistenza 
colorazione

Analisi 
biomolecolari

Real time PCR

Immunofluoreascenza

SDS PAGE



Materiali e metodi

Colorazione 
endotelio 
corneale 

T0/ T1/T2 /T4

Valutazione 
intensità 

colorazione

Valutazione 
mortalità 
rispetto al 

controllo (T0)

Stripping EDM 
e valutazione 
persistenza 
colorazione
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Materiali e metodi

Tessuti colorati per 4 
min, fissati in 
formaldeide. 

Stripping delle EDM 
ed strazione in trizol

di DNA, RNA e 
proteine.

Analisi in SDS-PAGE 
dalle proteine totali

Amplificazione target di 
differenziamento 

cellulare (TGF𝜷, SMAD 
3/7, SMA) dall’ mRNA

Amplificazione dei 
target apoptotici

(caspasi, BCL2, BAX) 
dall’ mRNA

Immunoreattività
alla fosfatasi acida





Risultati 
L’efficacia dei due coloranti è paragonabile ma la mortalità al T4 è

significativamente ridotta in trypan blue e luteina

Trypan
blue 
0,1%

Trypan
blue e 
luteina



Risultati (2)

Luteina/trypan blue ha mostrato una immunoreattività alla fosfatasi acida inferiore
rispetto al trypan blue



Risultati (3)

Luteina/trypan blue induce l’up-regolazione di BCL2 e la down-regolazione di 
BAX, mentre non altera le caratteristiche delle cellule endoteliali. 



Risultati (4)

Luteina/trypan blue non influenza il profilo di espressione delle proteine totali



Conclusioni

Luteina/trypan blue risulta essere una valida alternativa per le procedure di 
valutazione della vitalità endoteliale dei tessuti in Banca degli Occhi e per la 
visualizzazione della EDM durante cheratoplastica lamellare posteriore (DMEK).

Per l’utilizzo routinario del trypan blue con luteina nella DMEK sarà utile valutare i 
risultati di uno studio comparativo tra i due coloranti in vivo.

GRAZIE PER L’ATTENZIONE!


