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ella pratica clinica quoti­
diana I'uso dei biomateriali

ha avuto nell'ultimo decennio un in­
cremento esponenziale. Esso peraltro
e sicuramente gravato da carenti 0

quantomeno incomplete conoscenze
sulIe interazioni tra i biomateriali
stessi e I' organismo umana (l). Gli
effetti collaterali dovuti a tali intera­
zioni non hanno evidenza clinica im­
mediata, rna ne esistono di potenzial­
mente fatali (2). Negli ultimi 10 anni,
dopo la formulazione della "inter­
leukin hypothesis" (3), si e giunti ad
una migliore comprensione degli ef­
fetti biologici delle citochine proin­
fiammatorie nonche al riconoscimen­
to della stretta somiglianza tra gli ef­
fetti biologici di tali citochine e la
patologia correlata alIa dialisi, sotto­
lineando quindi la possibilita che tali
molecole siano coinvolte direttamen­
te nella genesi dei sintomi dialisi in­
dotti (3). Numerosi studi hanno con­
sentito di individuare svariati fattori
implicati nella produzione intradiali­
tic a di citochine. In questa ambito
sono noti i vantaggi della dialisi con­
dotta con dialisato sterile 0 ultrapuro
(4) e si preferiscono membrane che
determinano una minore attivazione
del complemento, ovvero quelle sin­
tetiche. Gli agenti sterilizzanti posso-

no essere anch'essi coinvolti nel ma­
nifestarsi di reazioni avverse sia in
via diretta, tramite la persistenza di
residui, anche in traccia, che in via
indiretta, tramite l'induzione di mo­
dificazioni chimico-fisiche dei bio­
materiali. Ampia letteratura e dispo­
nibile sulle reazioni avverse causate
dall 'ossido di etilene (ETO) (5), e suI
beneficio indotto dall'uso di filtri ste­
rilizzati a vapore 0 a raggi gamma
(6).
Invece, a tutt'oggi non e nota se dif­
ferenti modalita di sterilizzazione
possano definire differenti profili di
biocornpatibilita delle membrane per
emodialisi, cosa che potrebbe provo­
care anche una differente produzione
di citochine. In due recenti studi (7,
8) il nostro gruppo ha valutato questi
aspetti e qui ne illustriamo i risultati
pili interessanti nella pratica clinica
quotidiana.

Materiali e metodi
Studio A
Sono stati arruolati nello studio sei
soggetti uremici in trattamento emo­
dialitico periodico con eta anagrafica
media di 54± 12 anni, ed eta dialitica
di 28±36 mesi. Essi risultavano esen-

ti da patologia neoplastica, immuno­
logica 0 sistemica, e non presentava­
no anamnesi positiva per recenti epi­
sodi infettivi. La patologia di base
dei pazienti arruolati era: pielonefrite
cronica (n.2), amiloidosi, reni polici­
stici, glomerulonefrite cronica (n. 2).
I pazienti risultavano gia in tratta­
mento con polisulfone low-flux (F6
Fresenius AG) da almeno tre mesi.
Dopo una valutazione basale (AI) ,
essi venivano trasferiti al trattamento
con la medesima membrana, rna ste­
rilizzata a vapore .
Una nuova valutazionc veniva ese­
guita dopo uno (BI) e due (B2) mesi.
Infine, un 'ulteriore valutazione si
eseguiva dopo un mese dal ritorno al
trattamento con F6 (A2).
Lo schema dello studio era pertanto
del tipo A-B-A.
Tutti i parametri della seduta emodia­
litica, nonche il bagno dialisi ed il
monitor in uso, rimanevano inaltera­
ti. Veniva eseguita in tutti i casi diali­
si con bicarbonato della durata di 4
ore in ritmo trisettimanale. In ogni
fase dello studio venivano eseguiti:
a) LAL-test su liquido di dialisi al­
l'attacco e allo stacco dialisi, al fine
di documentare eventuali inquina­
menti delliquido di dialisi ;
b) valutazione del rilascio di IL- 1 B



•

Fig. 1 - Rilascio di citochine da mononucleati ill coltura COil membrana ill polisulfone low-fl ux sterilizzata
con ossido di etilene 0 vapore (F6 e F6HP5, Fresenius AG).

Fig. 2 - Rilascio di citochine da mononucleati in coltura con membrana ill cuprophan sterilizzata COil ossido
di etilene 0 vapore (filtri £3 e £35 , Fresenius AG ).
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Preparazione dei MN
Da un campione di sangue di 10 ml
raccolto in sodio citrato 3.8% (I: 10)
si isolavano dapprima i MN median ­
te centrifugazione su Ficoll/Hypaque
(9) . Conte differenziate mostravano
una purezza >96 %. I MN venivano
risospesi alIa concentrazione di 5x
10" cellule Iml in RPMI contenente
2% di FCS scomplementato + I% di
PenStrep e 1% di glutammina ed in­
cubati per 24 ore in piastre di Petri .
Trascorso tale periodo il surnatante
veniva prelevato , centrifugato a
19.000 g per 5' allo scopo di elimi­
nare ogni residuo cellulare e conser­
vato a -80°C fino al momenta in cui
si eseguiva il dosaggio delle citochi­
ne. IL-I B e TNF a sono state dosate
con metodica ELISA (Bouty, Mila­
no, Italia) . I valori sono espress i in
pg/ml/milione di cellule.

IgE ETO specifiche
II dosaggio era effettuato con kit ra­
dioimmunologico e i risultati espres­
si in ku/L.

guivano il test basale, indi erano pas­
sati al trattamento con membrana in
cuprophan trattata al vapore (C­
Steam E3S Fresenius AG) ove ese­
guivano test di controllo dopo I e 2
mesi; infine I'ultima valutazione si
eseguiva dopo un mese dal ritorno al­
Ia membrana C-ETO.

LAL Test
La quantita di endotoss ina presente
nel diali sato estata valutata mediante
LAL-test cromogenico quantitativo
(QCL -IOOO, Bio-Whittaker) ,
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e TNF a da colture di mononucleati
(MN) sia pre che post-dialisi , dopo
incubazione di 24h, al fine di docu ­
mentare l' attivazione delle cellule
circolanti;
c) livelli delle anafilotossine C3a e
C5a ai tempi 0' , 5', 1 5' e 60 ' della
sed uta (metodica RIA, te st Amer­
sham, Arlington Heights, IL, USA);
d) nelle fasi AI, B2 e A2 prelievo per
IgEantiETO.
Tutti i rilievi venivano effettuati nella
seduta emodialitica di meta settima­
na; i campioni ematici erano preleva­
ti dall'ago arterioso.

Studio B
Erano arruolati 8 soggetti uremici in
TEP con eta anagrafica di 67±15 an­
ni e anzianita dialitica di 96± 115 me­
si. La patologia di base era rappre­
sentata da : glomerulonefrite (n. 3) ,
pielonefrite (n.2), malattia polici stica
renale (n. 1) ed ipertensione arteriosa
(n. 2). Tutti erano esenti da neopla­
sie, sindromi allergiche 0 connettivi­
ti, ed erano gia in trattamento con
membrana in cuprophan sterilizzata
con ETO da almena due mesi (C ­
ETO, E3 Freseniu s AG). Secondo 10
schema della studio A, i pazienti ese-

Statistica
I dati sono es press i come media
±DS , tranne dove diversamente spe­
cificato. La significativita statistica
era fissata a <0.05, essa veniva ana­
lizzata con test non parametrico di
Wilcoxon con un comune programm­
rna statistico su Pc.

Risultati
LAL-test
I risultati del LAL-test mostravano
una buona qualita del diali sato in tut-
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te Ie fasi dello Studio A e B.
Nello Studio A, 4 pazienti mostrava­
no che tutti i valori risultavano infe ­
riori a 0.5 EU/ml; nei rimanenti due
si verificavano tre modesti episodi di
inquinamento. Nello Studio B, 6 sog­
getti avevano sempre valori inferiori
a 0,5 EU/ml, altri due singoli episodi
di minimo inquinamento. In ogni ca­
so non si risco ntrava alcuna correla­
zione tra livelli di endotossina e pro­
duzione monocitaria di citochine
(p=0.71 per 10 Studio A e p=0.86 per
10 Studio B).

Fig. 4 - Attivazio ne complementare COil membrana ill cuprophan sterilirzata COil ossido di etilene 0 vapore
(filtri £3 e £35 . Fresenius AG).

Fig. 3 - Attivazlone complementare COil membrana ill polisulfone low-flux sterilizzata COil oss ido di etilene 0

vapore (filtri £3 e £35. Fresenius AG).
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Nello studio A la generazione intra­
dialitica di anafi lotossine C3a e C5a,
rilevata ai tempi 0' ,5' , 15 ' e 60', non
mostrava alcuna differenza significa­
tiva nei vari periodi (Fig . 3 ). L' incre­
mento rispetto ai valori basali risulta ­
va modesto e pressoche sovrapponi­
bile tra F6 ed F6-HPS. Espresso co ­
me percentua1e rispetto al basale, la
massima attivita si aveva a 15' con
valori di +26 % in AI, +24% in B I ,
+27% in B2, +29% in A2. Pertanto
la stimolazione del sistema comple­
mentare risultava modesta e costan te
in tutte Ie fasi dello studio.
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in quello B, in tutte Ie fasi dello studio,
mostravano valori di IgEantiETO di
classe 0, ovvero inferiori a 0.35 ku/L.

Complemento
L' attivazione dell a cascata comple­
mentare attraverso la via alterna, tipi­
ca della seduta emodialitica, in parti­
co lare se condotta con membrane
cellulosiche , e responsabile della sti­
molazione monocitaria per la trascri­
zione dell'mRNA per Ie citochine. A
tale stimolazione monocitaria parte­
cipano i frammenti C3a e C5a non­
che il complesso termina1e C5b-9.

IgEantiETO
Tutti i pazienti, sia nello Studio Ache

Citochine
I risultati sono riportati nelle Figure
I (Studio A) e 2 (Studio B).
Nello Studio A, riguardante la mem­
brana in polisu lfone low-flux, risulta
eviden te, nonche sign ificativo per
I' IL-I, il calo della prod uzio ne mo­
nocitaria di citokine nel passaggio da
A I a B I (p<O.O I) ; tale riduzione si
confermava in B2 (p<O.O I) , mentre
vi era un brusco rebound nel ritorno
al filtro F6 in A2 (p<O.OI). Questo
andamento era caratteristito di ogni
singo lo paziente e non risultava solo
dall ' analisi delle medie. Esso inoltre
riguardava sia i valori pre che quelli
post-dialitici . Nelle varie fasi dello
studio, infine, non vi era differenza
significativa tra i livelli pre e post­
dialitici di IL-I B, tranne che in B2,
ove si aveva un aumento post dialiti­
co ai limiti della significativita stati­
stica (p<0.05). II TNF-a mostrava 10
stesso andamento.
Nello Studio B, in cui si valutava la
membrana in cuprophan, il rilascio di
citochine da MN circolanti mostrava
significative variazioni, con un incre­
mento nel secondo test, ovvero dopo
un mese di trattamento con membra­
na steam, sia dell ' IL-I B (p<0.03 in
pre -dialisi e p<O.O I in post-dialisi)
che del TNF-a (n.s. in pre-dialisi e
p<0.02 in post-dialisi) . Tale anda­
mento si confermava dopo due mesi
di membrana steam, mentre una ridu­
zione significativa si aveva dopo un
mese dal ritorno alia membrana ETO
(Fig. 2). Questo andamento era pili
marcato in post-dialisi .



Egualmente nello Studio B l' attiva­
zione complementare non mostrava
variazioni significative nei quattro te­
st effettuati . Peraltro, come tipico
delle membrane in cuprophan, si no­
tava una notevole attivazione com­
plementare a 15' e 60' , con incre­
menti rispetto al ba sale anche del
70% (Fig. 4).

Discussione
In medicina l'uso di agenti steriliz­
zanti e, per ovvie ragioni, diffusissi­
mo. Cia nonostante vi e spesso scar­
sa consapevolezza dei possibili effet­
ti collaterali di tali agenti . Nell'ambi­
to nefrologico sara opportuno ricor­
dare che queste sostanze comportano
rischi sia per il personale che Ie ado­
pera che per i pazienti. Queste eve­
nienze sono pili evidenti in quei cen­
tri, come quelli statunitensi, ove si
pratica il riutilizzo dei filtri , e dove la
formaldeide, la glutaraldeide, I' acido
peracetico e l'ipoclorito di sodio tro­
vano ampio utilizzo. Per cia che con­
cerne i pazienti, va tenuto pre sente il
tempo di ri sciacquo necessario per
eliminare del tutto la presenza di tali
sostanze dal circuito nonche la possi­
bilita di un rilascio successivo delle
stesse al paziente (10).
Le possibili alterazioni indotte da
differenti procedure di sterilizzazio­
ne sulle caratteristiche delle mem­
brane per emodialisi sono general­
mente trascurate. Esse peraltro pos­
sono influenzare sia la stru ttura sia
la perme ab il ita delle membrane
stesse (11) nonche le performance
depurative; sono teoricamente possi­
bili, quindi, anche variazioni del
profilo di biocornpatibilita. La steri­
lizzazione a vapore ha teoricamente
numerosi vantaggi, rna ne sono stati
segnalati effetti degradanti sulle su­
perfici di alcuni biomateriali, proba­
bilmente attraverso la deposizione
di contaminanti organici idrofobi 0
salini igroscopici sulle superfici dei
materiali stessi, ovvero in conse­
guenza dei processi di dilatazione e
contrazione (12).
Per quanto concerne il polisulfone
low-flux (Fresenius-AG) noi stes si,
nell'ambito di un ampio studio multi-

centrico (13), abbiamo documentato
performance depurative esattamente
sovrapponibili tra il filtro sterilizzato
a vapore e quello trattato con ETO.
L'ETO tuttavia e notoriamente cau sa
di reazioni anafilattiche dovute al
formarsi di anticorpi IgE contro il
complesso ETO-albumina (14) .
Per questo gia Ritz nel 1987 (15)
propose l' abbandono della sterilizza­
zione con ETO.
Per quanto a noi noto, non esiste a
tutt ' oggi in letteratura un confronto
tra diverse modalita di sterilizzazione
delle membrane emodialitiche per
cia che riguarda la stimolazione mo­
nocitaria alla produzione di citochi­
ne . Per valutare I'effetto diretto della
membrana emodialitica sulla produ­
zione monocitaria di citochine biso­
gnava innanzitutto escludere signifi­
cativi inquinamenti del diali sato da
parte di endotossina . A tal fine il
LAL-test mostrava una buona qualita
del liquido di dialisi: nello Studio A,
in pre-dialisi in 4/6 pazienti si ottene­
vano durante tutto 10 studio valori in­
feriori a 1.5 EU/ml, mentre gli altri
due avevano un valore mas simo di 4
(paz . n. 1 in AI) e 5.35 EU/ml (paz .
n. 2 in A2 ) ri spettivamente. Allo
stacco dialisi , egualmente i pazienti
n. 3-4-5-6 presentavano valori otti­
mali , mentre gli altri mostravano mo­
desti episodi di inquinamento. Nello
Studio B egualmente 6/8 pazienti
mostravano sempre valori ottimali e
negli altri 2 si documentavano mini­
mi epi sodi di inquinamento. In ogni
caso, sia nello Studio Ache nel B
non si evidenziava alcuna rel azione
tra livelli di endotossina e rilascio di
citochine, a nostro parere proprio per
i bas si livelli di contaminazione.
La generazione intradialitica di pro­
dotti attivati del complemento e cau­
sa nota di stimolazione monocitaria
per la trascrizione di mRNA per cito­
chine. Gia Santoro et al (13) avevano
mostrato un egual grado di attivazio­
ne complementare tra polisulfone
low-flux sterilizzato a vapore e con
ETO. Nello Studio A questo dato ve­
niva confermato; si otteneva infatti
nel corso della seduta, un incremento
della generazione di C3a e C5a di
modesta entita, come caratteristico
delle membrane sintetiche, con picco

a 15 ' ; gli incrementi ri sultavano
pressoche sovrapponibili, con valori
di +26 % in A I +24 % in B 1 +27 % in
B2 e +29 % in A2 (Fig. 3) . II grado di
attivazione risultava pertanto mode­
sto , nettamente inferiore a quello che
si otteneva nello Studio B con mem­
brana in cuprophan (Fig . 4), ove pe­
raltro non vi erano egualmente diffe­
renze tra Ie varie fasi dello studio.
Poiche quindi in entrambi gli studi
non si riscontravano differenze signi­
ficati ve nell ' attivazione complemen­
tare , tale fattore non poteva essere
quindi re sponsabile del differente
grado di attivazione dei MN .
Nello Studio A (polisulfone low­
flux) abbiamo documentato una dif­
ferente produzione di citochine, rila­
sciate da MN in coltura, tra F6 e F6­
HPS. Sia i livelli pre-HD che quelli
post-HD mostravano infatti una netta
riduzione del rilascio di IL-l B e
TNF-a quando si adoperava la mem­
brana "steam" . II fatto che tale anda­
mento non Fosse casuale era altresi
documentato dal rebound, anch 'esso
pre sente in tutti i pazienti, del rila­
scio di citochine nella fase A2, ovve­
ro dopo un mese dal ritorno alla
membrana ETO .
Nello Studio B (cuprophan) invece,
Ie differenze riscontrate erano di se­
gno opposto, ovvero il rilascio di ci­
tochine era maggiore quando si ado­
perava la membrana sterilizzata a va­
pore (Fig. 2). In entrambi i casi, Stu­
dio A e B, poiche tutti gli altri para­
metri della seduta emodialitica erano
lasciati inalterati, e poiche non si ri­
scontravano significat ivi episodi di
inquinamento del bagno dialisi, COSl
come documentato dal LAL-test, I'u­
nico fattore che poteva spiegare tale
diverso comportamento era la diffe­
rente sterilizzazione della membrana
emodialitica. Dei tre possibili fattori
scatenanti la produzione di citochine
nel cor so della seduta HD (16) erano
stati quindi esclu si sia la contamina­
zione batterica del dialisato sia una
differente attivazione complementa­
re ; pertanto l'unica differenza rima­
neva nel contatto diretto tra MN e
membrana. In accordo con Janh et al
(17) cia conferma che il diretto con­
tatto delle cellule con il biomateriale
estraneo sia sufficiente a fornire un



segnale per I' attivazione cellulare. II
nostro studio non consente di identi­
ficare il meccanismo responsabile di
tale differente comportamento. Pos­
siamo ipotizzare che la differen te ste­
rilizzazione sia in grado di modifi ca­
re la struttura chimica della membra­
na, ovvero la presenza 0 la densita di
cariche. Estato anche dimo strato che
alcune membrane hanno la capacita
di attivare direttamente un recettore
linfoc itar io ( 17), verosimi lmente
composto di carboidrati cos i come
altri recettori monocitari. Non si pub
escludere, pertanto , che la modi fica­
zione chimica della membrana possa
aver fatto perdere , 0 abb ia alt erato
tale capacita. In altemativa pub altre~
si ipoti zzarsi una azione diretta di
piccoli residui di ETO sui MN . Cio
che peraltro riteni amo di dover maz-

. . b
g lO ~ e n te s? ttolmeare ela specificita
dell mteraz ione agente sterilizzante­
membrana: non a caso riscontriamo
effetti oppos ti tra poli su lfon e low­
flux e cuprophan.
In conclus ione , risulta evidente dal
presente studio che la membrana in
polisulfone low-flux , se sterilizza ta a
vapore, pre sen ta una ridotta att iva­
zione dei MN per il rilascio di IL-l 13
e TNF a .
II cuprophan sembra invece avere un
comportam ento opposto . Avendo
escluso tutti gli altri fattori che pos­
sono teoricamente interferire su tale
rilascio, tale differenza va ascritta al­
~ a d.i fferente ste rilizzazione; si pu b
iponzzare 0 un residuo di ETO nelle
testate di poliuretano dei filtri ( 18)
oppure un effetto diretto del vapore
sulle cara tteristic he chimico-fis iche
della membrana. Risulta evidente che
all' industria si dovra richiedere di te­
stare di volta in volta anche Ie proce­
dure di steri lizzazio ne per qu anto
concem e il grado di attivazione mo­
nocitaria eventualmente indotta . I ri­
sultati degli studi presentati sotto li­
neano ancora una volta la comples­
sita delle interazioni dei biomateriali
con I' organismo e confermano la ne­
cess ita di valutare la biocornpatibilita
di un trattamento come l'effetto glo­
bale di una procedura.
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