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gni tecnica depurativa

extracorporea necessita

del contatto del sangue
del paziente con una complessa
struttura artificiale (il filtro e le li-
nee ematiche) al fine di effettuare,
secondo due principi fisici, la diffu-
sione e la convezione, ’allontana-
mento di metaboliti ritenuti a cau-
sa dell’insufficienza renale ed il re-
cupero di ioni e basi dal bagno di
dialisi. Tale contatto determina u-
na serie di complesse reazioni umo-
rali e cellulari definite globalmente
con il termine “biocompatibilita”.
In realta il termine biocompatibili-
ta € usato impropriamente in quan-
to cio che noi osserviamo sono le
reazioni determinate dalla non
completa inerzia del contatto tra
sangue e materiali di dialisi. Per-
tanto, in realtd, valutiamo la bioin-
compatibilita del sistema.
Quando caratterizziamo un filtro
dobbiamo tener conto di vari pa-
rametri: il disegno geometrico, il
volume che esso contiene, la quali-
ta del materiale di supporto, la na-
tura chimica della membrana che

lo costituisce, la superficie di que-
sta ed infine il metodo di sterilizza-
zione. Questi parametri interagi-
scono I’'uno I’altro nel determinare
le caratteristiche operative (la per-
formance) di tale filtro.

I parametri esaminati concorro-
no, inoltre, a indurre la qualita e
quantita delle reazioni da contat-
to con il sangue e quindi la bio-

compatibilita (Fig 1).

Oltre ai problemi inerenti al contat-
to tra sangue e filtro bisogna ricor-
dare che anche il bagno di dialisi
puo contribuire alle reazioni di bio-
compatibilita in quanto, pur non
contenendo batteri vitali, vi posso-
no essere presenti prodotti derivan-
tidalla lisi batterica e genericamen-
te denominati endotossine.

Biocompatibilita

Fig. 1 - I diversi aspetti della “ Biocompatibilita”.
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per cui si possono misurare le va-
riazioni della concentrazione del
complesso formato dalla alfa-1-E-
lastasi con 1 suoi inibitori (2), della
lactoferrina e della mieloperossida-
si. Inoltre la stimolazione diretta
dei neutrofili da parte delle mem-
brane o indiretta attraverso i fram-
menti del complemento attivato,

CELLULOSICHE SINTETICHE

Spessore in uM Spessore in pM

Cuprophan 7-12

Cuprophan ADF 8-20

Cellulosa rigenerata 8-13

Cellulosa rigenerata modif.26

Estere di cellulosa saponificata 18-30
Cellulosa acetato 15-16

Ethylene-Vinylalcool 32
Polymetylmetacrylato 25-40
Polycarbonato 20-60
Polyacrilonitrile 20-55
Polysulphone 40-70
Polyamide 50

Cellulosa triacetato 85

Le membrane di dialisi

Tutte le membrane impiegate per la
dialisi sono chimicamente costitui-
te da “polimeri”. Con tale termine
si intende una struttura chimica in
cui si trovano ripetute periodica-
mente certe sequenze caratteristi-
che. I polimeri possono esser “na-
turali”, quali la cellulosa ed i suoi
derivati, o prodotti per sintesi in-
dustriale (membrane polimeriche
sintetiche).

Queste ultime hanno grandi dif-
ferenze strutturali tra di loro e so-
no definite spesso “copolimeri”
(Tab. I).

Interazione tra i costituenti
ematici e membrane

All'interno del filtro tutti i costi-
tuenti del sangue vengono in con-
tatto con le membrane e cid innesca
una serie di reazioni a cascata. Di-
versi parametri ben definiti e carat-
terizzati possono essere attualmen-
te valutati al fine di studiare i feno-
meni che si svolgono a livello umo-
rale e cellulare. Tra i piu studiati
sono quelli a carico del sistema
complementare (1): all’esordio del-
la dialisi con membrane di cuprop-
han fu notata una importante ma
transitoria leucopenia attribuita
alla sequestrazione dei neutrofili

nel letto capillare polmonare. Tale
fenomeno € stato attribuito alla ag-
gregazione in ammassi dei neutro-
fili per la presenza sulla loro super-
ficie di recettori per frazioni del
complemento attivato per via alter-
na. Con le membrane sintetiche
questa leucopenia non si manifesta
€ si osserva un minore incremento
delle frazioni del complemento at-
tivato.

Accanto a questi eventi, sono ben
noti quelli legati alla attivazione
degli elementi figurati del sangue:
piastrine e neutrofili. Le piastrine
liberano il contenuto dei loro o gra-
nuli per cui si osserva un incremen-
to delle concentrazioni di beta-
tromboglobulina e Fattore Piastri-
nico 4.

I neutrofili liberano il loro conte-

induce la sintesi di Platelet Activa-
ting Factor (PAF). Il PAF possiede
molteplici funzioni biologiche im-
portanti nella modulazione della
risposta immunitaria e logistica.
Nella Tabella II sono riportati i
parametri di studio della biocom-
patibilita piu recenti ¢ diffusamen-
te impiegati.

I meccanismi microbici

La lisi batterica libera diversi com-
ponenti della parete cellulare quali
le endotossine, proteine (porine) e
proteoglicani. Le endotossine, con-
trariamente a quanto puo far pen-
sare la denominazione, sono conte-
nute nella membrana esterna dei
batteri Gram —. Esse possiedono
una complessa struttura chimica
che comprende un polisaccaride ed
una molecola lipidica, il lipide A.
Correntemente, le endotossine so-
no quindi denominate anche Lipo-

TAB. Il - PARAMETRI DI STUDIO DELLA BIOCOMPATIBILITA

Meccanismi biologici attivati dal contatto Sangue-Membrane

EFFETTO

Attivazione del Complemento

Attivazione della Coagulazione

Attivazione dei neutrofili

METODO DISTUDIO

Dosaggio Frazioni C3a-C5a DES
Dosaggio del Complesso C5b-C9

Dosaggio Fattore Hageman
Dosaggio Fattori Piastrinici:

- Beta-Tromboglobulina - BTB
- Fattore Piastrinico 4-FP4

Dosaggio Complesso Elastasi-

Inibitore o1-PI

Dosaggio Lattoferrina e Mieloperossidasi
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polisaccaride ed indicate con la si-
gla LPS.

Il LPS esercita importanti mecca-
nismi biologici quali I’attivazione
del complemento e del sistema del-
la coagulazione attraverso I’attiva-
zione del Fattore Hageman ed infi-
ne induce la produzione da parte
delle cellule endoteliali ed immuno-
competenti di varie citochine (Tab.
I1I).

Le citochine sono implicate nella
moltiplicazione clonale e nella dif-
ferenziazione delle cellule immuni-
tarie, nella regolazione dei processi
dell’infiammazione e dell’eritro-
poiesi. Da un punto di vista clinico
sono implicate nella patogenesi
della febbre, cefalea, ipercataboli-
smo e cachessia dei pazienti emo-
dializzati (Tab. IV).

Sterilizzazione

Tutti i componenti della dialisi che
giungono a contatto con il sangue
devono essere sterili. I metodi di
sterilizzazione attualmente dispo-
nibili sono diversi e la scelta dipen-
de dalle proprieta del materiale che
-deve essere sterilizzato.

La sterilizzazione a vapore d’ac-
qua, assai interessante ma di costo
elevato, ¢ attualmente impiegata
solo da alcuni fabbricanti.
L’impiego diraggi gamma, X o UV
¢ attualmente diffuso ma puo de-
terminare l’alterazione di alcune
proprieta chimiche delle membra-
ne: durante il processo di sterilizza-
zione si possono creare radicali
reattivi che potrebbero rimanere
intrappolati e giungere quindi in
contatto con il sangue.

L’agente sterilizzante piu diffusa-
mente impiegato attualmente &
I’Ossido di Etilene, un gas che per-
mea le strutture dei filtri e delle
linee della dialisi. Al momento del-
Pimpiego rimane disagevole il suo

TAB. III - INTERAZIONI ENDOTOSSINA-MACROFAGO

LPS MACROFAGO

Proteine Radicali Liberi Lipidi
TNF Ossigeno PGE,
IL-1 H,0, TXA,
IL-6 NO PAF

Conseguenze: febbre-ipotensione-CID-shock

TNF: Fattore di Necrosi Tumorale-IL-1: Interleukina 1-IL-6: Interleukina 6-PGE,:
Prostaglandine E,-TXA,: Tromboxano A,-PAF: fattore di attivazione piastrinica-NO:
Ossido Nitroso-CID: Coagulazione Intravascolare Disseminata

TAB. IV - PRINCIPALI CITOCHINE PROINFIAMMATORIE

Interieukine Origine Effetti
IL-1 Macrofagi Attivazione specifica
Linfociti Te B Proliferazione aspecifica
11-2 Linfociti T-Helper Proliferazione T linfociti
Produzione Linfokine
IL-5 Linfociti T-Helper Proliferazione B linfociti
Produzione IgA-IgE
IL-6 Macrofagi Fase Acuta della Flogosi
Fibroblasti Proliferazione B linfociti
Endotelio Produzione IgG
IL-8 Linfociti T Produzione Adesine
Monociti Chemiotassi
Endotelio Degranulazione Neutrofili
TNF Macrofagi
(Tumor Necrosis  Linfociti Attivazione Neutrofili
Factor) Produzione IL-1
Blocco Lipoproteinlipasi:
Cachessia
Proliferazione B e T Linfociti
Perforine Linfociti
Attivati Lisi cellulare .
Frammentazione DNA
IFN a-y Neutrofili Attivazione Macrofagi
Macrofagi Produzione IL-2
Endotelio Produzione TNF

Linfociti B-T

allontanamento completo in quan-
to sidiffonde nei materiali usati per
assemblare il filtro. E implicato
nella patogenesi di quel complesso
sintomatologico definito “reazione
da primo uso”. Il suo uso é destina-
to a scomparire per motivi “ecolo-
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gici” in quanto esso si disperde nel-
Patmosfera senza possibilita di
controllo.

Da quanto esposto si comprende
chiaramente come la biocompati-
bilita di ciascuna tecnica emodiali-
tica derivi dall’interazione di nu-



merosi fattori quali la composizio-
ne chimica della membrana, la su-
perficie di questa, il volume del fil-
tro, la metodica impiegata nella
sterilizzazione dei materiali e la
reattivita del soggetto.

Emodialisi convenzionale
(HD)

Distinguendo i fattori correlati alla
membrana da quelli correlati alla
tecnica tratteremo prima i proble-
mi connessi alla biocompatibilita
della membrana.

Abbiamo studiato in 15 pazienti
Pattivazione del complemento du-
rante la dialisi con filtro in cuprop-
han (CU), hemophan (HE), poli-
sulfone (PS), poliacrilonitrile (PAN),
polimetilmetacrilato  (PMMA),
sottoponendoli alternativamente
alle varie membrane.

Nella Figura 1 sono riportate le
concentrazioni di C3a e C5a dopo
20 minuti dall’inizio della dialisi.
L’aumento delle due anafilotossine
appare significativamente maggio-
re con il cuprophan rispetto all’he-
mophan, PMMA, PS e PAN in or-
dine decrescente. L’analisi dei dati
deve tenener conto, inoltre, della
superficie della membrana impie-
gata e dell’effetto dell’emoconcen-
trazione. Nella Tabella V sono ri-
portati gli incrementi percentuali
del C3a e del C5a dopo 20 minuti
dall’inizio della dialisi corretti per
questi due fattori.

L’attivazione dei neutrofili, valuta-
ta mediante la misura dell’incre-
mento della concentrazione del
complesso di a -1-Elastasi Inibito-
ri, ha confermato la ben nota mino-
re biocompatibilita di cuprophan
ed hemofan rispetto alle membrane
sintetiche. L’analisi dei dati € ripor-
tata nella Tabella VI

Abbiamo studiato anche Pattiva-
zione delle piastrine misurando

TAB. V- A % DI C3a E C5a CORRETTA PER SUPERFICIE ED

EMOCONCENTRAZIONE
CU HE PMMA PS PAN
C3a
Hc% 850 400 250 100 120
1 mq 850 350 150 110 90
C5a
Hc% 700 450 300 150 200
1 mq 700 380 200 180 160
TAB. VI - GENERAZIONE DEL COMPLESSO a-1-ELASTASI-
INIBITORI (a-1-E-PI)
CU HE PMMA PS PAN
a-1-E-PI meg/L
Basale 41 76 42 36 22
60 min 233 218 93 67 45

TAB. VII - VARIAZIONE DELLA B2-m E QUANTITA MISURATA NEL

DIALISATO
CU HE PMMA PS PAN
B2-m mg/L
Basale 42 48 29 40 36
FD 67 65 18 18 21
FDcorr. 56 55 15 15 18
Dialisato 7 12 4 144 24

mg/ trattamento

FD: Fine dialisi - FDcorr: Valori di fine dialisi corretti per 'emoconcentrazione

I'incremento della concentrazione
di B-tromboglobulina. Si osserva-
no modesti incrementi con il cu-
prophan e con il PMMA; le altre
membrane non determinano signi-
ficative variazioni di tale parame-
tro.

Considerando ora la tecnica nel
suo complesso, valutiamo gli a-
spetti relativi alla generazione e ri-
mozione della B2-microglobulina
(B2-m). La B2-m € un polipeptide
del peso molecolare di 11.800 D che
costituisce la catena leggera degli
antigeni di istocompatibilita di
Classe 1. Tale peptide si trova depo-
sitato negli ammassi di sostanza a-
miloide presenti nell’osso e nelle
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articolazioni dei pazienti cronica-
mente dializzati.

L’emodialisi, tecnica prevalente-
mente diffusiva per quanto riguar-
da la depurazione del sangue, ¢ si-
curamente meno efficace delle tec-
niche in cui prevale o é esclusiva la
convezione.

Accanto alle capacita depurative
bisogna considerare anche la possi-
bile generazione intradialitica di
B2-m, indotta dalla stimolazione
del sistema immunitario e quindi
espressione della biocompatibilita
in generale. Nella Tabella VII sono
riportati i risultati relativi alle va-
riazioni della concentrazione di
B2-m durante il trattamento diali-



TAB. VIII - ATTIVAZIONE DEL COMPLEMENTO E DEI

NEUTROFILI IN HF
Basale 20min Art. 20min Vena UF
C3a ng/ml 247 323 1315 225
C5a ng/ml 21 27 39 22
Basale 60 min
a-1E-PI 12 60

mcg/L

20min Art-20min Vena :valori misurati all’ingresso ed all’uscita del filtro dopo 20 min
dall’inizio dell’emofiltrazione-UF: valori misurati contemporaneamente nell’ultrafiltra-
to. Si noti come I’alta permeabilita della membrana permetta un elevato trasporto delle

anafilotossine

tico accanto alla quantita misurata
nel volume totale di dialisato rac-
colto. I valori a fine dialisi sono
stati inoltre corretti per ’emocon-
centrazione con la formula propo-
sta da Bergstrom (3).

Secondo i nostri dati, le membrane
cellulosiche inducono un modesto
ma significativo aumento della
concentrazione di B2-m durante la
dialisi, pur tenendo conto della e-
moconcentrazione, accanto ad una
irrilevante rimozione. Al contra-
rio, le membrane sintetiche garan-
tiscono un’ottima rimozione anche
se non € possibile affermare quale
siailloro ruolo nell’attivazione del-
la produzione intradialitica. Il
PMMA ed il PAN adsorbono
grandi quantita di B2-m per cui pur
essendo esigue le quantita repertate
nel dialisato, la concentrazione du-
rante la dialisi si riduce significati-
vamente.

Emofiltrazione -HF

Questa tecnica depurativa sfrutta
esclusivamente la convezione al fi-
ne della rimozione di soluti. Le
membrane impiegate (quali la po-
liamide-PA) devono possedere
particolari doti di permeabilita e
quindi permettono il passaggio di
molecole di dimensioni relativa-

mente grandi, incluse la B2-m e le
anafilotossine. Questo, unitamente
alla scarsa attivazione del comple-
mento per la buona biocompatibi-
lita della PA ed alla totale sterilita
del reinfusato, impone questa me-
todica come altamente biocompa-
tibile. Nella Tabella VIII sono ri-
portati i dati dell’attivazione del
complemento e dei neutrofili e nel-
la Tabella IX i dati relativi alla ri-
mozione della B2-m in 17 pazienti
trattati cronicamente con HF.

Emodiafiltrazione-HDF

L’emodiafiltrazione associa alla
diffusione piu o meno elevati flussi
convettivi, impiegando membrane
sintetiche di diversa superficie ma

comunque di elevata permeabilita.
Tali membrane hanno la medesima
natura chimica di quelle usate in
emodialisi per cui, per quanto ri-
guarda la loro biocompatibilita, si
rimanda a quanto sopra esposto a
proposito dell’emodialisi.

La tecnica in sé, al contrario, meri-
ta di esser discussa a parte. Infatti
la presenza della membrana ad alta
permeabilita, pur consentendo una
elevata rimozione di soluti, nel con-
tempo puo determinare un passag-
gio retrogrado (back filtration) (4)
dal bagno di dialisi al sangue. Il
bagno di dialisi, pur essendo sterile,
nel senso che non contiene batteri
vitali, puo contenere loro prodotti
di lisi (endotossina) e determinare
Iattivazione dei sistemi biologici
precedentemente illustrati.

Paired Filtration Dialysis
(PFD)

E una tecnica di piu recente intro-
duzione (5) nella quale la convezio-
ne e la diffusione vengono effettua-
te contemporaneamente ma sepa-
ratamente nelle due camere del fil-
tro. Tale metodica consente una
discreta clearance convettiva, eli-
mina l'interferenza prodotta dalla
contemporanea convezione e diffu-
sione ma sopratutto annulla il ri-

TAB. IX - ATTIVAZIONE DEL COMPLEMENTO E DEI NEUTROFILI

IN PFD
Basale 20 min Art. 20 min Vena
C3a ng/ml 482 1455 1905
C5a 60 125 163
Basale 60 min
a-1E-PI 26 71

mcg/L

20min Art-20min Vena: valori misurati all’ingresso ed all’uscita del filtro dopo 20 min

dall’inizio del trattamento
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TAB. X - RIMOZIONE DELLA B2-m IN PFD

Basale 60min

120min FD UF

B2-m 33 28
mg/L

23 19 108

60min, 120min, FD: valori misurati dopo 60-120 minuti di dialisi ed al termine della stessa,
corretti per I'emoconcentrazione — UF: quantita assoluta misurata nell’ultrafiltrato

schio di back filtration.

Sono stati studiati 25 pazienti trat-
tati con PFD per un anno con un
filtro costituito da una camera in
hemophan (componente diffusiva)
ed una camera in polisulfone (com-
ponente convettiva); abbiamo va-
lutato l’attivazione del comple-
mento, la liberazione di o -1-
EPI e la rimozione di B2-m con tale
tecnica. I dati riportati nelle Tabel-
le IX e X dimostrano una modesta
attivazione del complemento e dei
neutrofili accanto ad una buona
rimozione della B2-m. E interes-
sante notare come la PFD, pur im-
piegando una membrana cellulosi-
ca, dimostri una biocompatibilita
sovrapponibile completamente a
quella delle tecniche che utilizzano
membrane sintetiche.

CONCLUSIONI

In conclusione, 'emofiltrazione

appare la tecnica dialitica piu bio-
compatibile; I'emodialisi conven-
zionale, quando le membrane usate
non sono ad alta permeabilita, (e
quindi non vi ¢ la possibilita di
back filtration) appare anch’essa
relativamente biocompatibile (ma
insufficiente per quanto riguarda la
rimozione di B2-m); ’emodiafiltra-
zione, infine, appare la tecnica piu
arischio per quanto riguarda Iatti-
vazione dei sistemi biologici di ri-
sposta flogistica, anche se la rimo-
zione di B2-m appare elevata, insie-
me ad una scarsa generazione di
anafilotossine ed una abbondante
rimozione di queste per adsorbi-
mento sulla membrana stessa (a se-
conda della sua natura chimica) o
per convezione. La PFD si propo-
ne, infine, come una valida evolu-
zione del concetto di emodiafiltra-
zione.
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