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a plasmaferesi (PE) ¢ una

tecnica di circolazione ex-

tracorporea che consente di
rimuovere plasma dal sangue inte-
ro. Questa tecnica ha trovato, do-
po entusiasmi iniziali e successivi
ridimensionamenti, una sua collo-
cazione nella terapia di supporto e
sintomatica, raramente eziologica,
di malattie in cui € necessario ri-
durre la concentrazione del pool
circolante di una determinata so-
stanza non estraibile con altre me-
todiche. Le indicazioni alla pla-
smaferesi, per quanto numerose ed
estranee a questo particolare con-
testo, possono essere fondamental-
mente ricondotte al trattamento di
due grandi gruppi di malattie,
quelle immunologiche e quelle tos-
sico-metaboliche, da “tossici” sia
endogeni che esogeni.
Lo sviluppo di tecnologie atte ad
ottenere una separazione efficace
di plasma ha reso le procedure di
aferesi una pratica routinaria in
molti centri, con possibili persona-
lizzazioni delle sedute a seconda
delle malattie da trattare.
Gli aspetti tecnici di una plasmafe-
resi terapeutica possono essere ri-
condotti alla seguente suddivisio-
ne:

1) separazione del plasma dal san-
gue intero;

2) sostituzione del plasma rimos-
so e composizione delle soluzioni
di reinfusione;

3) frazionamento del plasma, o ri-
mozione selettiva dal plasma delle
sole sostanze anomale, tossiche o
in eccesso.

Separazione del plasma dal
sangue intero

Puo essere attuata mediante due
metodiche completamente diverse,
la centrifugazione e la separazione.
In entrambi i casi € necessario pre-
venire la coagulazione del circuito
extracorporeo mediante ’aggiunta
di anticoagulante: a meno di indi-

- cazioni specifiche, pud essere in-

differentemente utilizzato il citrato
che inibisce la coagulazione che-
lando gli ioni Ca**, o I’eparina
che agisce a piu livelli per inibizio-
ne dei fattori attivati della coagu-
lazione.

Centrifugazione

Dei metodi di separazione del san-
gue il primo, storicamente € quan-
titativamente, & la centrifugazione,
sinteticamente definita da un ricer-
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catore sovietico come “chirurgia
gravitazionale del sangue”, poiché
la separazione tra plasma ed ele-
menti figurati avviene in virta dei
diversi coefficienti di sedimenta-
zione. Le centrifughe, che hanno
trovato largo impiego clinico
quando ¢ stato messo a punto un
circuito con camera di separazione
rotante “disposable”, possono es-
sere a flusso discontinuo e a flusso
continuo, ¢ sono le piu diffuse,
specialmente nei Centri Trasfusio-
nali, poiché possono essere utiliz-
zate sia per la plasmaferesi tera-
peutica che per la citoaferesi, con
raccolte frazionate di globuli bian-
chi e/0 di piastrine.

Nei separatori a flusso disconti-
nuo o intermittente, un recipiente
di materiale plastico sterile e di-
sposable (“bowl” o campana), col-
legato al paziente con normali vie
ematiche, viene appoggiato su un
piatto rotante (Fig. 1). La bowl, di-
sponibile in misure di varia capa-
cita, ¢ a sua volta costituita da due
parti concentriche, una rotante ed
una fissa. Il sangue del paziente
spinto da una pompa peristaltica
entra dall’apice e fluisce verso il
basso, venendo spinto alla perife-
ria dalla forza centrifuga. La sepa-



razione delle fasi cellulare e pla-
smatica avviene in virtu della den-
sita dei singoli componenti. Gli e-
ritrociti, piu densi, si ritrovano al-
Pesterno della campana, mentre il
plasma, piu leggero, viene spinto
verso il centro, da cui tracima, ve-
nendo raccolto in una sacca attra-
verso una via non rotante. Piastri-
ne e globuli bianchi si ritrovano in
posizione intermedia tra eritrociti
¢ plasma, e con opportuni accorgi-
menti possono essere raccolti e
frazionati. L’apparecchiatura ¢ la
tecnica, di grande versatilita, con-
sentono di raccogliere plasma e di
reinfondere la fase corpuscolata
dopo averla diluita con appropria-
te soluzioni di reinfusione. La pro-
cedura tuttavia risulta lunga e ri-
petitiva, poiché va interrotta tutte
le volte che la bowl si € riempita di
globuli rossi concentrati che van-
no reinfusi al paziente: ogni sedu-
ta di aferesi € percid costituita da
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Fig. 1 - Separatore cellulare a flusso discontinuo. Schema della “bowl” appoggiata

sul piatto rotante della centrifuga.

un numero di cicli di riempimento
della bowl, che dipendono sia dal-
la capacita della bowl stessa, che
dal valore di ematocrito del pa-
ziente: il volume di sangue nel cir-
cuito extracorporeo & elevato, e
Ci0 spesso provoca ipotensioni sin-
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Fig. 2 - Separatore cellulare a flusso continuo. Schema della camera di separazione

{“cintura”).
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tomatiche.

Nei separatori centrifughi a flusso
continuo, la qualita e la velocita
della separazione sono migliorati
dal disegno dell’apparecchiatura,
che prevede l'uso, al posto della
bowl, di un canale di separazione
rotante a sezione circolare (“cintu-
ra”), inserito ad anello in un piatto
rotante, € collegato alle sue estre-
mitd con particolari giunti ad un
nucleo centrale, non rotante, con-
tenente dei tubi per I'ingresso di
sangue intero e per l'uscita di pla-
sma ¢ di cellule ematiche concen-
trate (Fig. 2). In questo caso, le fa-
si cellulare e plasmatica vengono
costantemente drenate dalla cintu-
ra ed avviate alla reinfusione al
paziente la prima, ed allo scarto la
seconda, mediante pompe peristal-
tiche a regolazione micrometrica,
per consentire anche separazioni
all’interfaccia plasma/cellule di
popolazioni cellulari distinte (lin-
fociti, piastrine).

La separazione del plasma me-
diante centrifughe risulta agevole
praticamente in tutti i casi, ed ha il
grosso vantaggio di essere utilizza-
bile anche con flussi di sangue mi-
nimi da accessi vascolari insuffi-
cienti. E pero necessaria una appa-
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Fig. 3 - Principio della plasmaseparazione su membrane. Fibra capillare in sezione longitudinale: il sangue intero fluisce longitu-
dinalmente all'interno della fibra, i componenti plasmatici attraversano i pori della parete in fuzione delle loro dimensioni

e del “cut-off” della membrana.

recchiatura (hardware) di relativa
complessita e 'inconveniente mag-
giore resta una non completa sepa-
razione plasma/cellule, con possi-
bili deplezioni cellulari, specie di
piastrine, per procedure ripetute e
ravvicinate.

Filtrazione

La plasmafiltrazione consente di
separare una certa quantita di pla-
sma dalla fase corpuscolata del
sangue mediante ’applicazione di
pressioni idrostatiche a membrane
semipermeabili con determinate
caratteristiche di porosita (Fig. 3).
Un plasma virtualmente acellulare
puo essere ottenuto, senza costoso
hardware, mediante separatori
plasmatici, nella classica configu-
razione di filtri a membrane o a fi-
bre capillari. La plasmafiltrazione,
che offre anche il vantaggio di un
ridotto volume ematico extracor-
poreo, ha tuttavia dei limiti opera-
tivi legati alle geometrie dei filtri
ed al rispetto di determinate con-

dizioni d’impiego. Per consentire
una efficace plasmaferesi & pertan-
to necessario approfondire: a) le
proprieta specifiche delle membra-
ne e dei moduli; b) le caratteristi-
che reologiche del sangue; c) le
condizioni operative.

a) Proprieta specifiche delle mem-
brane e geometrie dei moduli

Le dimensioni dei pori di una
membrana di plasmafiltrazione so-
no tali da consentire il passaggio
di molecole con p.m. fino a
2.000.000 daltons circa, proprieta
quindi di gran lunga superiori a
quelle della membrana basale del
glomerulo renale o delle membra-
ne semipermeabili abitualmente in
uso in emodialisi ed in emofiltra-
zione. Una membrana con porosi-
ta nominale di 0.2-0.6 um soddisfa
i criteri richiesti per una plasmafil-
trazione e cioé¢ in primo luogo di
garantire il passaggio di oltre 95%
delle proteine plasmatiche.

Le caratteristiche di filtrazione di
una membrana per un determinato
soluto sono determinate dal “sie-
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ving coefficient” cio¢ dal coeffi-
ciente di setacciamento per quel
soluto, definito come:

s = 2C/C, + C,

in cui C, e C, sono rispettivamente
le concentrazioni del soluto all’in-
gresso e all’uscita del filtro, e C; €
la concentrazione del soluto nel
filtrato. Nella pratica, s ¢ essen-
zialmente il rapporto tra C; e C,.
Per s=1 la membrana ¢ totalmen-
te permeabile, e per s =0 totalmen-
te impermeabile (Fig. 4).

In un sistema di plasmafiltrazione,
in cui il plasma attraversa la mem-
brana semipermeabile per filtra-
zione e non per ultrafiltrazione, il
rendimento ottimale sara legato al
mantenimento di una bassa pres-
sione di transmembrana (TMP): in
caso contrario si osservera una
progressiva riduzione tanto della
resa di plasma che dei suoi coeffi-
cienti di sieving, per formazione di
uno strato, alla superficie interna
della fibra, formato da elementi
cellulari ematici, in prevalenza
piastrine, e la comparsa di emolisi
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Fig. 4 - Proprieta fisiche di alcune membrane semipermeabili usate in emodialisi, e-
mofiltrazione e plasmaferesi. Per quest'ultima sono rappresentate le caratte-
ristiche delle membrane di separazione del plasma dalla fase cellulare del
sangue e di frazionamento del plasma stesso.

per trauma meccanico delle ema-
zie.

Durante la produzione di plasma-
filtrato, infatti, le cellule ematiche
tenderanno a seguire il flusso di
plasma verso I’esterno della mem-
brana, formando uno strato in ac-
cumulo. Questo fenomeno sara
controbilanciato dalle forze di tra-
scinamento sulle pareti del capilla-
re del plasma filtrato, e cio¢ dello
“shear rate”. Piu alto sara lo shear
rate e minore sara la formazione
dello strato che si oppone alla pla-
smafiltrazione. In pratica, l'au-
mento dello shear rate puo essere
ottenuto sia aumentando la veloci-
ta del flusso ematico che riducen-
do il raggio del capillare. Tuttavia,
sia ’aumento del flusso ematico
che la riduzione del calibro delle
fibre capillari hanno come inevita-
bile conseguenza I'incremento del-
la TMP, ¢ ne consegue un’aumen-
tata incidenza di emolisi, per trau-
ma meccanico delle emazie.

Quasi tutte le membrane di pla-
smafiltrazione sono oggi configu-
rate in filtri a fibre cave, ottenute
dalla lavorazione di numerosi ma-
teriali quali acetato di cellulosa,
polipropilene, polivinilalcool, po-
limetilmetacrilato, polisulfone,
ecc. La superficie di questi filtri,
che dipende dal numero di fibre
cave assemblate in un modulo, va-
riatrai0,2 e i 0,6 mq, con spessori
di fibra da 90 a 150-200 pum e dia-
metro interno tra 320 e 400 um. Le
condizioni ottimali di filtrazione si
hanno per TMP <50 mmHg.

Requisiti indispensabili per una
membrana di plasmafiltrazione so-
no l'idrofilia del materiale, la di-
mensione dei pori che consenta il
passaggio di macromolecole ma
non di cellule, la biocompatibilita
che garantisca ’'assenza di danno
ai componenti ematici e la resi-
stenza a diverse condizioni opera-
tive in modo da consentire una se-
parazione di plasma sufficiente-
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mente stabile per tutta la durata di
una seduta e la possibilita di im-
piego con un ampio range di flussi
ematici.

b) Proprieta del sangue

Il flusso massimale di plasma fil-
trato & correlato alla viscosita del
sangue intero. A sua volta questo
dipende dalla viscosita del plasma,
che puod aumentare anche enorme-
mente in presenza di paraproteine
e di crioglobuline, e dal valore di
ematocrito. Poiché la viscosita del
sangue aumenta marcatamente
quando D’ematocrito supera 60%,
la separazione del plasma sara ina-
deguata in presenza di emocon-
centrazione. Quest’ultima condi-
zione inoltre ¢ “fisiologicamente”
presente nella porzione terminale
della fibra capillare, e limita per-
cio I’efficacia della filtrazione.

¢) Condizioni operative

Per eseguire la plasmafiltrazione,
vi sono delle apparecchiature se-
miautomatiche con pompe peri-
staltiche che consentono la reinfu-
sione al paziente con volumi pari
o inferiori a quelli plasmatici ri-
mossi, a seconda delle necessita
cliniche. La velocita delle pompe
puo essere proporzionata in modo
da mantenere una TMP adeguata,
ed evitare pertanto i problemi di e-
molisi. La metodica tuttavia pud
essere agevolmente eseguita utiliz-
zando delle normali pompe per e-
modialisi. In questo caso, una
pompa viene utilizzata per il pre-
lievo di sangue in toto, che viene
avviato al filtro: mentre il plasma
separato viene raccolto per caduta
in un recipiente graduato, la solu-
zione di reinfusione viene spinta
nella quantita desiderata da una
seconda pompa peristaltica nel
pozzetto a valle del filtro, dove si
miscela alla fase cellulare, e ritor-
na al paziente. E anche possibile,
purché non venga creata una pres-



Fig. 5 - Schema di
plasmafiltrazione. Nel
disegno, le vie di pre-
lievo del filtrato e di
reinfusione del liquido
di sostituzione sono
montate sulla medesi-
ma pompa per garan-
tire uno scambio iso-
volemico.

MEMBRANA
DI PLASMA
SEPARAZIONE

sione negativa nel compartimento
plasmatico, inserire nella stessa
pompa sia la via del prelievo di
plasma che quella della reinfusio-
ne, in modo da mantenere un vo-
lume di scambio rigorosamente u-
guale (Fig. 5). Aggiungendo alle
vie di prelievo e di reinfusione al
paziente delle sacche che fungano
da serbatoi, 'uso di una doppia
pompa consente di superare il pro-
blema dell’accesso vascolare sin-
golo. Vantaggio certo della pla-
smafiltrazione ¢ rappresentato dal
ridotto volume di sangue nel cir-
cuito extracorporeo, dalla facilita
di impiego e dalla resa di plasma
senza cellule; il sistema ¢ perd pe-
nalizzato in caso di accesso vasco-
lare precario che rende la proce-
dura un poco piu faticosa, alla ri-
cerca di un equilibrio tra flussi e
TMP idonee.

Sostituzione del plasma ri-
mosso e composizione delle
soluzioni di reinfusione

Nella maggior parte delle indica-

zioni alla plasmaferesi, ’obiettivo
perseguito & la rimozione di un pa-
togeno immunologico, di una pro-
teina cioé che rappresenta meno
dell’1% del pool proteico circolan-
te. Le paraproteinemie rappresen-
tano P’eccezione, in cui le proteine
patogene possono costituire fino
al 25% del totale rimosso. Per eli-
minare percio una quantita mode-
sta 0 minima di agente patogeno,
si rende necessario scartare inutil-
mente una grande quantita di pro-
teine plasmatiche normali, che de-
vono essere rimpiazzate da un so-
stituto o da un derivato plasmati-
co. La reinfusione deve general-
mente essere isovolemica, cioé pa-
ri al volume di plasma scartato, e
nei casi in cui il flusso plasmatico
durante la procedura sia elevato,
diventa di particolare importanza
I'impiego di soluzioni di reinfusio-
ne il piu possibile “compatibili”.
Per quanto “fisiologica” sia la
composizione della soluzione di
reinfusione, saranno inevitabili
modificazioni elettrolitiche e de-
plezioni proteiche. I requisiti di
una reinfusione ideale dovrebbero
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essere i seguenti:

— distribuirsi adeguatamente nel
compartimento intravascolare ed
avere emivita sufficiente;

— non portare a deplezione pro-
teica;

— non essere tossica;

— essere facile da usare, pronta-
mente disponibile e mantenere un
efficace rapporto costo/beneficio.
La scelta della reinfusione dipen-
de inoltre dal tipo di malattia che
si intende trattare, dalla tolleranza
individuale, dalla frequenza e vo-
lume di scambio previsto ¢ dalla
valutazione del controllo volemi-
co. Vengono generalmente impie-
gate soluzioni di cristalloidi (non
proteici) e di colloidi. Le piu usate
sono:

1) Soluzioni elettrolitiche: soluzione
fisiologica, Ringer. Non hanno
proprieta oncotiche, e vengono ra-
pidamente eliminate dal circolo.
Sono spesso usate per diluire deri-
vati plasmatici e raramente sono
impiegate da sole.

2) Plasma expanders: destrani a
basso peso molecolare, gelatine, a-
mido idrossietilico. Producono
una pressione osmotica pari o su-
periore a quella del plasma; vanno
percid usati con cautela in caso di
insufficienza cardiopolmonare o
renale. Sono inoltre potenzialmen-
te immunogeni.

3) Frazioni proteiche purificate: al-
bumina, soluzioni di plasmaprotei-
ne purificate (PPF), immunoglo-
buline per uso endovenoso. La pri-
ma ¢ di gran lunga la piu usata, in
diluizioni che vanno dal 2,5 al 5%.
Per quanto rari, non sono da tra-
scurare gli effetti collaterali, per
possibili contaminanti (attivatori
della callicreina) presenti in trac-
ce, osservabili tuttavia alle dosi
impiegate durante una procedura
di PE, in cui oltre 80g di albumina
vengono somministrati in due-tre
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Fig. 6 - Schema illustrante il principio della filtrazione a cascata.

ore. 11 metodo di preparazione
commerciale dell’albumina annul-
la i rischi di trasmissione di virus.
Le soluzioni di PPF non vengono
praticamente piu impiegate, anche
a causa della elevata incidenza di
effetti collaterali precoci (da con-
taminanti) o tardivi (virus epatiti-
ci). L’'uso di immunogiobuline en-
dovena ha senso in PE solo in ca-
so di comprovata necessitd come
sostituzione specifica, non certo
per mantenere un equilibrio vole-
mico e oncotico.

4) Plasma fresco congelato (PFC). E
costituito da plasma intero ottenu-
to da un solo donatore e addizio-
nato di citrato come anticoagulan-
te (ACD). L’impiego di grandi
quantitd durante una PE richiede
necessariamente il rigoroso rispet-

to della compatibilita ABO per e-
vitare emolisi; la sua contamina-
zione con cellule spiega la possibi-
lita di alloimmunizzazione, parti-
colarmente per il sistema Rh. Con-
tiene tutti i fattori della coagula-
zione, compresi quelli labili, ma
anche i principali mediatori della
flogosi. Pud essere contaminato
dai virus epatitici, da CMV e da
HIV. 11 citrato, infuso durante la
procedura, riducendo i livelli sieri-
ci di calcio ionizzato, pud provo-
care delle ipocalcemie sintomati-
che.

Frazionamento del plasma

La difficolta ad avere una reinfu-
sione “ideale”, per tutti i motivi
precedentemente ricordati, e lo
sviluppo tecnologico hanno en-
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trambi portato ad utilizzare tecni-
che di modificazione del plasma,
con le quali il plasma stesso del
paziente, opportunamente trattato,
potesse essere riutilizzato nel pa-
ziente medesimo ¢ nel corso della
procedura.

Dopo la separazione del plasma, si
¢ quindi sviluppato il frazionamen-
to del plasma con tecniche di 1)
filtrazione a cascata e di 2) pla-
smaperfusione in vivo.

Filtrazione a cascata (CF)

Nella configurazione originale di
“doppia filtrazione”, due plasma-
filtri con differenti caratteristiche
di porositd vengono posti in serie
in un circuito extracorporeo (Fig.
6). Il primo filtro separa la fase
cellulare da quella plasmatica, e
quest’ultima viene avviata in un
secondo filtro (filtro secondario o
di frazionamento) dotato di pori di
dimensioni ridotte. Il plasma fil-
trato dal filtro di frazionamento,
ricco di elettroliti, sostanze di pic-
colo peso molecolare e di albumi-
na, viene reinfuso al paziente do-
po essere stato miscelato alla fase
cellulare ottenuto dal primo filtro,
mentre il plasma non filtrato, ricco
di macromolecole, (il “retentato”)
viene scartato dal circuito. La tec-
nica della filtrazione a cascata, che
puo essere altrettanto bene esegui-
ta utilizzando un separatore cellu-
lare centrifugo come primo ele-
mento del circuito extracorporeo,
¢ in grado percid di concentrare
sostanze di grosso peso molecola-
re e di scartarle dal plasma intero
in maniera discretamente selettiva.
I pori delle membrane di fraziona-
mento sono tali da consentire la
separazione di sostanze con pesi
molecolari superiori all’albumina,
come le IgM, gli immunocomples-
si e le grosse betalipoproteine, vet-
trici delle frazioni aterogene del



colesterolo.

Le caratteristiche delle membrane
e le geometrie dei filtri attualmen-
te disponibili costituiscono un im-
portante limite alla esecuzione di
procedure di rimozione altamente
selettiva, dato che il frazionamen-
to del plasma & basato sul cut-off
delle membrane ¢ quindi sulle loro
proprieta fisiche. Il frazionamento
del plasma, oltre che dalla porosi-
ta della membrana dipende anche
dalla temperatura, essendo piu ef-
ficace per temperature vicine a
quella del sangue. Vi sono tuttavia
delle macromolecole patogene, le
crioglobuline, che formano un gel
alle basse temperature € che pos-
sono percio venire rimosse effica-
cemente processando il plasma tra
i 4 e gli 8 °C mediante criofiltrazio-
ne.

La CF puo essere eseguita con di-

verse modalita operative, modifi- .

cando opportunamente il circuito
e/0 i flussi di frazionamento, allo
scopo di ottimizzarne la resa. Le
diverse velocita di flusso, infatti,
modificano la dinamica dei fluidi
da frazionare, condizionando di-
verse rese e grado di purezza delle
piccole molecole e dell’albumina
da reinfondere.

1) CF con ricircolo ed elevato flusso
di plasma (Fig. 7). Il plasma non
permeabile alla membrana secon-
daria (retentato) viene ricircolato
dopo essere stato miscelato al pla-
sma ottenuto dal moduio di sepa-
razione dal sangue intero: vengo-
no mantenuti in questo modo del-
le velocita di flusso 4-5 volte supe-
riori al flusso di plasma separato.
Si ottiene in pratica un disaccop-
piamento tra flussi di plasma sepa-
rato e frazionato, ottimizzando i
valori di shear rate, minimizzando
I’accumulo di proteine sulle pareti
interne delle fibre capillari: ne ri-
sulta un ridotto spessore della
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Fig. 7 - Schema di filtrazione a cascata con modalita operativa a ricircolo ed eleva-
to flusso di plasma (fresco+ retentato) nel circuito di frazionamento.
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Fig. 8 - Schema di filtrazione a cascata con modalita operativa a “dead-end” (via di
efflusso del filtro secondario chiusa) ed a “single-pass” (via di efflusso aper-
ta o semiaperta). Nella modalita a single-pass é indispensabile una soluzio-
ne di reinfusione esogena (E) (a destra nel disegno). 1l lavaggio del circuito
di frazionamento (“rigenerazione” del circuito) avviene sia per via antero-
grada (A) seguendo il flusso del plasma., che per via retrograda (R), dal com-
partimento plasmatico verso Uinterno delle fibre. Durante la rigenerazione,
la via di efflusso é aperta.
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membrana di frazionamento. Il ri-
circolo di plasma “fresco” e di re-
tentato porta ad un rapido aumen-
to di concentrazione proteica, da
una parte riducendo i volumi di
materiale scartato, ma dall’altra
penalizzando i coefficienti di sie-
ving, che variano continuamente
con le condizioni di flusso e la
composizione del plasma stesso.

2) CF a “dead-end”: in questa mo-
dalita operativa la via di efflusso
del retentato ¢ chiusa (Fig. 8). Il
flusso di plasma filtrato ¢ pari a
quello prodotto dal modulo di se-
parazione, in genere attorno ai
25-30 ml/min.

La resa di albumina e di piccole
molecole ¢ generalmente elevata,
ma strettamente dipendente dal
volume di plasma trattato. La
TMP tende ad elevarsi precoce-
mente, e quando la pressione di in-
gresso nel filtro supera i 300
mmHg, si rendono necessari dei
lavaggi del circuito di fraziona-
mento per liberare i pori della
membrana dagli aggregati proteici.
Questi lavaggi, generalmente con
soluzione fisiologica, possono es-
sere eseguiti sia per via anterogra-
da (A), seguendo la direzione del
flusso di plasma, che per via retro-
grada (R) dal compartimento del
plasma verso I'interno delle fibre.
In entrambi i casi la via di efflusso
del filtro va mantenuta tempora-
neamente aperta. Il retentato viene
in questo modo scartato, € puo es-
sere raccolto per dosare la quanti-
ta e la qualita di sostanze rimosse.
Resta indeterminabile, nella prati-
ca clinica, la quantizzazione della
quota proteica rimasta intrappola-
ta nella membrana.

3) CF a “single-pass”: il circuito e
le modalitd operative sono simili
alla precedente, ma la via di efflus-
so dal filtro secondario viene la-

sciata parzialmente o totalmente a-
perta, permettendo lo scarto di
una frazione costante di retentato
(Fig. 8). La resa ¢ la qualita di fil-
trato si mantengono costanti per
tutta la durata del trattamento, indi-
pendenti percio dal volume di pla-
sma trattato, a differenza della
modalita a dead-end, ma si rende
indispensabile reinfondere un sup-
plemento esogeno.

L’efficacia della procedura di CF,
oltre che con il calcolo dei coeffi-
cienti di sieving, puo essere valuta-
ta anche con il calcolo del “reco-
very” di una data sostanza, ossia
dalla quantita di soluto che si ri-
trova in circolo dopo la procedura.
Una CF sard tanto piu efficace
quanto maggiore sara il divario tra
recovery di albumina (elevato) e
quello di macromolecole (basso). I
migliori risultati si ottengono ge-
neralmente con procedure di CF a
dead-end, purché sia adeguata la
quantita di plasma frazionato rein-
fuso.

Per ottenere una procedura effica-
ce ed in tempo ragionevole, i filtri
secondari hanno in genere superfi-
ci comprese tra 1 e 1,5 m?; in que-
ste condizioni sono presumibili
flussi di plasma filtrato attorno ai
30 ml/min. Una riduzione di su-
perficie comporta un aumento del-
la TMP, come risultato dell’intrap-
polamento di proteine nella mem-
brana. In genere il volume di pla-
sma da trattare ¢ compreso tra i 2
e i 3 litri, considerando efficace il
trattamento di un volume plasma-
tico corporeo per procedura, pari
a circa 40-50 ml di plasma per kg
di peso.

Plasmaperfusione

La perfusione & una tecnica me-
diante la quale componenti pla-
smatici indesiderati (tossici, in ec-
cesso o anomali) vengono rimossi
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dal circolo attraverso sostanze ad-
sorbenti con le quali viene messo a
contatto il plasma.
L’adsorbimento puo essere di tipo
immunologico e/o di tipo seletti-
vo.

Per immunoadsorbimento si inten-
de, in presenza di anticorpi o di
antigeni da rimuovere, la perfusio-
ne di plasma in una colonna (bio-
reattore) contenente una fase soli-
da, a cui sono covalentemente le-
gati rispettivamente antigeni o an-
ticorpi specifici. La formazione di
un legame strettamente specifico
tra antigene ed anticorpo nel bio-
reattore in cui il ligando ¢ a sua
volta non staccabile dalla fase soli-
da su cui poggia, determina la ri-
duzione o la scomparsa anche con
un solo passaggio della sostanza
plasmatica indesiderata nel pla-
sma effluente, che cosi depurato
pud essere reinfuso al paziente,
L’adsorbimento selettivo consiste
invece nella rimozione di compo-
nenti plasmatici a mezzo di ligandi
diversi, che non interagiscono con
legami di tipo immunologico.

La tecnica di plasmaperfusione, in
un primo tempo attuata con biore-
attori contenenti microparticelle di
carbone attivato e percid altamen-
te aspecifica, si € progressivamen-
te perfezionata con la messa a
punto di ligandi specifici. Il limite
di questa tecnica & la saturazione
del bioreattore, giunti alla quale
non ¢ ulteriormente possibile ri-
muovere dal plasma la sostanza in-
desiderata. La saturazione della
colonna dipende naturalmente sia
dalla concentrazione plasmatica
della sostanza da trattare che dalla
capacita di legame e dal volume di
ligando utilizzato. Vi & perod la pos-
sibilitd di rigenerare la colonna,
“distaccando” con apposite solu-
zioni la sostanza adsorbita e scar-
tandola, riutilizzando percio teori-
camente all’infinito il medesimo
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C = COLONMNE ADSORBENTI
T = SOLUZIONE TAMPONE
R = SOLUZIONE DI RIGENERAZIONE

Fig. 9 - Schema di plasmaperfusione sia per immunoadsorbimento che per adsorbi-
mento selettivo con coppia di colonne adsorbenti in parallelo, delle quali al-
ternativamente una é perfusa con plasma e 'altra rigenerata con soluzioni
di rigenerazione (R) e soluzioni tampone (T).

bioreattore. Esistono oggi dei si-
stemi di plasmaperfusione che pre-
vedono I'impiego, con circolazio-
ne crociata, di due bioreattori in
parallelo: una serie di valvole, re-
golate da un microprocessore,
consente 'adsorbimento di plasma
su una colonna e la contempora-
nea rigenerazione della seconda,
in modo da trattare on-line quanti-
ta in teoria illimitate di plasma, su
colonne sempre avide di legame
(Fig. 9).

A titolo di esempio, si ricordano i

sistemi di plasmaperfusione su co-
lonne contenenti proteina A, per
I'immunoadsorbimento di 1gG, e
I’adsorbimento selettivo di LDL-
colesterolo su colonne di destrano
solfato (LDL-aferesi).

Nel primo caso, la proteina A, co-
stituente della parete cellulare di
alcuni ceppi di Staphilococcus au-
reus, & in grado di legare in manie-
ra altamente selettiva delle 1gG di
classe 1, 2 e 4 nonché immuno-
complessi contenenti [gG. La pro-
teina A ¢é stata pertanto estratta e
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purificata, o riprodotta con tecni-
che di ingegneria genetica, legata
covalentemente ad una matrice i-
nerte ed immobilizzata in una co-
lonna per procedure di immuno-
adsorbimento in vivo.

11 legame della proteina A agli an-
ticorpi ¢ in grado di attivare la via
classica del complemento, portan-
do a citolisi e generazione di anafi-
lotossine. E possibile prevenire
I’attivazione della cascata comple-
mentare utilizzando come anticoa-
gulante il citrato, per la sua capa-
cita di chelare Ca**+ ¢ Mg* ™.
Nella LDL-aferesi con destrano
solfato viene invece sfruttata la ca-
pacita di legarsi a sostanze polia-
nioniche delle lipoproteine a bassa
densita (LDL), vettrici della quota
maggiore di colesterolo aterogeno.
Vengono in questo modo rispar-
miate le quote di HDL-colestero-
lo, ad attivita antiaterogena. La
possibilitd di rigenerazione dei
bioreattori permette di rimuovere
grandi quantita di LDL mantenen-
do un piccolo volume extracorpo-
reo.

Le modalita operative di plasma-
perfusione sono simili a quelle
della filtrazione a cascata a “dead-
end”: il plasma ottenuto da un pri-
mo modulo di separazione viene
spinto con bassi flussi su una co-
lonna di adsorbimento. Il plasma
effluente, in questo caso non “fil-
trato” ma “adsorbito”, viene riuni-
to alla fase cellulare e reinfuso al
paziente.

A seconda del tipo di bioreattore
utilizzato esistono nei diversi mo-
nitors disponibili dei sistemi di
controllo che impediscono I'infu-
sione al paziente di liquidi diversi
dal plasma depurato, quali solu-
zioni di lavaggio o di rigenerazio-
ne.
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