Anatomia della membrana

1 peritoneo, del tutto simile

nell’animale da esperimento

che nell’'uomo, appare costi-
tuito al microscopio ottico da uno
strato monocellulare di mesotelio
appoggiato su una membrana ba-
sale continua sovrastante un tessu-
to connettivale costituito da fibre
collagene disposte a strati ed inol-
tre da fibroblasti, macrofagi, adi-
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pociti ¢ mastociti ed irrorato da
vasi sanguigni e linfatici (Fig. 1).

La cellula mesoteliale € di morfolo-
gia regolare e misura al microsco-
pio ottico dai 20 ai 35 ed appare di
configurazione tendenzialmente
poligonale e forma uno strato con-
tinuo con le cellule adiacenti. Il
nucleo, ovale ¢ posto al centro della
cellula, ma talvolta puo essere pro-

Fig. 1 - Rappresen-
tazione schematica
della  membrana
peritoneale.

cellule piatte.

minente verso il versante libero e
contiene nucleoli ben evidenti
(Fig. 2).

Gli organi citoplasmatici sono ab-
bastanza sviluppati, ma € necessa-
rio sottolineare che ricordano quel-
li di una comune cellula di rivesti-
mento allorché si osserva un peri-
toneo di animale od umano in con-
dizioni di normalita.

Fig. 2 - Le cellule mesoteliali in condizioni di normalita sono




Le cellule mesoteliali poggiano su
una membrana basale unica e con-
tinua al di sotto della quale il tessu-
to connettivo ¢ caratterizzato dalla
presenza di una scarsa popolazione
cellulare immersa in una matrice
formata da fibre e da un gel conte-
nente macromolecole (13). Sono
presenti adipociti (molto numerosi
nel peritoneo mesenterico), fibro-
blasti, mastociti, macrofagi ed oc-
casionalmente monociti (7) (Fig.
1).

Nel connettivo sono presenti a li-
vello superficiale grossi vasi linfati-
ci e piu in profondita vasi ematici
(questi ultimi almeno a 100 p dalla
membrana basale mesoteliale) (7,
28). I microvasi ematici piu rappre-
sentati sono i capillari sanguiferi e
le venule postcapillari.

I linfatici attraggono maggiormen-
te I'attenzione per la vasta area che
ricoprono (6, 7).

Sono in genere molto grandi (Fig.
4) (fino ad oltre 20 p), e spesso
danno origine a delle lacune linfati-
che la cui grandezza arriva fino a 3-
Fig. 3 - Microvilli mesoteliali peritoneali alla microscopia ottica elettronica a 6 mm (26), ma presentano un endo-
trasmissione. telio decisamente fine ed una mem-

Oltre ad organi citoplasmatici la
cellula mesoteliale € caratterizzata
dalla presenza di vescicole, micro-
villi e di caratteristiche giunzioni
intercellulari.

I microvilli delle cellule mesoteliali
sono presenti in tutto il peritoneo,
anche se sono state descritte (1) si-
gnificative differenze nella loro
densita in corrispondenza dei vari
organi addominali. Ad esempio a
livello del peritoneo vescicale vi so-
no circa 230 microvilli/mm?2, men-
tre circa il doppio si osservano nel
peritoneo che ricopre lo stomaco
ed ancora piu numerosi a livello
della milza (2,).

Il microvillo € privo di particolari

strutture interne e tende a ramifi-  Fig, 4 - Linfatico peritoneale alla microscopia ottica con soprastante mesotelio
carsi (Fig. 3). piatto di rivestimento.
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Fig. 5 - Vescicole mesoteliali alla microscopia a trasmissione.

brana basale molto discontinua.

Il numero relativamente grande di
vasi linfatici, I'ampio calibro, I’as-
senza di giunzioni di tipo occluden-
te e la discontinuita della membra-
na basale permettono a questi vasi
di svolgere un lavoro di scambio di
varie sostanze a livello peritoneale
ed ¢ probabile anche un loro ruolo
nel trasporto durante la dialisi peri-
toneale (7).

Nel citoplasma deil’endotelio dei
vasi sanguigni ¢ linfatici sono pre-
senti numerose vescicole simili a
quelle presenti nel mesotelio occu-
pando circa il 7% del volume cellu-
lare (Fig. 5).

L’area della superficie peritoneale
nell’uomo adulto é stata considera-

ta per lungo tempo variante tra 1.7
¢ 2.0 m.2 e nel tempo sono state
proposte varie formule di calcoloin
base al peso corporeo, alla superfi-
cie corporea, alla distanza sterno
pube ecc) (15).

Del tutto recentemente perd sono
stati effettuati studi nell’animale,
nell’'uomo e nel bambino (14, 25)
che rimettono in discussione questi
dati che sembravano ormai assoda-
ti. Infatti le aree peritoneali sono
state misurate autopticamente su
visceri distesi sia degli animali che
dell’uomo e sono stati trovati valo-
ri sensibilmente differenti. Ad e-
sempio nel ratto la superficie media
riscontrata ¢ stata in media di 595
cm? e nell’uomo di 7792 mentre nel
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bambino sembra maggiore.

Nel coniglio possiamo stimarla di
circa 820 cm?2. Questi dati, specie
per quanto riguarda 'vomo, sono
decisamente inferiori a quelli rite-
nuti corretti fino ad oggi, mentre
sono superiori negli animali da la-
boratorio, e quindi I’area della su-
perficie peritoneale non € correla-
bile con la superficie corporea, con
il peso corporeo o la distanza tra lo
xifoide e la sinfisi pubica (Fig. 6).
Con lo studio delle colture di cellu-
le mesoteliali abbiamo potuto os-
servare che, allorché a confluenza,
conservano in vitro le stesse dimen-
sioni e morfologia che in vivo.

In fiasche di 75 cm? abbiamo
7.500.000 di cellule mesoteliali a
confluenza e quindi possiamo an-
che calcolare con una discreta ap-
prossimazione il numero di cellule
mesoteliali che ricoprono l'intero
peritoneo negli animali € nell’'uo-
mo.

Modificazioni istologiche in
corso di dialisi peritoneale

Durante la dialisi peritoneale in pa-
zienti che mostravano un peritoneo
integro al momento del posiziona-
mento del catetere peritoneale, si
possono osservare varie alterazioni
che si evidenziano man mano, in
rapporto al tempo di dialisi ed al
numero degli episodi di peritonite
sofferti. Le prime alterazioni sono
la scomparsa dei microvilli, ’aper-
tura delle giunzioni cellulari (Fig.
7) e la formazione di una intensa
vacuolizzazione alla base delle cel-
lule mesoteliali (Fig. 8) (5, 8-12).

Si puo affermare che il mesotelio
peritoneale subisce durante la dia-
lisi peritoneale un danno continuo.
Infatti ¢ ben dimostrabile anche
morfologicamente (Fig. 9) un esa-
gerato tournover, con un continuo
lavoro di rigenerazione (Fig. 10)
delle cellule mesoteliali danneggia-



MISURA DELLA SUPERFICIE PERITONEALE

550 cm?
(55 milioni di cellule)

820 cm?
(82 milioni di cellule)

Fig. 8 - Vacuolizzazione intensa alla base cellulare mesotelia-
le durante la dialisi peritoneale.

8000 cm?
(800 milioni di cellule)

75 cm?
(100000 cellule /cm2=
7,5 milioni di cellule)

Fig. 9 - Tournover di cellule mesoteliali durante la dialisi
peritoneale.

Fig. 6 - Misura della superficie peritoneale secondo recenti
acquisizioni.

Fig. 7 - Il peritoneo durante la dialisi peritoneale. Alterazioni Fig. 10 - Lavoro di rigenerazione mesoteliale peritoneale
precoci. durante la dialisi peritoneale.
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te dalle soluzioni di dialisi commer-
ciali (15, 23). Nello stesso mesotelio
¢ osservabile fin da pochi giorni di
dialisi una intensa attivita degli or-
gani citoplasmatici che appaiono
estremamente sviluppati tali da
rendere irriconoscibili tali celiule
rispetto a quelle osservate prima
della dialisi peritoneale (Fig. 11).

Le modificazioni patologiche os-
servabili sono progressive e parto-

Fig. 11 - Cellula
mesoteliale duran-
tela CAPD. Non ¢
piu una cellula di
rivestimento, ma
una cellula secreti-
va.

no da una graduale riduzione fino
alla completa scomparsa dei mi-
crovilli (Fig. 7), seguita dall’aper-
tura delle giunzioni cellulari (5, 18,
19, 28). La membrana basale meso-
teliale dopo alcuni mesi di CAPD
mostra evidenti segni di replicazio-
ne (Fig. 12) (20, 43). A nostro avvi-
S0 questo € un segno molto impor-
tante di danno iatrogeno provoca-
to dal glucosio delle soluzioni di

dialisi.

La replicazione della membrana
basale dei capillari peritoneali, pre-
sente durante la dialisi peritoneale
(Fig. 13) é stata osservata, oltre che
nel diabete, in varie patologie ed
anche nell’uremia (12, 17, 21), ma
non esistono in letteratura, per
quanto ne sappiamo, segnalazioni
inerenti la replicazione della mem-
brana basale mesoteliale. Una spie-
gazione plausibile ci sembra quella
che il glucosio delle soluzioni agi-
sca quale stimolo, nella stessa ma-
niera di come agisce in generale nei
vasi del paziente diabetico. Nel pa-
ziente diabetico dopo alcuni anni di
CAPD ¢ osservabile una presenza
elevata di ispessimenti di membra-
ne basali dei capillari (Fig. 14). Du-
rante la peritonite i danni piu visto-
si sono evidenti a livello mesotelia-
le. La SEM mostra drammatica-
mente il distacco a lembi del meso-
telio lasciando a nudo il sottostante
connettivo (9, 10, 12).

Abbiamo osservato a proposito i
quadri piu vari: distacco della cel-
lula mesoteliale che lascia in situ la
membrana di base (Fig. 15), distac-
co anche di questa ultima con parte
di connettivo (Fig. 16), messa a nu-
do di tutto il connettivo (Fig. 17)

Fig. 12 - Replicazione della membrana basale mesoteliale

durante la CAPD.

Fig. 13 - Replicazione della membrana basale capillare duran-
tela CAPD.
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Fig. 14 - Ispessimento della membrana basale capillare durante la CAPD in un

paziente diabetico.

(Fig. 13).

Se la necrosi del tessuto mesoteliale
é I’evidenza piu eclatante, non me-
no appariscenti sono tutte le altre
manifestazioni dell’inflammazione
(edema del connettivo, infiltrazio-
ne cellulare dello stesso, evidente
mobilitazione della serie bianca a
livello vascolare ematico e linfati-
co).

Dopo 1-4 mesi dall’episodio peri-
tonitico possono ancora 0Sservarsi
danni anatomici: infatti a tratti il
mesotelio € assente e sostituito da
tessuto fibroso, mentre in alcuni
punti il peritoneo ¢ mal valutabile
perché coperto da fibrina.

Quadri di fibrosi peritoneale (o
sclerosi peritoneale) sono osserva-
bili con frequenza dopo alcuni anni

Fig. 15 - Peritonite in CAPD. Distacco del mesotelio.

di Dialisi Peritoneale e la loro e-
stensione e gravita ¢ sicuramente in
rapporto al numero degli episodi di
peritonite sofferti (Fig. 18).

E necessario tuttavia distinguere la
fibrosi peritoneale dalla peritonite
sclerosante (3, 16), che € un quadro
drammatico di proliferazione fi-
brotica villosa del peritoneo.

La coltura della cellula
mesoteliale

La scoperta del potere secernente i
fosfolipidi da parte della cellula
mesoteliale (12), ha evidenziato la
necessita di meglio comprendere la
fisiologia del mesotelio: la via piu
semplice ci sembra quella intrapre-
sa da Alcuni (27) nello studio degli
altri mesoteli che si avvale della
coltura delle cellule mesoteliali in
vitro.

Per il prelievo di cellule mesoteliali
peritoneali si possono utilizzare
due tecniche originali descritte dal
nostro gruppo: la prima puo essere
applicata durante I'inserzione del
catetere permanente di TenckhofT:
all’animale anestetizzato, dopo a-
ver effettuato una piccola laparo-
tomia mediana (10 mm) con una
pinza anatomica si tira fuori dal-
I’'addome un po’ di omento (2-3
cm) e dopo aver legato con un dop-
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Fig. 16 - Peritonite durante la CAPD. Distacco del mesotelio
e della membrana basale.




Fig. 17 - Peritonite durante la CAPD.

sottomesoteliale.

CO d trasmissione.

Fig. 18 - Sclerosi

peritoneale  dopo
alcuni  anni di
CAPD.

pio laccio I’estremita distale si reci-
de ’omento all’altezza delle due le-
gature.

L’omento cosi recuperato si im-
merge immediatamente in soluzio-
ne di tripsina tamponata all’l1%
per la durata di 10-12 m’.

La seconda tecnica puo essere ap-
plicata ad animali che hanno gia un
catetere peritoneale posizionato in-
troducendo in cavita una soluzione
allo 0.1% di tripsina tamponata

per circa 15 m’. Ambedue queste
tecniche originali non provocano
danniall’animale ed anche la tripsi-
na a queste concentrazioni non ha
effetti sistemici.

Nell'uomo ¢ utilizzabile logica-
mente solo la prima tecnica duran-
te I'inserzione o la rimozione di un
catetere peritoneale per via chirur-
gica.

Le cellule mesoteliali crescono be-
ne in terreni comuni € possono es-
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Fig. 19 - Cellula mesoteliale in coltura al microscopio cletironi-

sere riseminate fino ad 8 passaggi,
dopodiché le cellule perdono la lo-
ro capacita riproduttiva, e dopo
Pottavo passaggio si sono notate
anche alterazioni cromosomiche.
Si puo procedere naturalmente al
congelamento delle cellule mesote-
liali coltivate.

La caratterizzazione delle cellule
mesoteliali che viene fatta ordina-
riamente con la fluocitometria, con
la valutazione morfologica, con la
valutazione biochimica (studio del
citoscheletro proteico, comprensi-
vo del Fattore VIII come antigene),
del contenuto lipidico cellulare,
della produzione prostaglandinica
e di fosfolipidi permette di per sé
gia di introdurre il capitolo della
fisiologia dei mesoteli umani.

Le cellule mesoteliali in coltura ap-
paiono alla microscopia prima di
giungere a confluenza di aspetto
simil-fibroblastico, per poi, una
volta raggiunta la confluenza (Fig.
19), assumere un aspetto del tutto
simile alle cellule mesoteliali piu
volte descritte in vivo durante la
dialisi peritoneale (4) e nel liquido
di dialisi di deflusso: hanno infatti
un citoplasma ricchissimo di orga-
ni citoplasmatici e la superficie ri-
coperta di microvilli.
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