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INT. ESTANCIA ILUMINADA CON VELAS

PEDRO y Don MIGUEL DE CERVANTES, ambos con atuendo del siglo XVI, se hallan debatiendo en el

escritorio del primero, que toma notas a pluma en un grueso volumen.

CERVANTES

PEDRO
CERVANTES (excitado)

PEDRO
CERVANTES
PEDRO
CERVANTES
PEDRO

CERVANTES

PEDRO
CERVANTES

PEDRO

CERVANTES (exagerando el tamafo)

PEDRO

CERVANTES (exagerando el tamafio ain mads)
PEDRO (resignado)

De todos modos, Maese Pedro, una cosa importante.
Maese Pedro, una cosa importante.

(Eh?

Yo lo que quiero escribir, de verdad, de verdad, de
verdad es... jUn tocho!

Un tocho...

iUn tocho!

...y de humor!

iDe humor!

Un libro, tocho, de humor.

Ahf esta. Si sefior, si sefor.

Ahf esta.

Ahi, ahi nos lo vamos a llevar.

Un tocho de humor. Porque la gente ya estd harta
de desgracias...

...un tocho.

...y de la Armada Invencible... no...

iQuiere reirse!

... reirse. (gesticulando con las manos)

Asi. ;jCémo de grande?

jAsi!

jAsi!

jASI!

Bueno, usted es el autor...

Faemino y Cansado

Fragmento del ”sketch”Miguel de Cervantes
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1. Introduccion

1.1. El rinon

Los rinones son érganos pertenecientes al sistema excretor ubicados en la regién lumbar, a
ambos lados de la columna vertebral y siendo su tamano medio de unos 12 cm de longitud,
5 de anchura y unos 2.5 de grosor, con una marcada depresion en la zona media denomi-
nada hilio, otorgandole asi una caracteristica forma de judia y color pardo. Una primera
observacién de la seccién del rinén (Figura 1.1 A.) revela una estructura muy singular con
una clara separacién entre una zona mas externa o corteza y una mas interna o médula.
En esta region més interna se distinguen una formaciones de aspecto cénico, las pirdmides
renales, encontrandose entre 12 y 18 en un rinén humano y separadas entre ellas por las

columnas renales o columnas de Bertin.

La unidad funcional béasica que conforma el rinén es la nefrona (Figura 1.1 B.), cuyo
numero se estima entre 1.5 y 2 millones para un sujeto adulto (1), y se compone por del
glomérulo, la capsula de Bowman, el tibulo proximal, el asa de Henle, el tiibulo distal y el
tubo colector. Si bien los glomérulos se ubican en la corteza, dependiendo de la longitud
y profundidad de inserciéon del asa de Henle en la médula, se distinguen entre nefronas

corticales y yuxtamedulares (2).

El proceso de depuracion de la sangre y la formacién de orina se inicia en el corpisculo glo-
merular (Figura 1.1 C.). Aqui, la sangre cargada de productos de deshecho procedentes de
procesos metabdlicos accede a través de la arterial renal donde las diversas ramificaciones
derivan en la arteriola aferente y la subsiguiente formacién de un ovillo o madeja (gloméru-
lo), donde las fuerzas de Starling causan el ultrafiltrado de plasma hacia una estructura en
forma de copa (capsula de Bowman) a través de la barrera de filtracién glomerular. Esta
barrera es una compleja estructura compuesta por el endotelio glomerular y sus aberturas
o fenestraciones de entre 40 y 100 nm, la membrana basal glomerular (con un grosor de
entre 0.24-0.34 um y compuesta principalmente de coldgeno) y los podocitos, cuyas rami-
ficaciones (o pedicelos) crean aperturas porosas que alcanzan un valor minimo de 2 a 4

nm, permitiendo la filtracién selectiva de moléculas de tamano inferior a la albimina (3-5).

A continuacién, este plasma filtrado es conducido hacia el del tiibulo contorneado proximal,

una tortuosa secciéon de unos 14 mm de longitud y envuelto por los capilares peritubulares
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(que provienen de la arteriola eferente glomerular) permitiendo la reabsorcién, hacia el
torrente sanguineo, de agua, cloruro y sodio asi como bicarbonato, aziicares y aminoaci-
dos. Siguiendo el tibulo proximal se encuentra una seccién mas estrecha que desciende
hacia la médula, se curva en forma de U y asciende de nuevo, formando el asa de Henle,
que permite la regulacién del NaCl por osmolaridad. Seguidamente, en el tibulo distal, se
produce un ensanchamiento de la seccion ascendente, cuyas paredes son impermeables al
agua pero permiten el intercambio de electrélitos como el Nat, KT y Cl~. Cabe resaltar
aqui la presencia del aparato yuxtaglomerular, una region del tubulo distal con células
diferenciadas (formando la macula densa) situadas en las proximidades del glomérulo y en
contacto con las arteriolas aferentes y eferentes, regién donde las células yuxtaglomerulares
sintetizan la renina, enzima encargada de la regulacién de la tensién arterial. Posterior-
mente, el tubibulo distal enlaza con el tubo colector, donde se modula la excrecién Na*

y KT, ademds de la cantidad de agua, regulando la permeabilidad mediante la hormona
ADH.

M. - Renal column C-
2

Interlobar
arteries \ Bowman's capsule

arteries

Glomerular

arterioles epithelium

Ureter \

Efferent Bowman's
arteriole  capsule

renal pelvis

Glomerulus Proximal tubule

Juxtaglomerular Cortical Efferent 4, :_' \ areriole

apparatus collecting tubule arteriole & o
Afferent
arteriole Disal tubule
# -
Ar:;z:: Macula densa g};:?:l
lamina
Arcuale Loop of Smooth “~Basement
vein Henle mpscle Distall membrane
fiber tubule

Peritubular

capillaries — Collecting duct

Figura 1.1: Partes mas relevantes del rinén (A.), la nefrona (B.) y el glomérulo (C.).
Adaptado de Samraj et al. Applied Renal Physiology in the PICU (con permiso de repro-
duccidn).

Finalmente, el tubo colector desciende por la pirdmide renal, convergiendo en los calices
y la pelvis renal, permitiendo la circulacién del fluido obtenido, en forma de orina, hacia
la vejiga a través del uréter. Toda la compleja estructura descrita tiene como objetivo la
regulacion de diversos procesos biolégicos esenciales como el control del balance hidro-
dindmico (sobrehidratacién) y electrolitico de los tejidos, la eliminacién de una plétora de
deshechos producidos por el metabolismo asi como la produccién de la renina y la eritro-

poyetina (EPO), siendo esta tltima la reguladora de produccién eritrocitaria.

2



1.2. La enfermedad renal cronica

La presentacién de cualquier anomalia en el correcto desarrollo de las funciones del rinén
indica la presencia de dafo renal, pudiendo afectar a estructuras concretas o a todo el
organo, desencadenando la apariciéon de una variedad de patologias. Segin el grado y du-
racién de la afectacién, se puede clasificar la insuficiencia renal como aguda, sub-aguda o
crénica. Las guias internacionales KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes
(6)) consideran dafio renal crénico siempre que se detecten valores anémalos en marcado-
res urinarios o sanguineos (proteinuria o elevada creatinina respectivamente) (7), asi como

anomalias patologicas u obtenidas mediante imagen por un tiempo superior a 3 meses.

En este sentido, la enfermedad renal crénica (ERC) supone actualmente un importante
reto para la salud publica por su elevada prevalencia, afectando aproximadamente a 697.5
millones de personas en todo el mundo en el ano 2017 (8) estando asociada ademds a
una elevada morbi-mortalidad cardiovascular (9) y con un sustancial coste econémico del
tratamiento multidimensional de una poblacién cada vez més envejecida (10) y pluripa-

toldgica con elevada prevalencia de diabetes mellitus e hipertensién.

La ERC es una enfermedad progresiva, cuya evolucion estd estratificada en una escala
de cinco estadios basada en el filtrado glomerular de la creatinina (11) (eGFR, Tabla
1.1), alcanzando el estado terminal cuando el valor de eGFR no supera los 15 mL/min,
plantedndose a partir de ese momento el tratamiento conservador o una terapia renal
sustitutiva como el trasplante renal anticipado, la didlisis peritoneal o la hemodidlisis,
destacando esta tltima por ser la opcién de elevada prevalencia a nivel mundial (12) y

una incidencia predominante en nuestro pais (13).

1.3. Toxinas urémicas

Como ya se ha mencionado, una de las principales funciones del rinén consiste en la depu-
racién de moléculas procedentes de diferentes procesos metabdlicos. En el caso del paciente
renal terminal, la acumulacién de estas moléculas, las denominadas toxinas urémicas, re-
percute en la acentuacién del sindrome urémico en detrimento de la calidad y esperanza de
vida (14). Para que un soluto sea considerado toxina urémica (15) debe ser una molécula
identificable en fluidos bioldgicos, tener elevados niveles en diferentes tejidos de pacientes
urémicos en comparaciéon a sujetos sanos, que estos elevados titulos estén relacionados con
disfuncién urémica y que la actividad biolégica de estas moléculas sea demostrable tanto

i VIVo como in vitro.

En la actualidad hay identificadas cerca de 90 toxinas urémicas (16) clasificadas en tres

grandes grupos segun su peso molecular (PM) y afinidad de adhesién a proteinas (17),
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Tabla 1.1: Prognosis de la ERC segin el filtrado glomerular de la creatinina y la presencia
de albuminuria (ratio albimina/creatinina). Adaptado de Levey A. et al. Chronic kidney
disease. The Lancet, 379(9811):165-180, 2012 (con permiso de reproduccion,).

] sinERC Albuminuria (mg/g)
[ ] Riesgo moderado ERC Al A2 A3
[ ] Altoriesgo ERC
Optimo y normal Elevado Muy ele’v_ado y
Bl Muy alto riesgo ERC nefrético
<10 10-29 30-299 | 300-1999 =2000
Elevad >105
evado y
Gl 6ptimo
90-104
€ 75-89
2 G2 Leve
o 60-74
£
£ Leve
J B -
3 G3a moderado 45-59
@x Moderado-
L -,
0} G3b severo 30-44
[0
G4 Severo 15-29
G5 Fallo renal <15

estando asociada la acumulacion de cada una de ellas, tanto al deterioro de estructuras
renales especificas, como a la aparicién de diversas patologias. A continuaciéon se describen
estos grupos, detallando algunas de las moléculas mas relevantes de cada grupo y haciendo
especial énfasis en aquellas que han sido analizadas en este trabajo de tesis, pudiendo

abarcar asi un amplio abanico de PM.

Pequenas moléculas solubles en agua. Son toxinas con un PM arbitraria-
mente definido inferior a 500 Da y una afinidad proteica despreciable. En este
grupo se pueden encontrar los compuestos de guanidina, el oxalato, las metilami-
nas, las poliaminas o el acido urico entre otras, destacando la urea y la creatinina

por su relevancia y tradicional aplicacién clinica.

Urea: Tiene un PM de 60 Da y es un compuesto nitrogenado, genera-
do como consecuencia del metabolismo proteico y la catabolizacion del
amonfaco en la mitocondria del tejido hepético (18), siendo esta molécu-
la una de las mayores fuentes de nitrégeno circulante en el organismo,
depurada en un 90 % por los rifiones. Fue la primera sustancia en relacio-
narse con dano renal al incrementar significativamente su concentracion
en animales con nefrectomia bilateral (19), estableciéndose como mar-
cador de dosificacién en los actuales tratamientos de hemodidlisis (20).

En relacién a su toxicidad, se habia clasificado durante décadas como



biologicamente inerte (21). Recientes estudios han logrado refutar esta
afirmacion, asociando la concentracién de este compuesto con efectos

lesivos como danio endotelial (22) y apoptosis celular (23).

Creatinina: Se trata de un compuesto de 113 Da producto del catabo-
lismo de la fosfocreatina y creatina, generado principalmente en el teji-
do muscular (24). Su concentracién en sangre estd menos influenciada
por la ingesta proteica que la urea (25). Ademds, su marcada filtracién
glomerular y despreciable reabsorcion tubular ha permitido establecer
este compuesto como estandar para la estimacion del eGFR mediante
la ecuacién propuesta por Cockeroft y Gault (26). Su toxicidad no esta
claramente definida, encontrandose publicaciones que reportan valores

extremadamente elevados (27-29) compatibles con la vida.

Toxinas unidas a proteinas. Las toxinas con adhesién proteica (PBUT en
inglés) son moléculas de PM pequeno generadas mayoritariamente en el intes-
tino (30) y relacionadas con una variedad de marcadores pro-inflamatorios. Su
gran afinidad de adhesién hacia proteinas plasmaticas de dimensiones muy su-
periores hace incrementar enormemente su tamano aparente, lo que dificulta su
eliminacién mediante técnicas dialiticas convencionales. De entre ellas destacan

los cresoles, fenoles, indoles y sus derivados.

P-cresil sulfato: Con 188 Da y una afinidad del 95 % de adhesién re-
versible hacia la albimina plasmética (31), se genera en el intestino por
la metabolizaciéon de aminodcidos como la tirosina y fenilanina. En su-
jetos sanos, la fraccion libre se depura en el glomérulo mientras que la
parte con adhesion proteica es secretada por las células tubulares. Su
acumulacién en el organismo ha demostrado estar relacionada con dife-
rentes procesos como la induccién de estrés oxidativo (32), contribucién

a la apoptosis de células tubulares (33), dano renal y fibrosis (34).

Indoxil sulfato: Tiene un PM de 213 Da, se genera en el célon por
la metabolizacién de triptéfano y tiene una afinidad de adhesién del
90 % hacia proteinas plasmaéticas (35). Su lugar de depuracién principal
es el tubulo proximal. Los valores elevados de este compuesto se han
relacionado con el deterioro de la funcién renal, dano cardiovascular

(36), disfuncioén ventricular (37) e incluso deterioro cognitivo (38).

Moléculas medianas Son péptidos y pequenas proteinas de tamano superior
a 500 Da que en condiciones normales son capaces de atravesar la barrera de
filtracién glomerular. En este nutrido grupo se encuentran, entre otras, moléculas

como la cistatina C, el factor del Complemento D, las citocinas, las interleucinas
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IL-6, IL-8 e IL-10, el factor de tumor necrético (TNF-«), las cadenas ligeras k y A
o el factor de crecimiento de fibroblasto (FGF-23) ademads de las que seguidamente

se detallan:

Bo-microglobulina: Es un polipéptido de 11.800 Da generado conti-
nuamente en las células nucleadas y considerada la prototipica toxina
urémica de tamano medio. Si bien su depuracién es por filtraciéon glome-
rular, un 99.9 % es reabsorbida en el tibulo proximal, resultando asf en
una muy reducida concentracién en orina (39). En el caso de fallo renal,
su concentracién puede incrementar hasta 60 veces respecto a sujetos
sanos, provocando la formacién de fibras amiloides (40) dando lugar a
la aparicién de la amiloidosis (41-46) por depdsito en diferentes tejidos,

ocasionando, entre otras patologias, sindrome del tinel carpiano (47, 48).

Mioglobina: Es un polipéptido simple compuesto de 153 aminoacidos
envolviendo el grupo heme prostético, con un PM aproximado de 17.000
Da y detectada principalmente en el tejido muscular (49). Su princi-
pal funcién es la de almacenaje temporal de oxigeno. Titulos elevados
de mioglobina en sangre indican dafio muscular severo (quemaduras o
shock eléctrico entre otras causas) en forma de rabdomidlisis (50), pu-

diendo desencadenar dano tubular agudo (51).

Prolactina: Es una hormona de unos 23.000 Da, formada por 199
aminoacidos, generada principalmente en la glandula pituitaria y en me-
nor medida en otros tejidos como la préstata, piel o tejido adiposo (52)
y asociada con funciones reproductivas, metabdlicas, osmoreguladoras y
de activacién plaquetaria (53, 54). En enfermos renales, los niveles de
prolactina se ven alterados por su incrementada produccién y limitada
depuracién (55), efecto relacionado con la disfuncién sexual (56) y dano

cardiovascular (57).

aj-microglobulina: Es una proteina de unos 30.000 Da (26-33 kDa)
sintetizada mayoritariamente en el higado y cuya funcién principal es in-
munoreguladora y antioxidante (58). La fraccién libre de a;-microglobulina
tiene una importante reabsorcion en el tubulo proximal, de ahi que esta
molécula sea utilizada como biomarcador en la detecciéon de dano renal
tubular (59, 60).

La clasificacién de las toxinas urémicas se hace tradicionalmente basandose en su PM.
Hay que resaltar que tanto su tamafno como configuracién eléctrica influirdin de manera
significativa en sus propiedades de transporte. Ademas, las moléculas descritas suelen tener

configuraciones estructurales diferentes debido a su capacidad de plegado (61, 62). Aun
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asi, se les puede asimilar a una estructura esférica con un radio promedio o radio de Stokes

(rs) (Figura 1.2) con la misma difusividad segtin su peso molecular (63, 64).
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Figura 1.2: Relacién entre el peso molecular y el tamano (radio de Stokes asociado) de

diferentes moléculas. Adaptado de I. Masakane, K. Kikuchi, and H. Kawanishi. Contrib.
Nephrol. 189:17-23, 2016 (con permiso de reproduccion).

1.4. Hemodialisis

En la seccion anterior se ha expuesto la relacién entre niveles elevados de toxinas urémicas
y sus efectos adversos en el organismo, desencadenando diversas patologias que incremen-
tan la morbilidad y mortalidad de la poblacién en ERC. Por ello, la 6ptima eliminacién de
estas toxinas es fundamental para alargar y mejorar la vida de los pacientes renales. En
este sentido, la hemodidlisis es un tratamiento sustitutivo renal que emplea una membra-
na porosa semipermeable en un sistema de circulacién sanguineo extracorpoéreo, a fin de
reproducir algunas funciones esenciales del rinén como el control de la sobrehidratacion,
la regulacién del balance electrolitico y la depuracién toxinas urémicas. Para el correcto
desarrollo de un tratamiento de hemodidlisis se precisan tres elementos indispensables: un
adecuado acceso vascular (comunmente una fistula arteriovenosa nativa o protésica o un

catéter), preceptiva anticoagulacion del sistema y un filtro de didlisis o hemodializador.

1.4.1. Descripcion del sistema extracorpéreo

El sistema o monitor de didlisis estd compuesto por elementos de control y seguridad ne-
cesarios para la adecuada circulacién de la sangre, su depuracién y su retorno al paciente.

Se puede distinguir un circuito sanguineo y un circuito de bano de diélisis (dializado o

7
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permeado) claramente diferenciados (Figura 1.3), cuyos flujos son introducidos el el he-

modializador en sentidos opuestos para optimizar la depuracién.

En el circuito sanguineo, la sangre que proviene del paciente es impulsada a un flujo (@ p)
mediante una bomba peristaltica y monitorizada mediante un sensor de temperatura y
un sensor de ultrasonidos (BVM), que permite estimar la tasa de hemoconcentraciéon me-
diante la medida indirecta de la concentracién de proteinas y hemoglobina (extrapolando
también para el hematocrito) de acuerdo con la variacién de la velocidad de propagacién
de un pulso ultrasénico (65). Posteriormente este flujo sanguineo alcanza el hemodializa-
dor, donde tiene lugar todo el proceso depurativo y la extraccién de agua plasméatica en
forma de flujo de ultrafiltracién (Qur). Una vez la sangre ha sido sometida al intercam-
bio de solutos y depurada, se retorna al paciente, controlando su temperatura y posible

formacion de microburbujas mediante diversos sensores.

En el circuito del bano de didlisis (integrado en el sistema de hemodidlisis), el agua pu-
rificada obtenida del suministro corriente se calienta a unos 37 °C y se mezcla con un
concentrado acido (cuya composicién de mayor a menor cantidad es cloruro sédico, clo-
ruro potésico, cloruro célcico, cloruro magnésico, glucosa y dcido acético) y bicarbonato
sédico (que actia de solucién tampdn) a fin de obtener un flujo constante (Qp) de liquido
hemocompatible y libre de patégenos con un pH y nivel electrolitico 6ptimos, que irriga
la membrana del hemodializador. Esta mezcla se realiza en una relacion 1:35 o 1:45 segin
la composiciéon del concentrado, siendo, para esta tltima, de la manera siguiente: 1 L de
concentrado acido, 1.8 L de bicarbonato y 42.2 L. de agua. Diversos sensores de tempera-
tura y conductividad se encargan de monitorizar permanentemente la calidad de la mezcla
asi como la posible hemdlisis y/o coagulacién en el hemodializador (mediante un sensor

6ptico de turbidez y uno de presion).

1.4.2. Hemodializador

El filtro de didlisis o hemodializador es el elemento central y més importante del sistema
extracorporeo, ya que es donde se encuentra la membrana semipermeable y tiene lugar el
intercambio y la depuracién de solutos, asi como la extraccién del exceso de agua plasmati-

ca para controlar es estado de sobrehidrataciéon del paciente.

La constante evolucién de los hemodializadores a lo largo de la historia (66) ha permitido
la produccion de los actuales filtros de hemodialisis, compuestos de un haz de fibras capi-
lares huecas (entre 10,000-14,000) de unos 25 cm de longitud, elaboradas de un material
poroso y formando una superficie de intercambio de entre 1.4-2.4 m? segin el modelo.
Este haz de fibras se encuentra encapsulado en una carcasa cilindrica habitualmente de
material pldstico (policarbonato, poliestireno o polipropileno) con cuatro puertos, siendo
dos de ellos utilizados para el flujo de sangre y dos para el flujo de bano de dialisis. Un

sellado habitualmente de poliuretano, permite la circulacién de la sangre exclusivamente
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Figura 1.3: Elementos més importantes del sistema de didlisis. 1) sangre proveniente del
paciente. 2) sensor de temperatura arterial. 3) clamp arterial. 4) medidor de hematocrito.
5) sensor de presién arterial. 6) bomba peristaltica. 7) hemodializador. 8) sensor de turbi-
dez. 9) desagiie de permeado. 10) admisién de agua purificada. 11) admisién concentrado
acido. 12) admisién bicarbonato. 13) sensor de presién venosa. 14) cubeta atrapaburbu-
jas. 15) detector 6ptico. 16) detector de microburbujas. 17) clamp venoso. 18) sensor de
temperatura venosa. 19) retorno al paciente. Adaptado del manual de usuario del sistema
de hemodidlisis 5008, N de ref. M43 257 1

por el interior de las fibras capilares.

Para obtener un correcto irrigado de las fibras y una distribucién 6ptima del flujo sanguineo
y asi mantener una superficie de intercambio homogénea y sin ’zonas muertas’, las fibras
suelen estar espaciadas mediante unos filamentos sélidos (space yarns) o estar dispuestas

con una ligera ondulacién (disposicién Moiré) (67, 68).

1.4.2.1. Propiedades estructurales

Segun el proceso de fabricacién (69), las fibras capilares obtienen unas caracteristicas
estructurales muy concretas que tendran relacién directa con sus propiedades depurativas.

Las maés relevantes se describen a continuacién:

Radio interno del capilar, (r.) Denominado también luz o limen, tiene un
valor alrededor de 100 pum. El control preciso de este pardmetro determinara en

gran medida la depuracién de moléculas de tamano medio (70).

Radio de poro, (r,) Es el radio promedio de todos los poros ubicados en la
seccion estructural de la membrana que actia de barrera separadora. Su rango
habitual es de 2 a 5 nm, valor muy similar a las aperturas de la membrana basal

glomerular.
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Grosor de la pared capilar, (Az) En esta zona se extiende la estructura po-
rosa tridimensional donde tiene lugar el intercambio de solutos. Suele tener un
grosor de entre 15-100 um (71) y puede presentar una distribucién homogénea
(membrana simétrica) o una estructura porosa variable (membrana asimétrica),
donde una delgada ldmina normalmente de entre 1-5 pm actia de barrera sepa-
radora (skin layer) mientras que el resto del grosor ofrece estabilidad estructural

(stroma), tal y como se muestra en la Figura 1.4.

Porosidad, (Ax) Area total de los poros de la barrera separadora por unidad
de superficie. Se trata de una medida de ausencia de material y se puede calcular

mediante:

Nrr2
_ P
Ak = A (1.1)

donde N es el numero total de poros y A la superficie total de la membrana.

Hidrofébia Representa la energia superficial de un material y esta relacionada
con la afinidad de la membrana a interaccionar con la polaridad del agua, dando
lugar a dominios de alta o baja interaccién. Se determina mediante la medida del

angulo de contacto (72, 73).

A) Poly(methyl methacrylate) (Toray Medical)

| |

B) Helixone (Fresenius Medical Care)

Figura 1.4: Imagenes tomadas por microscopio electrénico (SEM) de: A) una fibra capilar
de estructura simétrica y B) estructura asimétrica. Adaptado de C. Ronco y W.R. Clark.
Haemodialysis membranes. Nature Reviews Nephrology, 14(6):394-410, 2018 (con permiso
de reproduccion).
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Tortuosidad, (7) Idealmente el poro se considera como un canal cilindrico y
rectilineo que atraviesa el grosor de la pared capilar. En realidad, este canal puede
contener ciertas torsiones, incrementando la longitud efectiva (L) y la resistencia
al paso de las moléculas que transitan por su interior (74, 75). Por ello el concepto

de tortuosidad se define como:

T=— (1.2)

Permeabilidad hidraulica, (L,) Capacidad de un fluido de viscosidad p de
atravesar la membrana por unidad de drea. Esta relacionada con los pardmetros

estructurales anteriormente descritos de la siguiente manera (76, 77):

2
TpAk

P SurAx

(1.3)

Potencial Z, (¢) La composicién quimica de la fibra caracterizard un potencial
eléctrico o carga eléctrica superficial que influird en la interaccion electrostatica

entre la membrana y los solutos que circulan por su interior (78, 79).

Coeficiente de reflexién de Staverman, (o) Pardmetro que indica la inter-
accién entre soluto y membrana segun la relacion entre el radio de la molécula
(rs) y el radio de poro. Tiene un valor comprendido entre 0 y 1, estableciendo 0 el

valor de nula reflexién (o total permeabilidad). Para un poro cilindrico se puede

o= (1— <1—:;>2>2 (1.4)

calcular mediante (80):

Para ofrecer una visién més clarificadora, algunas de las caracteristicas estructurales an-

teriormente mencionadas se encuentran detalladas en el esquema propuesto en la Figura

Principios fisicos y mecanismos de transporte

Una vez descritas las propiedades estructurales esenciales de las fibras capilares, es perti-

nente describir los principios fisicos que permiten el transporte e intercambio de solutos

a través de las estructuras porosas de las paredes capilares. En esencia, existen cuatro

mecanismos principales de transporte: difusién, ultrafiltracién (también denominada con-

veccién), 6smosis y adsorcién.

Difusién El intercambio de solutos se produce exclusivamente por la diferencia
de concentracién (o gradiente) entre la sangre (cargada de toxinas) y el bafio de

didlisis (libre de estas) creando un flujo neto de soluto, Js, desde el interior hacia

11
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Figura 1.5: Esquema de la seccion sagital de una fibra capilar simétrica donde se deta-
llan las diferentes caracteristicas estructurales. Los poros estan representados por circulos
azules. Notese, ademads, la esquematizacién de un poro ideal y uno con tortuosidad. Se ha
anadido la representacién de moléculas pequenas como la urea (en amarillo) y eritrocitos
(en rojo) asi como los flujos de sangre (Qp) y de dializado (Qp).
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el exterior de la membrana capilar. Este fenémeno esta descrito por la ley de Fick

(81) mediante la relacién:

(1.5)

donde Dy es el coeficiente de difusién del soluto en el medio (que depende de la
temperatura, de la viscosidad del medio y del tamafio del soluto), mientras que
% es el gradiente de concentracién en el grosor de la pared capilar. El signo ne-
gativo denota el flujo en sentido de mayor a menor concentracién (habitualmente

del interior hacia el exterior).

Osmosis Es un tipo de transporte difusivo. A diferencia de la difusién, la ésmosis
estd provocada por los solutos que no pueden atravesar la membrana semipermea-
ble. Debido a esto, un flujo volumétrico es inducido en sentido opuesto (hacia el

interior del capilar) para restablecer el equilibrio termodindmico del sistema e



igualar las concentraciones. Se describe mediante:

Juo = —0 LRy TAC, (1.6)

donde Rys y T son la constante de gases y la temperatura respectivamente.

Ultrafiltracién Es una modalidad de transporte convectivo producido por la
sobrepresién ejercida en el limen de los capilares de la membrana a fin de pro-
mover la extraccion de un importante volumen de agua plasmética que llevarad
consigo asociada una depuracién de toxinas por arrastre. Se describe mediante la

ley de Darcy:

Jou = LpAP7 (17)

donde AP es la presion hidrostatica ejercida sobre el capilar, es decir, la diferencia
entre la presién en el compartimento de sangre, Pg, y de dializado Pp. Esta
ultrafiltraciéon provocard a su vez un desequilibrio de concentraciones proteicas
que dard lugar a la presién oncética (w). Asi, el balance global de presiones
(presién transmembrana o PTM) a la que se ve sometido el capilar se puede

expresar como:

PTM=AP—n=Pg—Pp—n (1.8)

Matematicamente, los mecanismos de difusién, ultrafiltracién y ésmosis se pueden unificar
en las ecuaciones de transporte a través de un sistema poroso propuestas por Kedem y
Katchalsky (82, 83):

J,= LyAP —oLyRyTAC
Js— CM(l—O')Jv—FDSAix,

siendo C'js la concentracion promedio en el grosor de pared capilar Ax.

Adsorcion Ademas de los mecanismos anteriores, la interaccién entre la sangre
y la intrincada estructura porosa de un material exdgeno, como es la membrana de
hemodiélisis, da lugar a un proceso dindmico de depésito (reversible o irreversible)
de diferentes componentes sanguineos sobre la superficie interna de los capilares
(84). Esta interaccion estd gobernada por diversos pardmetros como el material
del capilar, el tamano de poro y la porosidad, el pH, la carga eléctrica superficial

y el tamano de las diferentes moléculas (85).
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1.4.2.3. Propiedades macroscopicas

Algunas de las caracteristicas mas relevantes descritas en el apartado anterior tienen su
magnitud homédloga como propiedad global o integrada para toda la superficie de la mem-
brana y suelen reportarse en las hojas técnicas de los hemodializadores facilitados por el
fabricante. Esto es especialmente 1til ya que permite seleccionar de antemano el hemodia-
lizador con las caracteristicas operativas éptimas segin las modalidad de tratamiento en

la cual serd empleado. Las maés relevantes se detallan a continuacién:

Coeficiente de ultrafiltracién, (Kuf) Capacidad de la membrana de extraer
un flujo acuoso segin la presién transmembrana ejercida. Es el valor integrado de
L, para toda la superficie del hemodializador. Se calcula como el cociente entre el
flujo de ultrafiltracién obtenido en funcién de la presién transmembrana ejercida
(86, 87), mediante la relacién 1.10

~ Qur

Kuf —
uf = B

(1.10)

El coeficiente Kuf permite identificar inmediatamente el rango operativo de un
hemodializador de acuerdo con la capacidad extractiva de agua plasmatica del pa-
ciente, considerando 20 mL/h/mmHg/m? como el valor que distingue membranas
de alta y baja permeabilidad hidraulica (88, 89).

Coeficiente de cribado o sieving, (S) Es la capacidad potencial de una molécu-
la de atravesar la pared porosa del capilar expresado como valor adimensional
entre 0 y 1, donde la unidad indica una permeabilidad total. En la literatura se
pueden encontrar hasta cuatro maneras diferentes de definirlo si bien todas ellas

se basan en la ratio de concentraciones a ambos lados de la pared capilar (90, 91).

S~1—-o0
C'Do
5= Cpi
o n, (1.11)
~ Cpi+Cg,
S — C’Do

VCgi Cp,

siendo Cp,, Cg; y Cpo las concentraciones de la molécula en el lado de dializa-

do y la entrada y salida del filtro en el compartimento sanguineo respectivamente.

Las propiedades de cribado de una membrana estarédn estrechamente relacionadas
tanto con el tamano de poro como la porosidad (i.e., la distribucién y homoge-
neidad de los poros). En este sentido una distribucién muy regular de poros del
mismo tamano dard lugar a una membrana con marcada caida en su capacidad de

cribado, mientras que una distribucién mucho mas irregular, tendré el efecto de
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ensanchar esta linea de caida, reduciendo la selectividad de dicha membrana (92).

Ademss, esta relacién entre tamano y distribuciéon de poros dara lugar al punto
de corte o cutoff, que es el peso molecular estimado de las moléculas con poca
probabilidad de atravesar la membrana, atribuido a un valor de cribado inferior o
0.1 (S < 0.1) (93). Cabe destacar que la fabricacién de las membranas de hemo-
didlisis estd en constante evolucion a fin de obtener un perfil depurativo lo mas
semejante a la barrera basal glomerular (Figura 1.6) y por tanto, conseguir unas

propiedades depurativas lo méas cercanas al rinén nativo.

1.0 = oy - \
) 08 — membrana \
81 baja permeabilidad _
£ —_—>,
g 0
2 06
3 membrana \
_E 04 | alta permeabilidad
O '
[
8 barrera glomerular
o 02+ \ J
t T T T |
102 10° 10° 10° 0egso molecular
urea B2-microglobulina albimina P
60 12 800 68 000

Figura 1.6: Perfiles de cribado en un amplio rango de pesos moleculares para membranas
de hemodidlisis de diferente permeabilidad y la barrera basal glomerular. I. Ledebo & P.
Blankestijnen. Haemodiafiltration—optimal efficiency and safety. NDT Plus, 3(1):8-16,
2010 (con permiso de reproduccion).

Aclaramiento, (K) Se define como el cambio de concentracién de un soluto en
el dializador en relacion a los flujos de sangre, dializado y ultrafiltrado. Se calcula

mediante el balance de masa siguiente:

(Ci - CO)
Ci
Dif. Conv.

Co
K=Qp -I-QUFE (1.12)

Se puede observar como la ecuacién 1.12 esta diferenciada en un coeficiente difu-
sivo y uno convectivo. En realidad estos dos componentes no actiian de manera

independiente y suelen interferirse entre ellos.
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Asi, el aclaramiento K se puede describir alternativamente (94) como:

K =Kpis. +Qur-Tr

(1.13)
Tr =S(1 — Kpir./@B),

donde Kp;;. es el aporte difusivo, explicitado en la relacién 1.12, S es el coefi-
ciente de cribado y Tg el coeficiente de transmitancia. Es directo comprobar que
si la relacién Kp;r./Qp tiene valores relativamente bajos, el coeficiente de trans-

mitancia tendra un valor aproximado de Tr ~ S - Qur.

Hay que resaltar que cuando se consideran solutos cuya concentracién inciden-
te en el bano de didlisis no es nula (e.g., electrdlitos u otros componentes), la
relacion 1.12 se modifica ligeramente para considerar estos solutos, dando lugar
al concepto general de dialisancia (D). En el Anexo 1 se incluye el desarrollo
formal de la relacion de dialisancia para un hemodializador con flujos de sangre

y dializado en contrasentido.

Ademis, en la relacién 1.12 aparece destacado el flujo de sangre @@ g. Es pertinente
puntualizar aqui que el valor de @ debe ser considerado como una disolucién
coloidal, donde solo la parte plasmaética tiene capacidad de interaccionar con la
membrana y por tanto ser depurada. Por este motivo, tanto el hematocrito (Ht),
la fraccién acuosa de proteinas plasmadticas (Fp) y de glébulos rojos (Fg) se
substraen de este flujo, ya que no participan activamente en la depuracion, por

lo que se define un flujo efectivo Qg descrito como (95-97):

Ht

Qr=Qp |Fp— 100 (Fp — FryRp) | , (1.14)

donde ~ representa el coeficiente de resistencia que algunas sustancias presentan
a atravesar la membrana eritrocitaria (siendo y=1 para resistencia nula) y el
factor Rp considera el efecto Donnan para la posible accion de particulas con
carga eléctrica. Si bien todos los parametros de la ecuacién anterior tienen cierta
variacién, se suele establecer que la fraccién de proteinas plasmédticas es del 6 %,
i.e. Fp=0.94.

Coeficiente de transferencia de masa, (KpA) Esuna caracteristica de trans-
ferencia pasiva de cada membrana y soluto y se define como el producto de la
permeabilidad de la membrana hacia un soluto determinado (Kj) y el érea to-
tal. Su valor se calcula en funcién del aclaramiento experimental (1.12) obtenido

segin los flujos de sangre y dializado empleados (98):

_ QpQsp 1*%
Kod = o0 In L_é;] (1.15)
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En particular, las hojas técnicas de los hemodializadores suelen informar del valor
Ky A para la urea, ofreciendo un indicador de depuracién para solutos de pequeno
tamano. La relacién 1.15 estd deducida suponiendo flujos de sangre y dializado

en sentidos opuestos y se puede consultar su desarrollo en el Anexo 1.

1.4.2.4. Biofisica del hemodializador

Para analizar en detalle las propiedades depurativas de las membranas de dialisis, hay que
resaltar algunos aspectos béasicos que aparecen de la interaccion de la sangre con las fibras

capilares.

1.4.2.4.1. Propiedades de la sangre y reologia La sangre como fluido se pue-
de considerar una matriz coloidal formada mayoritariamente por eritrocitos, leucocitos
y plaquetas, todos ellos suspendidos en plasma como fase liquida. La composicion tan
heterogénea de la sangre le otorga propiedades reoldgicas complejas que tienen un impac-

to importante en su dindmica como fluido en el interior de los capilares del hemodializador.

Por ejemplo, el flujo volumétrico y laminar de un fluido viscoso e incompresible (viscosidad
constante) en el interior de una cavidad cilindrica o capilar, @y, se describe mediante la

ley de Hagen-Poiseuille como (99-101):

4
Tre

- 8uAl

Qb AP, (1.16)

siendo Al la longitud y AP; la diferencia de presién entre los extremos para un capilar.
De aqui se deriva la velocidad de propagacion, descrita mediante un perfil parabdlico en

funcién de la distancia al eje de propagacién

AP,
v(r) = LAl

(r2 —r?). (1.17)

Toda esta formulacién solo es aplicable a fluidos incompresibles (o newtonianos), donde
1 es una constante. En el caso de la sangre, tales simplificaciones no son asumibles por
diversos factores. En primer lugar, la velocidad de deformacion de la sangre no es lineal-
mente proporcional a la fuerza de cizalladura aplicada (shear force). Esto es debido a que
su viscosidad depende la viscosidad plasmatica (,) (102), el hematocrito (Ht) (103) y de
la temperatura (104). Esta dependencia provocara que el perfil de velocidades difiera de

la suposicién parabdlica (105).

Ademsds de lo anterior, los eritrocitos tienden a aglomerarse hacia el eje del movimiento
cuando la sangre fluye por capilares de radio inferior a 500 um (efecto Fahraeus (106)),
desplazando el plasma hacia las paredes. Este fenémeno esté directamente relacionado con
el efecto Fahraeus-Lindqvist (107, 108) que describe la variacién del la viscosidad aparente

de la sangre al circular por capilares de entre 10-1000 pm (Figura 1.7).
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Figura 1.7: Variacién de la viscosidad aparente de la sangre en funcién del didmetro del
capilar y del hematocrito, ilustrando el fenémeno Fahraeus-Lindqvist.

Todo lo anterior pone de manifiesto los importantes efectos de frontera que repercutiran
en la interaccion entre el plasma sanguineo y la paredes capilares dando lugar, entre otros
fendmenos, a la formacién de un gradiente de polarizacién proteica (concentration pola-
rization) y posterior formacién de una vaina proteica (protein cake) que promovera la
constriccién u obstruccion de los poros, especialmente provocado por moléculas suficien-

temente grandes, es decir, con un valor S ~ 0 y por consiguiente, mayor dificultad para

atravesar la pared capilar.

1.4.2.4.2. Modelos de obstrucciéon de poros Uno de los aspectos a destacar de to-
dos los procesos de filtracién de soluciones coloidales es la inevitable obstruccién paulatina
de los poros que conforman la membrana utilizada. La descripcion formal de este proceso
relaciona la reduccion en el flujo volumétrico ultrafiltrado, J, = %, segln la configuracion

en que se realice el depésito de particulas en la estructura porosa (109-111).

Segun los diferentes modelos tedricos, existen hasta cuatro posibles regimenes de obstruc-
cién (Figura 1.8) segun los sitios preferenciales de depésito de moléculas en el entramado

poroso de la membrana. A continuacion se detallan de manera simplificada los diferentes
procesos obstructivos.
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Bloqueo total. El bloqueo total (complete blocking, Figura 1.8 a) consiste en
la obstrucciéon completa de la entrada al canal poroso por moléculas de tamano
mucho mayor a 2 veces 7, impidiendo tanto la extraccién de un flujo volumétri-
co como el acceso a otras particulas. Se puede considerar matematicamente un
modelo inyectivo de bloqueo, ya que asume que cada particula obstruye un poro

diferente.

Bloqueo estandar. Es un mecanismo de obstruccion por constriccién del poro
(Figura 1.8 b) mediante el cual, las particulas de menor tamafio son capaces de
depositarse en el interior del canal poroso, reduciendo su radio aparente y por

tanto su capacidad de filtrado.

Bloqueo intermedio. Este mecanismo supone que no todas las particulas con
capacidad de adhesion lo hacen sobre los canales porosos disponibles, sino que
existe una probabilidad de adherirse a otras moléculas ya depositadas (Figura.
1.8 ¢), indicando un modelo de obstruccién no individual sino cooperativo. Se

podria asumir como un modelo mateméticamente exhaustivo de bloqueo.

Formacion de gel. En el caso de la formacion de una capa de gel proteico,
(protein cake, Figura 1.8 d) toda la superficie interna de la membrana se en-
cuentra obstruida por una gruesa pelicula de moléculas adheridas, reduciendo
drasticamente el filtrado, siendo este unicamente posible entre los pequenios ca-

nales disponibles.

Los cuatro mecanismos de obstruccién anteriores se pueden obtener basdndose en un plan-
teamiento matematico formal, describiendo la reduccién del flujo volumétrico en funcién
del nimero de poros accesibles o la constriccién de estos (112). Sorprendentemente, estos

mecanismos se pueden resumir matematicamente en una sola ecuacién:

d3t dt\"
_ t 1.1
= m(w), (1.18)

donde k, es la constante de obstruccién o resistencia y n indica el valor del régimen de blo-
queo (n=0 para bloqueo total, n=1 para bloqueo intermedio, n=1.5 para bloqueo estdndar

y n=2 para la formacién de gel).

Cabe resaltar que toda la formulacién anterior es vélida para fluidos newtonianos y con

la suposicién de poros sin tortuosidad.

1.4.2.5. Materiales de hemodializadores comerciales

Si bien ha habido una evolucién de los materiales utilizados en su elaboracion, las mem-
branas usadas actualmente se pueden clasificar en dos grandes grupos segin el material
del que estdn compuestas principalmente sus fibras capilares (113). Cada distribuidor ofre-
ce hemodializadores con diferentes prestaciones (y nombre comercial, Tabla 1.2) a fin de

cubrir la posible demanda.
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Figura 1.8: Esquematizacién de los posibles modelos de obstruccién de poros. a) bloqueo
total , b) bloqueo estandar, c¢) bloqueo intermedio, d) formacién de gel proteico. Adapta-
do de E. Tritani & N. Katagiri. Developments of Blocking Filtration Model in Membrane
Filtration. KONA Powder and Particle Journal, 33:179-202, 2016 (con permiso de repro-

duccion).
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Membranas celuldsicas. Histéricamente fueron las primeras en utilizarse de-
bido a la experiencia de la industria textil en el hilado de fibras de algodom.
Partiendo de celulosa sin modificar, las subsiguientes evoluciones se han obtenido
de acuerdo con la sustitucién de radicales hidroxilo por grupos acetilo, obteniendo
diacetatos y triacetatos de celulosa (TAC) (114) respectivamente. Las actuales
fibras de TAC presentan un comportamiento altamente hidrofilico y suelen tener
un grosor de capilar de 15 pm con estructura simétrica (115). Sin embargo, la
mejora en el proceso de fabricacién ha permitido la obtencién de fibras celuldsi-
cas asimétricas (TACA) con mejor soporte estructural y propiedades depurativas

optimizadas (116).

Membranas sintéticas. A diferencia de las membranas de procedencia celuldsi-
ca, los capilares de origen sintético se obtienen a partir de la polimerizacién de
una disolucién precursora (117). Existen una gran variedad de polimeros con ca-
racteristicas diferenciadas comercializados por diferentes proveedores. De entre

ellos destacan los siguientes:

Poliacrilonitrilo, (PAN) Se caracteriza por haber sido la primera
membrana sintética en ser desarrollada. Tiene estructura simétrica y al-

ta capacidad de adsorcién debido a su carga eléctrica ((=-70 mV). Esta



electronegatividad se ha asociado también con la alteracion de marca-
dores inflamatorios mediante la activacién del sistema calicreina-cinina
y la produccién de bradicinina en el dializador AN69® de Hospal’™
(118). El tratamiento de esta membrana mediante el depdsito de una
capa de polietilenimina, reduce drasticamente su potencial ( ademas de
fijar heparina a la estructura, opciéon de anticoagulacién interesante en

terapias continuas (119).

Polimetilmetacrilato, (PMMA) La unién de polimetilmetacrilato
isotactico y sindiotactico da lugar al material con que se elabora la mem-
brana simétrica BG-2.1U® de Toray”™ , que presenta alta adsorcién de
proteinas, citocinas y Semicroglobulina (120), si bien ha mostrado tam-

bién una no negligible adhesién de plaquetas (121).

Polisulfona, (PS) La polisulfona es un polimero con propiedades muy
interesantes para su uso como membrana de didlisis debido a su biocom-
patibilidad (122), resistencia mecénica a todos los tipos de tratamien-
to asi como la capacidad de ser esterilizada mediante varios métodos
(123). Se utiliza como co-polimero de un gran abanico de derivados (po-
lietersulfona, PES, o poliariletersulfona, PAES, entre otros). De entre
los multiples proveedores de este tipo de membranas, Fresenius Medical
Care™ ofrece la gama Fx-Cordiax, cuyas propiedades depurativas han
sido optimizadas con la obtencién de capilares asimétricos compuestos
por una delgada capa interna de 1 micra y alta homogeneidad en el ta-
maifio de poro debido a su proceso de nanoestructurado (124), seguida
de 34 pum de una estructura esponjosa que otorga estabilidad estructu-
ral (125) dando lugar, entre ellas, a la membrana Fx-1000 Cordiax® con

excelentes prestaciones (126).

Poliamida, (PA) La poliamida se utiliza como copolimero en los he-
modializadores Polyflux-210H® comercializados por Gambro’™ . En con-
creto, el material del que estd compuesto esta membrana es una alea-
cion de poliamida y poliariletersulfona, dando lugar a una membrana
asimétrica de tres regiones diferenciadas (127, 128) con un didmetro
promedio de 40 nm por poro y baja porosidad, cuyo grosor de capilar es
de unas 45 micras (129).

Hay que mencionar que la gran mayoria de membranas sintéticas son
inherentemente hidrofébicas. Por ese motivo todas incorporan un agen-
te hidrofilizador al material intrinseco de la membrana, cominmente la

polivinilpirrolidona (PVP).
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Tabla 1.2: Caracteristicas estructurales y operacionales de los hemodializadores mas rele-
vantes descritos en la seccién 1.4.2.5. Los valores mostrados se han obtenido tanto de las

hojas técnicas de los hemodializadores como de las referencias mostradas.

Nombre comercial

BG-2.1U! FX1000-Cordiax? Sureflux21UX? Polyflux-210H*

(PMMA) (PS) (TAC) (PA)
Estructura Simétrica Asimétrica Simétrica Asimétrica
2r. (um) 200 210 200 215
Az (pum) 30 35 15 50
rp (nm) 7 3.3f 7.28 20%
A (m?) 2.1 2.3 2.1 2.1
Sy—m. - 0.9 - 0.82
Smioglobina - 0.5 0.625 0.37
¢ (mv)* -25 -5 -20 -
Kuf (mr/n-mmug) 41 76 46 85

L https:/ /www.toray-medical.com /en /products/dialysis.

2 http://fmc-au.com/pdf/machines/FX %20CorDiax.pdf.

3 https:/ /www.nipro-group.com/en/products-services /surefluxtm.
4 https:/ /renalcare.baxter.com/products/polyflux-h.

§ Ref. (115).

I Ref. (124).

 Refs. (128, 129).

" Adaptado de la Ref. (118).

1.4.3. Marcadores de eficiencia depurativa y dosis de hemodialisis

Ademids de las propiedades intrinsecas de las membranas de hemodidlisis, es fundamental
validar marcadores de eficiencia para poder evaluar la eficacia depurativa del tratamiento
de hemodialisis en el paciente. En este sentido hay dos pardmetros fundamentales que se

emplean en la practica clinica.

Tasa de reduccién, (RR) La tasa de reduccién o reduction ratio es un sencillo
indice que relaciona la concentracién sérica inicial (Cpre) y final (Cpost) en el

paciente para un determinado soluto. Se calcula como:

Cpre

RR = ZP¢
Cpost

(1.19)

Este indice se usa muy extensamente ya que permite determinar de manera sim-
ple en qué medida se ha reducido la concentraciéon de una sustancia en sangre.
Ademaés se puede emplear para la comparacién directa de eficiencias depurati-
vas entre diferentes configuraciones de tratamiento. Sin embargo presenta dos

claros inconvenientes. En primer lugar no considera la posible redistribucién de
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fluidos al finalizar el tratamiento dialitico. Por ello, los valores Cp,s para molécu-
las de mediano y alto PM suelen corregirse mediante la relacién establecida por
Bergstrom y Wehle (130). Ademds, este indice ofrece una informacién muy frag-
mentada del rendimiento depurativo de un tratamiento ya que reporta valores
individuales para cada molécula. Hasta la fecha no hay un marcador sencillo que

aune las propiedades depurativas en un amplio rango de pesos moleculares.

Dosis de didlisis, (Kt/Vyrea) El producto entre el aclaramiento (K), el tiem-
po de didlisis (t) y su divisién por el volumen de distribucién de la urea (Viyeq)
permite calcular un parametro adimensional que se ha mantenido en uso durante
décadas como el estandar de dosis de la didlisis (131). Este valor indica la fraccién
del volumen de distribucién de urea completamente depurado. El cédlculo de este
pardmetro se obtiene de las ecuaciones porpuestas por Daurgirdas (132) sobre la
base de las concentraciones pre y post tratamiento (ecuacién 1.20) y tiene en con-
sideracién el catabolismo proteico, (PCR), relacionando la ingesta de proteinas

con la generacién de urea (133-136).

Core
Kt/Vyrea = —In ( e 0,008t) + (4 -35 (1.20)

post

Cyre \ UF
Cpost w

En la ecuacién anterior, los valores de Cpre y Cpost son las concentraciones de
urea al inicio y al final del tratamiento, ¢ es el tiempo de didlisis (en horas), UF
es la pérdida de volumen o ultrafiltracién y W es el peso post-diélisis (peso seco
o tedrico). Atn asi, cabe senalar que esta formulacién puede depender del acceso
vascular propuesto (137). Ademds, se ha estimado clinicamente que la concen-
tracién de urea se re-equilibra entre tejidos aproximadamente a los 30 minutos
de terminar el tratamiento (138). Para corregir las posibles inteferencias en el
célculo, se propuso el pardmetro equilibrado de Kt/Vyyeq (0 eKt/V) utilizando
como medida Cp,s la concentracién de urea una vez transcurrido este tiempo de
equilibrio (139-141).

En el ambito de la la aplicacién clinica, las recomendaciones derivadas del estudio
HEMO (142), precisaban de un valor de Kt/Vy ¢, superior a 1.2 (143) para garan-
tizar una adecuada dosis de dialisis en pacientes con regimenes de 3 sesiones por
semana, valor que sigue vigente en la actualidad (144). Recientemente y debido
al uso de membranas y modalidades de didlisis cada vez més eficientes, algunos
autores plantean la evolucién de este pardmetro como indicador de dosificacién
(145-147) ya que no ofrece informacién de la eficiencia depurativa de moléculas

de mediano y alto peso molecular.

En referencia al pardmetro Kt/Vy,eq, cabe resaltar que algunos proveedores de

sistemas de dialisis ofrecen en sus monitores diversas técnicas no invasivas para
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determinar su valor en tiempo real. En este sentido, el sistema OCM® (Onli-
ne Clearance Monitor) (148) de Fresenius Medical Care utiliza dos sondas para
medir la conductividad del cloruro de sodio (NaCl, peso molecular 58 Da) y asi
determinar su dialisancia en el liquido de didlisis. Al tener un tamafio aproxi-
mado a la urea (60 Da) se les asocia un aclaramiento similar. En el caso de los
monitores de BBraun, un espectrémetro calibrado de ultravioleta (Adimea®) re-
gistra continuamente la absorbancia de un haz de luz permitiendo asi determinar
la cantidad de urea presente en el liquido de diélisis efluente (149). Estos siste-
mas permiten la obtencién experimental del valor K, que junto con el tiempo de
tratamiento transcurrido ¢ y el volumen de distribucién V,..q, obtenido de datos
antropométricos del paciente, permite el calculo de Kt/V,eq sin necesidad de

realizar analiticas en cada sesién de dialisis.

Finalmente cabria puntualizar en este apartado que algunos autores sugieren el
empleo del factor Kty no de Kt/V,,eq como marcador més robusto de dosis de
dialisis debido a la intrinseca incertidumbre anadida en la medida del volimen
de distribucién de la urea (150, 151).

1.4.4. Modalidades de hemodialisis

Existe una amplia variedad de modalidades de administracién del tratamiento dialitico,
ya sea para un paciente agudo o crénico mediante terapias continuas o intermitentes (152
154) cada una con sus ventajas e inconvenientes. Sin embargo, todas estas modalidades
tienen un esquema comun ya descrito en la Figura 1.3 y sélo se distinguen dependiendo
de la aplicacién (o no) de un bafnio de didlisis, del flujo de sangre operativo, del régimen
convectivo utilizado o del perfil depurativo de la membrana utilizada. En este sentido
existen tres modalidades claramente diferenciadas que son la hemodidlisis de alto flujo
(HD), la hemofiltracién (HF) y la hemodiafiltraciéon (HDF). Este trabajo hace especial
énfasis en las dos modalidades mayormente empleadas en los pacientes cronicos en el centro
de Dialisi i Recerca Aplicada Clinic (DIRAC), que son la HD y la HDF post-dilucional,

en un régimen de unas 4 a 5 horas de tratamiento, tres dias por semana.

1.4.4.1. Hemodialisis de alto flujo, HD

En esta modalidad de tratamiento, el intercambio de solutos se produce primordialmen-
te por difusién pasiva entre el compartimento sanguineo y el bano de dialisis. Asi, los
parametros que mas repercusién tienen son los flujos de sangre y de dializado Qp y Qp.
Como ya se ha comentado anteriormente, la disposicién de estos flujos en sentidos opues-
tos se establece para mantener el gradiente de concentraciones a lo largo del dializador,

aprovechando asi toda la longitud del capilar en el intercambio (155, 156).
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Diferentes estudios se han focalizado también en establecer la relaciéon de los flujos de
sangre y dializado sobre parametros como el K, KoA, Kt/Vyreq 0 la depuraciéon de pe-
quenas y medianas moléculas (157-159). Estos estudios han dado como resultado que el
incremento del flujo de sangre tiene mayor repercusién sobre los marcadores de depuracién
si bien podria comportar la presencia de microburbujas (160) mientras que un aumento
en el flujo de dializado influye modestamente en la depuracién de moléculas de mediano
peso molecular (161). Hay que resaltar que un incremento en el Qp produce un signifi-
cativo consumo de agua por tratamiento. En este sentido, el compromiso entre eficiencia

depurativa y coste se establece para una tasa Qp/Qp entre 1.2-1.5.

Otros autores han intentado optimizar esta modalidad de tratamiento explotando la varia-
cién de variables como la temperatura del dializado y su implicacién tanto el la prevencién
de la hipotensién intradislisis como sobre la eficiencia depurativa, obteniendo resultados
més modestos (162, 163) o incluso mediante la implementacién de vibracién mecanica con

el objetico de mitigar los efectos obstructivos (164, 165).

Si bien la HD es una modalidad primordialmente difusiva, se precisa la aplicacién de una
ligera sobrepresion a fin de inducir un flujo de ultrafiltracién Qur necesario para reducir
el volumen de sobrehidratacién (UF') y controlar la volemia del paciente. En este sentido,
los monitores de hemodidlisis permiten establecer perfiles individualizados de la tasa o
flujo de ultrafiltracién (166, 167).

Por tltimo cabria mencionar que una de las principales limitaciones de la hemodialisis de
alto flujo es su reducida depuracién de toxinas urémicas situadas en el rango medio de
pesos moleculares (entre 12 y 30 kDa) en comparacién con técnicas convectivas como la
hemodiafiltracién post-dilucional (168-170), siendo esta tltima, la configuracién preferente
para un 6ptimo tratamiento depurativo. Aun asi, la reciente incorporacién de membranas
de mediano punto de corte (medium cutoff, MCO) (171-173), con un tamano de poro
incrementado y su implementacién en la denominada hemodidlisis extendida (174, 175),
ha permitido optimizar el rango de PM de las toxinas eliminadas eficazmente mediante
técnicas puramente difusivas, evitando asimismo una excesiva depuracién de albimina
(176-178).

1.4.4.2. Hemodiafiltraciéon, HDF

Esta modalidad de tratamiento emplea de manera simultanea difusién y alta conveccién
que promueve una significante tasa de ultrafiltracién, incrementando la depuracién de
toxinas por arrastre. En este sentido, los capilares son sometidos a una considerable so-
brepresién, produciendo un elevado flujo de agua plasmética ultrafiltrada (Qur ~ 100
mL/min). Por ello y a fin de evitar la pérdida excesiva de volemia, un flujo de restitucién
(flujo de sustitucién o de infusién, @Q; < Qur), con la misma composicién que el bafio

de didlisis, se anade al circuito sanguineo. Esta infusién se puede realizar en alguno de
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los tres puntos méds relevantes del circuito de sangre; antes de su llegada a la membrana
(pre-dilucional) (179), en el interior de la membrana (mid-dilucién (180)) o después de
su paso por el filtro (post-dilucional), obteniendo el tratamiento post-dilucional, mejores
resultados en multiples estudios en cuanto a depuracién de toxinas de medio y alto peso

molecular (181-184), asi como de toxinas unidas a proteinas (185, 186).

Ademis, con la finalidad de estandarizar el efecto de la conveccion en diferentes pardmetros
clinicos, se definié el concepto de volumen convectivo (C'V') que representa el volumen total

ultrafiltrado por sobrepresion:

CV=Qurt=Q; t+UF (1.21)

Este volumen convectivo se ha propuesto como indicador de supervivencia en los trata-
mientos de hemodiafiltracién y varios ensayos clinicos de importante relevancia (187, 188)
han puesto de manifiesto que un C'V mayor de 20 L/sesién (189, 190) estd asociado a

mayor tasa de supervivencia en los pacientes en hemodidlisis.

Asi, la consideracién de un tratamiento de HDF esta definido por el uso de un hemodia-
lizador de alta permeabilidad, i.e., con un Kuf > 20 mL/h/mmHg/m? y un coeficiente
de cribado S > 0,6 para la S3-microglobulina ademés de ofrecer un C'V mayor del 20 %
de la sangre procesada (SP), definida como el producto del flujo de sangre y el tiempo de

tratamiento:

SP=Qp-t (1.22)

Sin embargo, hay ciertos inconvenientes asociados a la HDF. Uno de ellos supone la signi-
ficativa depuracion o pérdida de albimina al usar membranas de alto flujo en tratamientos
convectivos (191, 192), alterando el balance de esta molécula y pudiendo desencadenar en
hipoalbuminemia considerada como predictor de mortalidad (193, 194). Si bien no hay un
consenso claro en el méximo tolerable de depuracién en tratamientos de didlisis (195, 196),
se sugiere que este valor sea inferior a 4 g/tratamiento (197) para un régimen de tres tra-

tamientos semanales.

Ademas, otro efecto adverso es la sustancial hemoconcentracién en el dializador produci-
da por la aplicacién de un alto régimen convectivo sobre las paredes capilares, pudiendo
desencadenar una elevada ratio de poros obstruidos o incluso la coagulacién y colapso del
hemodializador (198). Es sencillo analizar el impacto que desempena la relacién entre el
flujo de sangre Qg vy el flujo ultrafiltrado Qyr sobre el incremento de hematocrito en la

longitud de la membrana de dialisis (199).
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En primer lugar, el flujo de ultrafiltracién Qupr vendra descrito, en el caso convectivo,

CcOomao:

Qur = Qi+ (UF/t) (1.23)

Este valor tendra una repercusion directa sobre la diferencia de hematocritos a la entrada
(Ht;) y salida (Htoyut) del hemodializador, descrito mediante (200):

1_QUF

1
Ht oy = Ht; () (1.24)

Cabe resaltar, como ya se ha expuesto en la seccion 1.4.2.4.1, que la variacién del hemato-
crito provocara un cambio sustancial de la viscosidad sanguinea y, por tanto, repercutira

suele estar limitada en los monito-

en su mecanica como fluido. Por ello, la relacién

B
res de didlisis a un méximo de 30 % por razones de seguridad (201), ademds de evitar la
hiperviscosidad (202, 203).

En este sentido, los efectos producidos por la hemococentracion se describen, de manera
mucho mas detallada, mediante modelos de filtracién interna (204-207), pudiendo predecir
matematica y experimentalmente los perfiles de hematocrito, proteinas y flujos de sangre,

dializado y ultrafiltrado a lo largo del capilar.

1.4.5. Matrices para experimentacion in vitro

A fin de explorar las propiedades depurativas de los filtros existentes o de evaluar la eficacia
de nuevos disenios de membrana, es habitual el empleo de sistemas in vitro que permiten
someter al hemodializador a parametros extremos, evitando los posibles riesgos para el
paciente. En este sentido, la hemodialisis simulada o sham esta constituida habitualmente
de un recipiente contenedor donde se anade una matriz cargada de solutos o moléculas
de los que se desea obtener su cinética de depuracién. Las matrices habitualmente més

empleadas se describen a continuacién

1.4.5.1. Solucién salina

Supone una matriz de sencilla implementacién, aplicando una solucién isoténica salina
donde se anaden las moléculas a estudiar con una concentracién inicial determinada. Sus
ventajas son: la facilidad de obtencién y manipulacién, precio asequible e innecesaria an-
ticoagulacion. Se ha usado, por ejemplo, para el analisis de la interaccidn entre el sistema
extracorpéreo y endotoxinas (208) y también en medicamentos (209, 210). Un inconve-
niente es su baja presion oncética como consecuencia de la nula presencia de proteinas,
eritrocitos u otras sustancias que se encuentran en la sangre pudiendo resultar en la so-

breestimacién de la depuracion.
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1.4.5.2. Sangre de procedencia animal

Una matriz tradicionalmente muy utilizada es la sangre procedente de animales. En par-
ticular, el uso de sangre bovina o porcina como matriz precursora ha sido extensamente
utilizada (211-218) para evaluar la eficiencia del sistema extracorpéreo. Sin embargo este
tipo de matriz tiene algunas contrapartidas. Las méas destacadas suponen su menor traza-
bilidad en el caso de provenir de mataderos con diferentes protocolos o un coste moderado

o elevado si se adquiere de distribuidores certificados para experimentacién.

1.4.5.3. Sangrias terapéuticas o flebotomias

El uso de sangre para experimentacién procedente de sujetos sanos estd muy regulado por
los Comités de Etica de cada centro, ya que es totalmente prioritario su implementacién
en el sistema de salud a fin de obtener todos los derivados sanguineos ttiles en la practica

hospitalaria (eritrocitos, plasma, plaquetas...).

Las flebotomias o sangrias terapéuticas son tratamientos aplicados en diferentes etiologias.
En particular, las flebotomias se suelen aplicar habitualmente en pacientes diagnosticados
de hemocromatésis (219) (exceso de hierro en sangre) o de poliglobulia (220) (mayor
numero de eritrocitos de lo normal). El contenido de estas sangrias no estd totalmente
regulado para uso terapéutico y por tanto se desecha, lo que no impide su uso en sistemas
experimentales. Por ejemplo, se ha utilizado este tipo de matrices en la determinacién in
vitro de la interaccién entre el sistema extracopdreo y medicamentos en fase experimental
(221). Sin embargo, uno de los posibles inconvenientes de este tipo de matrices es la
insuficiente cantidad inicial de toxinas urémicas al ser obtenidas de pacientes sin afectacion

renal.

1.4.5.4. Restituciéon de plasma urémico con hematies expirados

Una opcién para los pacientes en espera de trasplante renal y con incompatibilidad he-
molitica ABO, es la aplicacién de la plasmaféresis terapéutica a fin de reducir significati-
vamente los niveles de anticuerpos y asi evitar el rechazo (222). En esta plasmaféresis, la
sangre se separa en plasma y componentes celulares, siendo la fraccién plasmaética (entre
4 y 5 litros) rechazada y restituida a su vez mediante una solucién coloidal. Al provenir
de un paciente urémico, este plasma contendra niveles significativos de toxinas urémicas

si bien con menor carga proteica (223).

Ademsds, anadiendo un componente eritrocitario se podria obtener una matriz precursora
lo méas semejante a la sangre de paciente urémico. Una alternativa muy apropiada es el
uso de concentrados de hematies expirados (considerando el limite de expiracién cuando
la hemdlisis del concentrado supera el 0.8 % (224) y que dependera del medio conservante
utilizado, siendo de 35 dias para la solucién citrato, fésforo, dextrosa y adenina, 'CPD-A’
(225) y 42 dias para salino, adenina, glucosa y manitol, 'SAG-M’ (226, 227)).
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Por todo lo anterior, la unién de recambios plasmaticos y concentrados de hematies fuera
de plazo para su uso en el circuito asistencial, permite obtener una matriz precursora muy
similar a la sangre de paciente urémico, utilizando productos de deshecho o no aptos en

la practica clinica.

1.5. Modelizacion de la cinética de toxinas urémicas en he-
modialisis

Con la instauraciéon de la hemodialisis en la practica clinica habitual surgié entre los
nefrélogos las posibles estrategias para optimizar el tratamiento de acuerdo con las di-
ferentes variables disponibles como el flujo de sangre y de dializado, la duracién de la
sesion o las caracteristicas del dializador. Para ello se establecié un marco tedrico sélido y
consistente basado en la formulacién de ecuaciones de conservacién de masa en sistemas
compartimentalizados (228-230) que permitia la prediccién de la cinética de depuracién

global de diferentes moléculas y la eficiencia del tratamiento.

1.5.1. Modelo monocompartimental

El primer modelo riguroso aparece como la descripcién cinética aplicada a la urea (231-
234), basada en un modelo de un solo compartimento. Este modelo asume el volumen de
distribucién de la urea (Vy,eq) como el volumen total de agua corporal (aproximadamente
un 56 % del peso seco o peso tedrico (235)) con una concentracién homogénea (C'), donde
la generacién (G) proviene exclusivamente del catabolismo proteico y la depuracién se
considera (matemdaticamente) de primer orden y estd representada por dos términos: el

aclaramiento del dializador (Kp) y la posible depuracién renal residual (Kg).

La variacién de la concentracién (es decir su cinética de depuracién), se puede describir

mediante la ecuacion de conservacién de masa siguiente:

avao)
dt

=G - (Kr+ Kp)C (1.25)

Asumiendo ademds una variacién negligible de volumen (dV~0) y agrupando K = Kp +

Kp, la solucién general es:

C(t) = Cpexp~ quitea + % (1 —exp Vfria) , (1.26)

donde Cj es la concentracion inicial. La ecuacién 1.26 permite calcular la concentracién
de soluto en cualquier instante de tiempo durante el tratamiento dialitico siempre que se
conozca o se estimen los valores de aclaramiento, generacién y volumen de distribucién.

La solucién general, asumiendo variacién de volumen, se puede consultar en el Anexo 1.
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Ademids, la generacion suele ser muy inferior a la depuracién de urea, pudiendo asumir

entonces % ~ 0. Por consiguiente es posible simplificar la solucién a la expresion:

Kt

C(t) = Coexp Vurea (1.27)

Esta solucién describe la cinética de la urea como una caida exponencial de la concentracién

marcada por el término Vﬁia (236).

1.5.2. Modelo bicompartimental

El modelo monocompartimental ha sido exhaustivamente aplicado a la cinética de la urea
con relativa exactitud. Esto es debido en gran medida, como ya se ha comentado, a que la
urea es una molécula que presenta una rapida redistribucion entre tejidos, cuya duracion

no supera los 30 minutos post-dialisis.

Sin embargo, para otras toxinas, una vez terminada la sesién de didlisis aparece un incre-
mento abrupto de su concentracién en sangre. Fisiolégicamente, este fenémeno de ’rebote’
se atribuye al desequilibrio de concentraciones producido entre los tejidos con facil acceso
a la depuracién en el dializador y tejidos que presentan cierta resistencia a la difusion

(secuestro) de estas moléculas (237).

En consecuencia, para la descripcion del modelo fisiolégico propuesto, se precisa la consi-
deracién del volumen total de distribucién (V) compuesto a su vez de dos sub-voliimenes,
siendo uno de ellos (V) el que tiene acceso a la depuracién del dializador K4, mientras que
el otro volumen (V;) actia como reserva, aportando solutos por difusién a V, mediante
el denominado coeficiente de paso intercompartimental K. (Figura 1.9). Este coeficiente
representa el promedio de flujo difusivo entre todos los posibles tejidos de reserva para
una molécula dada. Ademas de lo anterior, se puede asumir un término de generacién en

cada uno de estos sub-volimenes (G; y G, respectivamente).

Asi, el balance de masa del modelo anterior plantea las siguientes ecuaciones:

WVeCe) _pe (0, — ) - 6KuCe + G
d(‘cfc,) (1.28)
# =— K.(C; — C,) + Gi,

donde el pardmetro § toma el valor de 1 o 0 para indicar la actuacién (o no) del hemo-
dializador durante la hemodidlisis y la post-didlisis respectivamente. Cabe resaltar que las
consideraciones de Vg, V; y V. dependeran de cada molécula a simular. Por ejemplo, en el
caso de la urea o creatinina, se ha supuesto tradicionalmente el V; como el volumen de agua
corporal y se ha asumido V; y V. como los voliimenes intra- y extracelular respectivamente
(238-242). Para moléculas como la [y-microglobulina, V; se asume como el volumen ex-

tracelular, siendo V; y V, el volumen intersticial e intravascular respectivamente (243, 244).
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Figura 1.9: Representacion esquematizada del modelo bicompartimental.

El modelo bicompartimental permite no solo la prediccion del efecto rebote sino ademas
la descripcién de su perfil (incremento de concentracién respecto Cp,g y duracién en el
tiempo) para cada molécula a analizar (245-247). Adicionalmente este tipo de modelos
han sido empleados también para la estimacién de parametros cinéticos de toxinas con
adhesién proteica (248), de antibidticos (249, 250) y otros farmacos (251).

1.5.3. Otros modelos

Como ya se ha detallado, los modelos bicompartimentales han sido utilizados extensiva-
mente como una buena aproximacién para estimar la cinética de depuracién de una amplia

variedad de moléculas durante la hemodiédlisis.

Una formulacién ain mas fisioldgica del modelo bicompartimental se puede encontrar
en los denominados modelos regionales (RBF). Estos modelos dividen los dos voliimenes
asumidos en el modelo bicompartimental segtiin el régimen de perfusién sanguinea de los
tejidos (Figura 1.10), ya que permiten considerar érganos con un pequeno porcentaje del
volumen de distribucién pero que reciben alta perfusién (e.g., corazén, higado o rinén) y
otros 6rganos de mayor volumen pero con menor irrigacién (piel, tejido éseo o muscular),
fenémeno que tendrd relacién directa con la cinética de depuracién (252-254). Ademds,
los modelos RBF permiten anadir como pardmetros cinéticos tanto el gasto cardiaco como

las recirculaciones cardiopulmonar y del acceso vascular.

La continuacién légica en cuanto a la modelizacion global de la cinética de toxinas urémicas
durante la hemodidlisis supone asumir cada compartimento como una entidad fisiologica.

Este planteamiento es a priori aplicable (255, 256) pudiendo describir matematicamente la
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Figura 1.10: Esquema del un modelo regional aplicado a la S2-microglobulina. El volumen
total de distribucion se asume como el volumen intersticial y plasmatico, divididos a su vez
por zonas de alta y baja perfusién sanguinea (subinidces h y [ respectivamente). Nétese la
inclusién de variables fisiolégicas como el gasto cardiaco (CO), la recirculaciéon pulmonar
(Qcr) o del acceso vascular (Qqr). V. Maheshwari et al. Annals of Biomedical Engineering,
39(12):2879-2890, 2011 (con permiso de reproduccion).

variacion en la concentracién para un sistema multicompartimental de la siguiente manera:

aci 1 & av; .
=7 Gi+;Kij(CjCi) <Ko¢+dt> Cili=1--,n, (1.29)
JFi

donde V; y dV; son el voliimen y su variacién, G; la generacién y Ky, el aclaramiento propio
de cada compartimento considerado. El factor K;; considera todas las posibles transferen-

cias entre compartimentos (excluyéndose a si mismo).

Sin embargo, la formulaciéon compartimental presenta dos importantes inconvenientes. En
primer lugar, todos los modelos compartimentalizados dependen tanto de los voltimenes
de distribucion como de los sub-volimenes considerados. El valor de estos no siempre
es conocido o de facil interpretaciéon anatomica y, por tanto, son susceptibles de conte-
ner cierta incertidumbre en sus valores. Ademds de lo anterior, considerar un ndmero
elevado de compartimentos llevaria a la sobredimensionalizaciéon del modelo. A modo de
ejemplo, un modelo de n compartimentos estd asociado a n(n + 4) variables y pardme-
tros (entre volimenes, concentraciones, generaciones, aclaramientos y transferencias entre
compartimentos). Por ese motivo, sistemas con un niimero superior a tres (257) o cuatro
compartimentos (258) son raramente utilizados debido a la gran cantidad de variables y

parametros a determinar y su incertidumbre asociada.
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2. Hipotesis

Tanto el material como la disposiciéon estructural y distribucién de poros de las fibras
capilares de las que se componen los diferentes hemodializadores utilizados en la préactica
clinica, asi como las diferentes configuraciones de tratamiento disponibles, suscitan una
exploracién en profundidad de varios aspectos relacionados con la interaccién entre la san-
gre y el sistema extracorporeo como la depuracién y la adsorcién de un amplio espectro de
toxinas urémicas asi como el efecto de la conveccion, pudiendo realizar este andlisis desde
un abordaje multidisciplinar, partiendo de la investigacién bésica (In vitro), la aplicacién
clinica (In vivo), asi como de la modelizacién numérica (In silico). Por todo ello se plan-

tean 2 hipétesis globales a desarrollar.

1- La elevada conveccion aplicada en tratamientos de hemodiafiltracién post-
dilucional tiene una significativa repercusion sobre las capacidades depurativas
de diferentes membranas de hemodialisis. Sin embargo, la fuerte hemoconcentra-
cion a lo largo del dializador puede estar asociada a una mayor tasa de adsorcién
de moléculas de mediano y alto peso molecular, en especial proteinas plasmaticas,
incrementando asi la depuracién de toxinas con adhesién proteica. Por contra, es-
ta elevada adsorcion puede desencadenar en la obstruccién parcial o total de los
poros de la membrana de hemodidlisis, reduciendo en gran medida su eficiencia
depurativa. Toda esta interaccién dependera asimismo de la carga proteica de la

matriz empleada.

2- La descripcion matematica de la cinética de moléculas en hemodialisis se basa
habitualmente en la implementacién de modelos difusivos compartimentales. Es-
tos modelos dependen muy fuertemente de los voliimenes de distribucion de cada
soluto asi como los atribuidos a cada compartimento. La implementacién de un
modelo matematico que pueda reproducir la misma cinética de depuracion y es-
tablecer parametros cinéticos comparables sin la necesidad de conocer el volumen

de distribucién de cada molécula analizada, ofreceria una interesante alternativa.
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3. Objetivos

Objetivo principal

El objetivo principal de este trabajo es analizar detalladamente los efectos de la conveccién
aplicada en hemodializadores de alto flujo sometidos a tratamientos de hemodiafiltracion
en linea post-dilucional sobre la capacidad depurativa de diferentes toxinas urémicas de-
pendiendo de la matriz empleada. De este objetivo global se desprenden los objetivos

especificos siguientes:

Objetivos especificos

Objetivo 1. Analizar la viabilidad de la restitucion de recambios plasméticos de
paciente urémico con concentrados de hematies expirados como matriz urémica

precursora en un sistema de hemodialisis simulada.

Objetivo 2. Evaluar las propiedades depurativas de hemodializadores de dife-
rente material y estructura sometidos a tratamientos convectivos y no convecti-
vos, con especial énfasis en las propiedades adsorptivas y su repercusién sobre
los efectos obstructivos. Proponer y validar un indice de depuracién global como
resumen de la eficiencia depurativa sobre toxinas urémicas de mediano peso mo-

lecular para cada hemodializador utilizado.

Objetivo 2a. Evaluacion en una matriz in wvitro.

Objetivo 2b. Evaluacién en pacientes crénicos en hemodialisis.

Objetivo 3. Desarrollar y validar un modelo cinético difusivo unidimensional
con independencia de volumenes de distribucion. Evaluar la prediccion de la
cinética de depuracién de diferentes toxinas urémicas en tratamientos de hemodia-
filtracion post-dilucional de alta y baja conveccién. Comprobar su compatibilidad

con modelos cinéticos bicompartimentales.
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4. Resumen de los resultados propios de

cada objetivo

4.1. Objetivo 1. Validar la restitucién de plasma urémico
con hematies expirados como matriz precursora en tra-

tamientos de hemodialisis sham

Justificaciéon del objetivo

La interaccion entre los hemodializadores y el sistema extracorpéreo de hemodialisis se sue-
le analizar basandose en tratamientos simulados o didlisis sham. Las matrices empleadas
habitualmente son suero fisiolégico, sangre completa de procedencia animal o de volunta-
rios sanos. La restitucién de recambios plasmaticos de paciente urémico con concentrados
de hematies expirados puede ofrecer una atractiva alternativa de muy bajo coste como
matriz precursora y cuya ventaja reside en la composicién de niveles significativos de una
plétora de toxinas urémicas. Sin embargo una prolongada conservaciéon de los hematies
incrementa significativamente la hemolisis. La validez y estabilidad de esta matriz en el

circuito extracorpéreo no ha sido detallada hasta la fecha.

Material y métodos

Cinco recambios plasmaticos de paciente urémico en espera de trasplante ABO icom-
patible fueron cedidos por el departamento de Hemoterapia y Hemostasia del Hospital
Clinico de Barcelona donde se analizaron, en el momento de su adquisicion, los niveles
de fs-micrglobulina, mioglobina, prolactina, a;-microglobulina y albiimina. Asimismo, se
obtuvieron diversas unidades de concentrados de hematies conservados en suspensién de
SAG-M y fuera de plazo para su uso asistencial (>42 dias). Tanto los recambios plasmati-
cos como las unidades de concentrados de hematies se conservaron a 4 °C hasta su uso

experimental.

La tasa de degradacién del componente plasmatico (AC) y su significacién estadistica se
estimé re-analizando los niveles de las moléculas propuestas a las 16 semanas posteriores
a su obtencién, pudiendo comparar asi las concentraciones inicial y final mediante el test

no paramétrico de Wilcoxon para datos pareados.
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Resumen de los resultados propios de cada objetivo

Para evaluar la interaccién entre los eritrocitos expirados y el sistema de hemodidlisis, se
realizaron, cada 7 dias desde la fecha de expiracién, tratamientos simulados de hemodiélisis
uniendo 125 mL de cada recambio plasmético (625 mL en total), 500 mL de concentrados
de hematies (2 unidades de grupo sanguineo coincidente) y 2 mL de heparina sédica
(aportando 1000 UI), todo ello en un recipiente estanco, equipado con 2 agujas para fistula
(BBraun 17G) manteniendo moderada agitacién y una temperatura de 37 °C . Previamente
a la conexion al sistema extracorporeo, se determiné manualmente el hematocrito inicial
de la matriz restituida mediante la centrifugacion de capilares. A continuacion, se procedid
a la realizacion de tratamientos simulados de hemodiafiltraciéon post-dilucional utilizando
parametros habituales (Qp=400 mL/min, Qp=600 mL/min, @;=134 mL/min, UF=10
mL y t=1 hora) empleando el hemodializador Fx-60 Cordiax y anotando el nimero de

incidencias (activaciones) relacionadas con el sensor de turbidez en el circuito de dializado.

Resultados

La realizacién de la restitucién propuesta resulté en una matriz con un hematocrito inicial
del 33+3 %. La degradacién mensual de las diferentes moléculas analizadas en los recam-
bios plasmaéticos (expresada como promedio + desviacién estdandar) resulté no significa-
tiva para la S-microglobulina (AC=0.01+0.06 mg/L/mes, p=0.593), prolactina (AC=-
0.02£0.06 ng/mL/mes, p=0.686) y albimina (AC=0.54+0.5 g/L/mes, p=0.102), mientras
que si se detecté una marcada reduccién de la concentracién mensual para la mioglobina
(AC=-0.5£0.5 ng/mL/mes, p=0.043) y la aj-microglobulina (AC=-1.9£1.6 mg/L/mes,
p=0.043).

En cuanto a la estimacién indirecta de la hemdlisis inducida en los eritrocitos y su via-
bilidad en el sistema extracorpoéreo, el numero de alarmas detectadas por el sensor de
turbidez en el circuito de dializado resulté en un nimero inferior a 2 para concentrados
conservados entre 42 y 70 dias (Figura 4.1). Mds alld de esta horquilla, el niimero de alar-
mas incrementé de manera exponencial hasta un nimero superior a 10, rebasados los 80

dias de conservacion.

Conclusion

La unién de recambios plasmaticos de paciente urémico y concentrados de hematies expi-
rados, conservados ambos a 4 °C, es una matriz con validez y estabilidad suficiente para
ser utilizada en ensayos que necesiten hemodidlisis simulada siempre que sea utilizada
dentro de los 30 dias posteriores a la expiracién de los eritrocitos. Mas alld de este rango,
la hemdlisis detectada por el sensor éptico de turbidez en el circuito de dializado hace

impracticable el tratamiento por detenciones continuas en el procedimiento.
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Figura 4.1: Hemdlisis de los concentrados de hematies segin Makroo et al. y nimero de
fugas de sangre detectadas en funcién de los dias de almacenaje. Se ha senialado también
la maxima hemdlisis permitida (MHP) (datos no publicados).

Publicacion relacionad con este objetivo

Assessment of removal and adsorption enhancement of high-flux

hemodialyzers in convective therapies by a novel in vitro uremic matrix.

Sci Rep 10, 17403 (2020)

Miquel Gomez, Elisenda Banon-Maneus, Marta Arias-Guillén y Francisco Maduell.
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4.2. Objetivo 2. Evaluar las propiedades depurativas y ad-
sorptivas de hemodializadores de diferente material y
estructura, sometidos a tratamientos convectivos y no

convectivos

Objetivo 2a. In wvitro

Justificaciéon del objetivo

Los principios fisicos que gobiernan la depuracién de toxinas en los tratamientos de didli-
sis son la difusién, la conveccién y la adsorcién. Las propiedades adsorptivas de diferentes
membranas usadas en hemodidlisis se han obtenido exclusivamente en tratamientos prin-
cipalmente difusivos (HD) y evaluando tinicamente marcadores inflamatorios o proteinas
plasmaticas. La posible relacién entre la elevada dosis de conveccién empleada en trata-
mientos de HDF, su consiguiente hemoconcentracion y la influencia sobre la adsorcion de
solutos de medio y alto peso molecular asi como toxinas urémicas unidas a proteinas, no

se ha analizado en detalle.

Material y métodos

Se empled la matriz obtenida mediante la restitucién de recambios plasmaticos de paciente
urémico con concentrados de hematies expirados (Objetivo 1.) a fin de evaluar las pro-
piedades depurativas y adsorptivas de cuatro hemodializadores de diferente estructura y
material (polimetilmetacrilato PMMA, polisulfona PS, triacetato de celulosa TAC y co-
polimero de poliamida PA) pero superficie similar (~ 2.1 m?), sometidos a tratamientos de
dialisis simulada tanto en HD como en HDF post-dilucional con los siguientes parametros:
Q=400 mL/min, Qp=600 mL/min, ;=134 mL/min (0 en el caso de HD), UF=10 mL
y t=1 hora.

Se tomaron muestras pre-filtro al inicio del tratamiento y a los 10, 20 y 60 minutos a
fin de determinar los niveles de creatinina, So-microglobulina, mioglobina, prolactina, a;-
microglobulina y albiimina, asi como toxinas con adhesién proteica como el p-cresil (PCs)
e indoxil-sulfato (IS) y obtener la tasa de reduccién (RR), la masa extraida (Mez:) v la
estimacién de su aclaramiento (K) para cada configuraciéon de tratamiento. Ademds, se
extrajo de manera continua 60 mL de dializado para determinar la pérdida de albuimina
(Mgiq1). A la finalizacién del tratamiento, se aplicé a cada hemodializador un protocolo

de extraccién de toxinas para cuantificar la masa adsorbida (M,4s) de cada molécula.

Se calculé un indice global de depuracién (GRS) como valor integrado de la tasa de
depuracion de las diferentes moléculas analizadas (sin adhesién proteica) y valorando la

pérdida de albimina como marcador negativo definido como:
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Resumen de los resultados propios de cada objetivo

> RR;

GRS = — RRalbumina Z: 1, e 7]\[. (41)

Finalmente se relacionaron los resultados obtenidos con los supuestos mecanismos de

depdsito de acuerdo con los modelos posibles de obstruccion de poros.

Resultados

La superioridad depurativa de los hemodializadores de PMMA y TAC en el rango de toxi-
nas entre 12-30 kDa fue detectada por los diferentes marcadores de eficiencia analizados.
En primer lugar la tasa de reduccion RR resulté significativamente diferente para toxi-
nas con peso molecular superior a 12 kDa entre los cuatro hemodializadores utilizados,
alcanzando valores mas elevados para el mismo tipo de membrana en HDF respecto a HD,
y siendo superior en las membranas de simétricas PMMA y TAC en comparacion a las
asimétricas de PS y PA en la misma modalidad convectiva, tal como muestra la Figura 4.2.
En la misma linea, los hemodializadores simétricos resultaron en los valores mas elevados
de aclaramiento K respecto a las membranas asimétricas para la mioglobina, prolactina y
ap-microglobulina en HD y HDF (Tabla 4.1).

1 = = = -
0.8 | |
o
e
S 06 .
o 8
(3] '
=] '
e *
o LN
() L L 1
8 %41 pMMA-HDF e
a TAC-HDF —>—
- PS-HDF +——1 ]
02 PA-HDF i
PMMA-HD :--e--- 5
TAC-HD :--x---
PS-HD :--a--- k.
ol PA-HD g J
| | | | | | T |
& xO X .(\0 < R .(\0 &
;&\\o & & & & ¢ fa‘}\o & 'f\o
& »> A &° & © &° N
d & M d & Q 9
o & & &
< L S
XV I

Figura 4.2: Tasa de reduccién obtenida para cada toxina segin el hemodializador y
la modalidad convectiva. La significacién estadistica se ha obtenido mediante el test de
ANOVA de un factor.

En referencia a la depuracion, expresada como M., se detectaron valores similares para

la creatinina, So-microglobulina, PCs e IS en las cuatro membranas tanto en HD y HDF.
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En la Figura 4.3 se muestran la M.,; y M,4s para las diferentes toxinas segin la convec-
cién y membrana seleccionada. Para toxinas como la prolactina y la aj-microglobulina,
se obtuvieron valores significativamente diferentes de masa extraida, alcanzando las mem-
branas de PMMA y TAC los valores mas elevados respecto a las de PS y PA bajo la misma
modalidad convectiva, destacando resultados superiores en HDF respecto a HD para el

mismo tipo de hemodializador.

Tabla 4.1: Aclaramiento K en mL/min obtenido mediante ajuste exponencial en el de-
caimiento de la concentracion para diferentes toxinas urémicas y configuraciones de tra-
tamiento. La significacién estadistica (P) se obtuvo por el test ANOVA de un factor.

Creat. PCs IS [Bo-1m. Mio. Prol. o1-m.

PMMA  366+58 157+14 109+7 241+1 199+3 148435 49+11
TAC  458+140 163+14 133+18 202+£6 180+6  112+2 1945

HDE PS 381+70 160£28 115+14 24144  93£7 52+6 4+4
PA 312+25  131£21 94£13 182425 5249 2441 4+3

PMMA 313+18 1194£10 83+£5 194+1 95+5  140+£11 1242

HD TAC 304+26  135+£13  97+1 12749 1105 5947 945
PS 30023  131£19 97£16 178+16  52£7 23+3 243
PA 264+22 102£16 72£10 98+1 16+£1 7+3 0+1

P 0.025 0.003 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

En relacién a las propiedades adsorptivas, medidas mediante M,4,, se detectaron diferen-
cias entre hemodializadores, destacando elevados valores de M,4s para las membranas de
PMMA y TAC respecto a las de PS y PA, mientras que el efecto convectivo incrementé
muy ligeramente el valor de la masa adsorbida para el mismo tipo de membrana. La ex-
cepcion a este comportamiento se detectd en la negligible adsorcién de [e-microglobulina
a la membrana de TAC en ambas modalidades de tratamiento. No se logré determinar la
M,4s para la creatinina debido a la metodologia del procesado ni en PCs, IS y mioglobina

por las limitaciones del método de analisis en los eluidos.

En el caso concreto de la albtimina (Figura 4.4), las membranas de PMMA y TAC desta-
caron por significantes valores de depuracién y adsorcién. El efecto convectivo de la HDF
influyé6 muy marcadamente la depuracion en estas dos membranas, con un aumento des-
tacable de Mcyr v My;q, mientras que la M, 4, solo incrementé sustancialmente su valor

en el hemodializador de PS.

La eficacia depurativa de los diversos hemodializadores se resumié mediante el indice glo-
bal de depuraciéon GRS. En este sentido, las membranas asimétricas de PS y PA resultaron
en un incremento relativo de sus valores en HDF respecto a HD en un 4% y un 44 % res-
pectivamente (Tabla 4.2) indicando la mejora depurativa en tratamientos convectivos. Por
contra, la elevada depuracién de albimina de las membranas de PMMA y TAC penalizé

el valor obtenido, resultando en una sustancial reduccién de este indice.
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Figura 4.3: Promedio + desviacién estandar de la masa extraida M., (barras grises
sélidas, escala izquierda) y masa adsorbida M,4s (barras rojas rayadas, escala derecha)
para cada tratamiento. pe,t v Pads representan la significacion estadistica entre los valores
obtenida por el test de ANOVA de un factor.
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Figura 4.4: Promedio + desviacion estdndar de la Mgy v Mygs (izquierda) y de My;q
(derecha) para la albumina. Se indica también la significacion global entre valores.
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Tabla 4.2: Media + desviacién esténdar del indice de depuracién global (GRS) para
cada membrana y modalidad de tratamiento. La penalizacién debida a la depuracién de
albumina estd claramente reflejada en el minimo valor obtenido para la membrana de
PMMA en HDF.¢ p<0.05 vs. PMMA-HDF, ® p<0.05 vs. CTA-HD, ¢ p<0.05 vs. PA-HDF,
4 p<0.05 vs. PA-HD and ¢ p<0.05 vs. PS-HDF.

PMMA TAC PS PA

HDF  0.3840.08 0.75+0.02¢ 0.7340.04%  0.7240.03%b
HD  0.68+0.05¢ 0.824+0.02%%%¢ (0.704+0.03%"  0.50+0.09°

Publicacion relacionada con este objetivo

Assessment of removal and adsorption enhancement of high-flux
hemodialyzers in convective therapies by a novel in vitro uremic matrix.
Sci Rep 10, 17403 (2020)

Miquel Gomez, Elisenda Banon-Maneus, Marta Arias-Guillén y Francisco Maduell.

Comunicacion relacionada con este objetivo

- In vitro assessment of different material haemodialyzer clearance in high-flux haemo-

dialysis and on-line haemodiafiltration.

Miquel Gomez, Elisenda Banon-Maneus, David Badia, Raquel Ojeda, Marta Arias-Guillén
y Francisco Maduell. XLV Annual ESAO Congress, 12-15 Septiembre, 2018, Madrid.

Conclusiones

La HDF post-dilucional resulté en una mayor depuracién de toxinas urémicas de medio y
alto peso molecular en membranas de diferente estructura y material. Los filtros simétri-
cos de PMMA y TAC destacaron por alcanzar elevados valores depurativos, incluyendo
sustancial eliminacién de albimina, contraindicando por ello su uso en tratamientos con-

vectivos.

Todas las membranas estudiadas presentaron adsorciéon de moléculas en el rango de 12-
30 kDa siendo especialmente destacada en hemodializadores de PMMA y TAC, ambas
simétricas y con poro incrementado. Este resultado seria atribuible al depdsito de las
moléculas en la estructura porosa mediante el mecanismo de bloqueo estdndar. La con-
veccién ejercida en HDF incrementé muy ligeramente y de manera no significativa la
adsorcion detectada dentro del rango pesos moleculares analizados, representando tnica-

mente un maximo del 7% de la depuracién total.
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Objetivo 2b. In vivo

Justificacion del objetivo

Los resultados obtenidos en el Objetivo 2a. suponen una visiéon parcial de la relacién
de la conveccién con las capacidades adsorptivas de las membranas de hemodialisis al
haber utilizado una matriz in vitro con menor carga proteica en comparaciéon a la sangre
de paciente renal. En este sentido, se plante$ evaluar la depuracién y adsorcién de los
mismos filtros en un grupo de pacientes crénicos en hemodialisis. La interaccién entre la
sobrepresién en los capilares debido a la conveccién de los tratamientos de HDF y el posible
aumento de la adsorcion de toxinas urémicas en diferentes tipos de hemodializadores no
ha sido explorado en profundidad. Ademsds, la posible formacién de una capa proteica a
consecuencia de esta conveccion podria influir en la depuracion de moléculas con adhesién

proteica como el PCs e IS.

Material y métodos

Se reclutaron 24 pacientes crénicos en didlisis que realizaron, en la segunda de sus tres
sesiones semanales programadas, un tratamiento de HD o HDF post-dilucional usando uno
de los cuatro hemodializadores empleados en el Objetivo 2a. (PMMA, PS, TAC y PA),
siendo un total de 8 tratamientos por paciente. Se tomaron muestras pre-filtro al inicio y
al final del tratamiento a fin de determinar los niveles de creatinina, Be-microglobulina,
mioglobina, prolactina, aj-microglobulina, albimina y proteinas totales (PT), asi como
toxinas con adhesién proteica como el PCs y el IS. Se calculd la tasa de reduccién (RR) y
el valor del indice de depuracién global (GRS) para cada hemodializador y modalidad de

tratamiento empleado, definido en este caso como:

Zi RRZ - RRalbumina

GRS =
5

i=1,...,5. (4.2)

Al término cada sesién, se anotaron los valores obtenidos de los pardmetros més relevantes
del tratamiento como la ultrafiltracion, la pérdida de volumen, el flujo de dializado, la
presion transmembrana promedio, el flujo de sangre, el volumen de sangre procesada,
el tiempo de tratamiento, el flujo de infusion, el volumen de sustitucién, el hematocrito
y hemoglobina inicial y final asi como los valores de K, Kt y Kt/Vyyeq. Ademés, cada
hemodializador fue sometido al protocolo de extraccién de toxinas validado en el Objetivo
2a. y asi obtener los valores de M,q4s con el fin de relacionar los resultados obtenidos con

el material de cada filtro y la modalidad de tratamiento empleada.

Resultados

No se detectaron diferencias significativas de los valores pre-didlisis de las toxinas analiza-

das entre pacientes. En relacion al tratamiento, sélo resultaron significativos los parametros
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Resumen de los resultados propios de cada objetivo

estrechamente relacionados con la conveccién como la presion transmembrana, el flujo de
infusién, el volumen de sustitucién y los pardmetros de depuracion K, Kt y Kt/Viyrea,

obteniendo valores superiores en HDF respecto a HD para todos los hemodializadores.

A nivel depurativo, todas las membranas incrementaron la tasa de reduccién (RR) entre
un 10 y un 30 % para las moléculas en el rango de 12-30 kDa al pasar de la modalidad no
convectiva a HDF, siendo la membrana de PS la que alcanzo los més altos valores (Figura
4.5). La excepcién a este comportamiento se observé en el hemodializador de triaceta-
to de celulosa, que disminuyé su capacidad depurativa al ser utilizado en la modalidad
convectiva. En relacién a las moléculas con adhesion protéica, todas las membranas incre-
mentaron la RR del PCs e IS al ser sometidas a HDF. No6tese como la adhesién proteica
de estas toxinas resulté en una tasa de reduccién similar a moléculas de peso molecular
entre 20 y 30 kDa. Por ultimo, no se detectaron diferencias significativas en la tasa de
reduccién de albimina o de PT, alcanzado valores alrededor del 10 % independientemente

de la membrana y conveccién empleadas.
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Figura 4.5: Tasa de reduccion de diferentes toxinas en funcién de la membrana y convec-
cién empleada. La significacién estadistica se calculé mediante test de ANOVA de medidas
repetidas.

Los valores de RR se resumieron mediante el indice GRS (Figura 4.6), obteniendo todas
las membranas, excepto TAC, mayores valores de este indice en la modalidad convectiva
y destacando las membranas de PS y PMMA.
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Figura 4.6: Indice de depuracién global segin la modalidad de tratamiento. Se detalla
la significacién mediante pruebas pos-hoc de Bonferroni del test ANOVA de medidas
repetidas. ** p<0.001 vs. todas las membranas y tratamientos excepto PMMA-HDF,

* p<0.001 vs. todas las membranas en HD.

En cuanto a las capacidades adsorptivas, la Figura 4.7 muestra la M,4s para cada toxina,
hemodializador y modalidad de tratamiento. En el caso de la fBs-microglobulina, el hemo-
dializador de PMMA obtuvo resultados destacados, evidenciando la capacidad adsorptiva
de esta membrana hacia esta molécula. Notese, ademas, la ausencia de adsorcion hacia la
membrana de TAC. Para moléculas como la prolactina, la ap-microglobulina y la albtimi-
na, los resultados confirmaron diferentes perfiles de adsorcién, destacando una significante
adsorcién de prolactina y aj-microglobulina hacia la membrana de TAC mientras que no
se detectaron diferencias significativas entre los cuatro hemodializadores en cuanto a la

adhesién de albumina.

En relacién al efecto de la conveccion sobre la adsorcién, todas las membranas tendieron
a incrementar el valor de M4, al ser sometidas a HDF post-dilucional, resultando tnica-
mente significativo este incremento para la Sa-microglobulina en la membrana de PMMA

(p<0.01) y para la albimina en el hemodializador de PS (p<0.01).

En el caso concreto de las proteinas totales, la membrana de TAC destacé por su signifi-
cativa capacidad adsorptiva respecto a los demds hemodializadores tanto en HD (p<0.01
vs. PS, p<0.05 vs PMMA y PA) como en HDF post-dilucional (p<0.001 vs. PA, p<0.01
vs. PMMA y p<0.05 vs. PS).
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Figura 4.7: Masa adsorbida de cada toxina segiin membrana y modalidad de tratamien-
to. Los puntos representan las medidas individuales por paciente mientras que las cajas
expresan promedio (linea central) y desviacién estdndar (extremos).
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Publicacion relacionada con este objetivo

Distinct solute removal patterns by similar surface high-flux membranes in
haemodiafiltration. The adsorption point of view.
Blood Purification, (2021). DOI: 10.1159/000514936
Miquel Gomez, Elisenda Banon-Maneus, Marta Arias-Guillén, Néstor Fontseré, José

Jestis Broseta, Raquel Ojeda y Francisco Maduell.

Conclusiones

La HDF post-dilucional mejoré la depuracién de toxinas urémicas en el rango 12-30 kDa,
incluso aquellas con adhesién proteica, en todas las membranas excepto para TAC, cuyo

perfil depurativo decrecié en la modalidad convectiva.

A nivel adsorptivo, se constaté la notable adhesién de Bs-microglobulina en membranas de
PMMA mientras que se observo su ausencia en las de TAC. En general, todas las membra-
nas incrementaron su tasa de adsorcion al ser sometidas a HDF, si bien este incremento
no resulté estadisticamente significativo (salvo la prolactina en la membrana de PMMA y
las PT en el hemodializador de PS).

La membrana de TAC destacé por su alta adsorcién de PT. Este efecto no se acompand
de una incrementada depuracién de PCs e IS respecto a otros hemodializadores resultando
ademds en un peor perfil depurativo en HDF, indicando asi una importante obstruccién

de la estructura porosa.
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4.3. Objetivo 3. Desarrollar y validar un modelo cinético

difusivo unidimensional

Justificacion del objetivo

La modelizacién de la cinética de toxinas urémicas en los tratamientos de hemodidlisis se
basa en la resolucién matematica de sistemas compartimentalizados en volimenes defini-
dos, donde el intercambio de solutos se produce por difusién pasiva, siendo los habituales
parametros cinéticos el aclaramiento en el dializador K; y el paso intercompartimental
K.. Este tipo de modelizacién depende fuertemente del volumen de distribucién (Vy;st)
de cada molécula, valor no siempre conocido o facil de obtener y por tanto, estar sujeto
a gran incertidumbre. Por ello se propone un modelo unidimensional alternativo con la

finalidad de evaluar la cinética de algunas toxinas urémicas.

Material y métodos

La descripcion de la cinética de toxinas urémicas se presenté como un modelo difusivo
unidimensional aplicado en un dominio virtual de longitud unidad (L=1) representando el
trayecto tedrico de una molécula desde su lugar de partida en el punto méas interno de los
tejidos (x=0) hasta su depuracién en el dializador (x=1), considerando la difusividad (k)
y la tasa de depuracién (a) como pardmetros cinéticos. Se contrasté también la conside-
racién de la generacién homogénea en todo el dominio o con mayor aporte en solo sector

(delimitado por el valor de ny, 0 < n, < 1).

Aplicando las condiciones iniciales y de contorno méas apropiadas, se resolvié numérica-
mente el modelo propuesto, implementando métodos espectrales basados en polinomios de
Chebyshev mediante discretizacion espacial e integracién temporal en N=n,+1 puntos. Se
utilizé dicho modelo para evaluar la repercusion del tiempo de tratamiento (4 u 8 horas)
y la conveccién aplicada (@); de 50 o 100 mL/min) de tratamientos de hemodiafiltracién

post-dilucional sobre los parametros cinéticos propuestos.

Se ajusto6 el modelo a los datos disponibles en nuestro laboratorio procedentes de paciente
renal (Ref. (247)) y se calculd la bondad del ajuste por minimos cuadrados de la funcién
(€), definida como la diferencia entre las concentraciones medidas analiticamente y las
obtenidas del modelo. Ademads, se realizé un andlisis de sensibilidad para determinar la

robustez del modelo a juzgar por las pequenas variaciones de k, o'y ny.

Resultados

En la Figura 4.8 se muestran las soluciones del modelo para las diferentes moléculas ana-
lizadas y modalidades de tratamiento. Un incrementado tiempo de tratamiento resulté
en mayor eliminacién de moléculas pequenias como la urea o la creatinina mientras que

el aporte convectivo no comporté mejora depurativa. Para la [o-microglobulina, tanto
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el tiempo de tratamiento como la conveccién aplicada influyeron en el perfil depurativo.
Para moléculas como la mioglobina o prolactina, la tasa de conveccién aplicada marcé
notablemente la depuraciéon, alcanzando los tratamientos de menor duracién pero maxi-
ma conveccién, una mayor reduccién de la concentracion respecto a los tratamientos méas

extensos pero de menor tasa convectiva.

Urea Creatinina

4h-Qi50 4h-Qi50

139 4h-Qi100 e ] 1 4h-Qi100 -
8h-QiS0 oo 8h-QiS0 -
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Figura 4.8: Evolucién temporal de la concentracién normalizada computada por el mo-
delo en el punto extremo C(1,t) y el promedio + desviacién estdndar (simbolos) de la
concentracién medida en pacientes. La escala temporal se ha limitado a 1000 minutos.

En la misma linea, el efecto de la conveccién aplicada sobre la eliminacion de las diferentes
moléculas fue claramente detectada en el pardmetro de la tasa de depuracién a (Tabla
4.3), siendo asimismo el més sensible del modelo. En este sentido, para el caso de moléculas

pequenas como la urea o la creatinina, el aumento de la conveccion influyé muy ligeramente

o4



en la tasa de depuracién con un incremento relativo del 7% mientras que para toxinas de
mayor peso molecular, el efecto de la conveccion fue muy marcado, incrementando el valor
de o en un 30 % para la Ss-microglobulina, més de un 122 % para la mioglobina y en valores
superiores al 33% para la prolactina. En cuanto al parametro k, resulté inversamente
proporcional al peso molecular, indicando su posible relacién con la descripcion fisiolégica
de la dificultad de difusion de solutos mas grandes, simulando asi un mayor desequilibrio

entre tejidos para estos solutos.

Tabla 4.3: Promedio + 95 % intervalo de confianza de los valores obtenidos para 'y k
segun soluto y tratamiento.

a[-2].(107%) 4h-Qi50  4h-Qil00  8h-Qi50  8h-Qil00
Urea 0.62+0.05 0.63+0.06 0.62+£0.05 0.65+0.07
Creat. 0.464+0.04 0.4840.05 0.42+0.04 0.454+0.04
[Bo-m. 0.50+0.07 0.694+0.09 0.47+0.06 0.61£0.08
Mio. 0.124+0.03 0.2940.06 0.09+£0.02 0.204+0.04
Prol. 0.124+0.04 0.16+0.05 0.08+£0.02 0.14+0.04
kL] (1072)

Urea 1.354+0.27 0.97+0.19 1.27+£0.25 1.15+0.23
Creat. 0.47+0.09 0.454+0.09 0.32+0.07 0.31£0.06
[Bo-m. 0.38+0.10 0.374£0.09 0.29£0.07 0.27£0.07
Mio. 0.204+0.08 0.314+0.12 0.10+£0.04 0.1440.06
Prol. 0.1940.11 0.1440.08 0.29+0.17 0.20+0.12

La prediccién y ajuste del modelo difusivo fue muy satisfactorio en todas las modalidades,
obteniendo valores de € del orden de ~ 1072 (Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Suma cuadratica de residuos, indicando el valor de la bondad de ajuste, €, por
tratamiento y soluto.

€ - (1073) 4h-Qi50 4h-Qil00 8h-Qi50 8h-Qil00
Urea 0.06 0.29 0.16 0.29
Creat. 2.30 2.09 4.20 3.42
Bo-m. 3.35 4.07 4.46 5.51
Mio. 1.52 5.29 4.95 8.08
Prol. 3.97 3.45 5.69 4.82

Por ultimo, el modelo propuesto permitié obtener el perfil cinético mediante el hiperplano
de concentraciones creado a lo largo del dominio en funcién del tiempo (C(z,t)), tal
como se muestra en la Figura 4.9. Esta representacién permitié evaluar visualmente la
difusividad para cada molécula. A modo de ejemplo, se muestra este hiperplano para

tratamientos de 8h y Qi=100 mL/min para la urea y para la mioglobina. Nétese como
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para la urea (grafico superior), la elevada tasa de difusién entre compartimentos (rapida
redistribucién entre tejidos) supuso una caida homogénea de la concentracién a lo largo
del eje de difusién (isolineas de superficie muy paralelas) mientras que en el caso concreto
de la mioglobina (grafico inferior), una reducida difusividad result6 en un hiperplano con

una caracteristica ondulacién (isolineas curvas).
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Figura 4.9: Representacién del hiperplano generado por la solucién de C(z,t) para la
urea (parte superior) y la mioglobina (parte inferior) en tratamientos de 8h-Qil00. La
curvatura de las isolineas de superficie (en la base del grafico) representan el grado de
desequilibrio a lo largo del dominio. Las barras de error de los datos analiticos en C(1,t)
se han omitido para mayor claridad.
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Publicacion relacionada con este objetivo

A unidimensional diffusion model applied to uremic toxin kinetics in
haemodiafiltration treatments.
Mathematical Medicine and Biology: A Journal of the IMA, 36, 223-240 (2019)
Miquel Gomez y Francisco Maduell.

Conclusiones

El modelo unidimensional propuesto presenté una éptima prediccion cinética para diversas
moléculas y condiciones de tratamiento sin la necesidad de establecer valores del volumen

de distribucién para cada soluto.

Los valores obtenidos de « y k (andlogos de K; y K. utilizados en los modelos comparti-
mentales) remarcan la influencia del tiempo de tratamiento sobre la depuracién de toxinas
de pequeno tamano mientras que el efecto convectivo incrementa sustancialmente la de-

puracién de toxinas de mediano y alto peso molecular.
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Assessment of removal

and adsorption enhancement

of high-flux hemodialyzers

in convective therapies by a novel
In vitro uremic matrix

Miquel Gomez'"™, Elisenda Bafion-Maneus'?, Marta Arias-Guillén® & Francisco Maduell®

Adsorption properties of hemodialyzers are traditionally retrieved from diffusive treatments and
mainly focused on inflammatory markers and plasma proteins. The possible depurative enhancement
of middle and high molecular weight solutes, as well as protein-bound uremic toxins by adsorption

in convective treatments, is not yet reported. We used discarded plasma exchanges from uremic
patients and out-of-date erythrocytes as a novel in vitro uremic precursor matrix to assess removal
and adsorption patterns of distinct material and structure but similar surface hemodialyzers in
hemodialysis and on-line hemodiafiltration treatments. We further related the obtained results to the
possible underlying membrane pore blocking mechanisms. Convection improved removal but slightly
enhanced adsorption in the cellulosic and synthetic dialyzers tested. The polymethylmethacrylate
hemodialyzer obtained the highest extracted (Mex:) and adsorbed (M,4s) mass values when
submitted to hemodiafiltration for all molecules analyzed including albumin (Mex: = 15.8 £3.9g,
Mgds = 44.3 £ 11.5mg), whereas the polyamide membrane obtained substantial lower results even
for this molecule (Mext = 2.2 £1.2g, Mygs = 4.2 = 0.7 mg) under the same treatment parameters.
Hemodiafiltration in symmetric and enlarged pore hemodialyzers enhances removal and adsorption
by internal pore deposition (intermediate pore-blocking) for middle and high molecular weight toxins
but leads to substantial and deleterious albumin depuration.

Hemodialysis is a renal replacement therapy! which exploits the properties of a semipermeable membrane (or
hemodialyzer) to maintain patient over-hydration, assess electrolyte balance and attain tolerable levels of uremic
surrogates® through diffusive (high-flux hemodialysis, HD) or convective enhanced (hemodiafiltration, HDF)
blood cleaning processes. Moreover, the interaction of blood with a particular exogenous material®* (cellulosic
or synthetic) and structure (symmetric or asymmetric), like the hemodialysis hollow fiber capillary, may lead
to adsorption®®. The precise mechanisms of adsorption in hemodialysis are not fully understood’ but are likely
related to the interaction of solutes to the inner surface and the porous frame of the membrane®®. Up-to-date,
the adsorption properties of distinct available hemodialyzers have been obtained mainly from HD treatments
with very few exceptions'® and focused on cytokines and interleukins, 8,-microglobulin, TNF-o and essential
plasma proteins such as albumin!!-'°. Thus, there is a lack of information regarding how convection and hemo-
concentration in HDF and hydrodynamic phenomena, such as cell-free zone from the Fahraeus-Lindqvist
effect', may compress middle and high molecular weight (MW) uremic toxins toward the capillary inner wall
and lead the formation of concentration polarization and a protein cake layer'’. The promotion of adsorption
by HDF may reduce hemodialyzer performance due to fouling as described by four possible blocking regimes
in membrane filtration'®" (i.e., complete, standard, intermediate and cake filtration) depending on the solute-
to-pore preferential deposition sites. These models are, nevertheless, scantly implemented in hemodialysis*>*.
The evaluation of the depurative enhancement by adsorption in HDF treatments is of keen interest, especially
regarding protein-bound uremic toxins such as p-cresyl sulfate (PCs)* and indoxyl sulfate (IS)?, poorly removed
by conventional techniques**?* due to their binding affinity.

ILaboratori Experimental de Nefrologia i Trasplantament (LENIT), Fundacié Clinic per la Recerca Biomédica
(FCRB), Hospital Clinic de Barcelona, Barcelona, Spain. ?Red de Investigacion Renal (REDINREN), Madrid,
Spain. 3Department of Nephrology, Hospital Clinic de Barcelona, Barcelona, Spain. *'email: mgomezu@clinic.cat
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Treatment Cr (mg) B2 (mg) | Myo (mg) Pr (mg) | a;(mg) Alb (g) PCs (mg) | IS (mg)
PMMA-HDF (n = 5) 450+£24 |79+03 [1524+141 |8.0+£03 |[79.0+121 |33240.7 [147+0.4 |2.1240.08
CTA-HDF (n = 3) 448+13 |76+03 |136.8+143 |7.7+02 |819+21 31.7+1.1 |148+03 [2.134+0.05
PS-HDF (n = 4) 450420 [7.84+05 [142.0+6.6 83+02 |836+192 |323+09 |14.1+0.1 |2.06£0.15
PA-HDF (n = 4) 444410 [81403 [150.5+3.2 79+07 |873+11.7 |324+15 [154+0.5 |2.00+£0.11
PMMA-HD (n = 3) 444+08 |7.8+0.2 [150.1+8.6 82+05 |70.0+75 327+08 |[143+£0.2 |2.05+0.03
CTA-HD (n = 3) 404+63 [7.84+01 [1423+12 79+1.0 |714+138 |324+13 [149+02 |2.01+£0.11
PS-HD (n = 3) 437415 |7.6+02 [143.9+49 7.7+02 7124123 |321+1.6 |145+0.6 |2.07+£0.09
PA-HD (n = 4) 39.6+76 [8140.1 |144.5+83 81+03 |77.0+10.8 |322+1.7 [151+0.5 |1.83£0.08
p 0.397 0.269 0.335 0.746 0.520 0.827 0.003 0.010

Table 1. Mean + standard deviation of the initial mass for each solute and treatment. The number of replicates
is shown in parenthesis. Statistical significance was obtained by means of one-way ANOVA test. Cr creatinine,
B2 Br-microglobulin, Myo myoglobin, Pr prolactin, a; a1-microglobulin, Alb albumin, PCs total p-cresyl sulfate,
IS total indoxyl sulfate.

To this end, we implemented for the first time an original in vitro set-up composed by discarded plasma
exchanges from uremic patients and out-of-date erythrocytes as an inexpensive and filled uremic toxin precursor
matrix aimed to evaluate the removal and adsorption properties of distinct commercial hemodialyzers (Sureflux-
21UX by Nipro, CTA; BG-2.1U by Toray, PMMA; Fx-1000 Cordiax by Fresenius, PS and Polyflux-210H by
Gambro, PA) submitted to HD and HDF through the quantification of total extracted and adsorbed mass. The
understanding of removal and adsorption mechanisms of commercial hemodialyzers are of remarked interest
to individualize and optimize the membrane and convective modality selection for each patient.

Results

Uremic toxin removal. The initial mass at the in vitro reservoir for each solute and treatment configura-
tion is shown in Table 1. Similar values were obtained for every molecule in all treatment conditions and there
were no significant differences for all the molecules except for protein-bound toxins. Moreover, the degradation
of the implemented uremic matrix was reasonably slow as we found a slight decrease of less than 2 mg/L/month
on the concentration levels for all molecules in the provided plasma exchanges.

The total extracted (M,x) and adsorbed mass (M) for the different solutes used in the tested hemodialyzers
and treatment conditions are depicted in Fig. 1 whereas the concentration decay for each molecule and treatment
is given as Supplementary Fig. S1. In general rule, a removal enhancement in the 17-30 kDa MW range due to
convection was detected because all hemodialyzers obtained increased M,y values in HDF therapies compared
to their performance in the non-convective mode. Moreover, the amount of extracted mass was significantly
different (pexr < 0.001) among treatment conditions for solutes with MW over 17 kDa and remarked in the
PMMA and CTA hemodialyzers. This behavior was clearly shown by the removal of «;-microglobulin in the
convective modality, resulted in Mey; = 56.9 & 10.9 mg for PMMA-HDF (p.x < 0.05vs. PMMA-HD, PS-HD
and PS-HDF; p.y < 0.01vs. PA-HD and PA-HDF) and M, = 45.6 £ 3.6 mg for CTA-HDF (pexs < 0.01 vs.
PA-HD and PA-HDF). For PCs and IS, similar removal patterns were obtained for all hemodialyzers tested
regardless of the applied convection. For these latter solutes, the amount of M,y coincided with that to the
initial mass as all post-treatment concentrations were below detection limits. Regarding adsorption profiles,
all hemodialyzers obtained slightly increased M4, values for all molecules in the convective modality respect
their performance in HD. However, the amount of adsorbed mass was tenfold or lower than M,,; in all treat-
ment conditions and molecules. Furthermore, the symmetrical and large pore hemodialyzers (i.e. PMMA and
CTA) obtained the highest M4 values compared to the asymmetrical membranes (i.e. PS and PA) except for
Br-microglobulin. In this latter case, the adsorption properties of the PMMA hemodialyzer were confirmed
as this particular membrane obtained the highest values compared to the other hemodialyzers tested, e.g.,
MEPVMA=HDE — 0 41 4 0.04 %gp% < 0.05 vs. PA-HD, PA-HDF, CTA-HD and CTA-HDF; p,4s < 0.01 vs.
PS-HD and PS-HDF) and Mfds Y =0.32 £ 0.05mg (pags < 0.05vs. all other filters and treatment modali-
ties except PMMA-HDF). This hemodialyzer also showed the highest adsorption values for the other molecules
analyzed. However, the amount of 8,-microglobulin M, 4 in CTA hemodialyzers was negligible, regardless of the
chosen modality. Finally, creatinine and myoglobin adsorbed mass was unable to determine as a consequence
of sample processing and detection threshold respectively. Likewise adsorbed levels of PCs and IS were indeter-
minable. The extracted mass is given as a Supplementary Fig. S2.

Albuminremoval. Albumin depuration was assessed by means of the quantification of M,y and M (Fig. 2
left) and additionally by the amount of mass recovered in the dialysate, M ;4 (Fig. 2 right). This strategy allowed
to relate the results to a complete transport description for this molecule. Thus, high values of My and My,
and reduced M,4; would represent preferential non-adsorptive removal for this solute. For instance, the PMMA
hemodialyzer obtained the highest My (15.8 &= 3.9 g), M4 (44.3 £ 11.5mg) and Mg (4.9 & 1.3 g) in the con-
vective modality. However, in the particular case of the CTA membrane in HDF, values of Mgy = 5.6 1.2 g
and Mg, = 1.6 £ 0.2 g were obtained whereas adsorption mass was as low as 3.9 & 2.1 mg. The PS-HDF treat-
ment reached values of Mgy = 3.9 £ 0.4 g and M4, = 30.4 & 9.3 mg but had negligible My;,;; = 18 £ 18 mg.
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Figure 1. Mean + standard deviation of the calculated extracted mass M., (solid gray bars, left scale) and
adsorbed mass M4, (patterned red bars, right scale) for every treatment condition. Top pexs and p,gs are

the overall significance values for M,y; and M, respectively by means of one-way ANOVA test. Statistical
significance among treatments is not shown for better clarity and can be found as Supplementary Table S1

and S2.
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Figure 2. Mean + standard deviation of albumin M,,; (solid gray bars, left scale) and M4, (patterned red bars,
right scale) both at the left and M;, (solid gray bars) at the right. pgia is the overall statistical significance by
means of the one-way ANOVA test. The PMMA membrane showed substantial depuration in both treatment
modalities whereas the albumin removal by the CTA membrane was enhanced by HDE. The amount of M, for
PS-HDF was notable.

Overall depuration. A global removal score, ¢, as an overall depuration value over a wide range of MW
solutes is summarized in Table 2. Mean values in the range 0.60-0.80 are expected for good removal efficiency
in the MW range studied. However, lower values were found for PA-HD treatments as a consequence of moder-
ated reduction ratio (RR) values for molecules with a MW higher than 12 kDa, i.e., RRynyoglobin = 0.48 £ 0.03,
RRyrolactin = 0.25 £ 0.08 and  RRy, —microglobulin = 0.05 4= 0.08. Furthermore, despite the significant RR
for middle and high MW molecules obtained by PMMA-HDF treatment (RRpyogiobin = 0.99 £ 0.01,
RRyrotactin = 0.91 & 0.01 and RRy, —microgiobutin = 0.71 £ 0.05), the strong penalization due to albumin removal
(RRgibymin = 0.46 £ 0.12) had a clear impact on the removal score, which resulted in the lowest value. The RR
profile obtained for each treatment condition is given as Supplementary Fig. S3.
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(7] PMMA CTA PS PA
HD 0.68 £ 0.05* 0.82 + 0.0205de 0.70 + 0.03>b 0.50 == 0.09°
HDF 0.38 4 0.08 0.75 £ 0.02* 0.73 £ 0.04* 0.72 + 0.03*b

Table 2. Mean + standard deviation of the global removal score, ¢, for each treatment condition. The
penahzatlon effect of albumin depuration i is clearly seen in the lowest value obtained for PMMA i in HDF
treatments.p < 0.05 versus PMMA-HDE, ®p < 0.05 versus CTA-HD, ¢p < 0.05 versus PA-HDF, 9p < 0.05
versus PA-HD and ¢p < 0.05 versus PS-HDE.

Discussion

This study implemented successfully for the first time an innovative, inexpensive and blood equivalent physi-
ological in vitro matrix filled with a plethora of distinct uremic toxins aimed to estimate and quantify the removal
and adsorption properties of distinct material and structure high-flux hemodialyzers submitted to convective
on-line hemodiafiltration.

The ongoing research in hemodialyzer technology has strongly focused on enhancing material biocompat-
ibility and membrane design which may deliver different treatment outcomes. Thus, the fiber material, the
configuration (plate or hollow fiber) and the structure of the capillary (sponge-like, finger-type, inner diameter,
wall thickness, pore radius and density) have been continuously improved to deliver the most efficient renal
replacement therapy. In addition, the conditions under hemodialyzers are used, i.e., blood and dialysate flows,
ultrafiltration profiles and diffusive or convective modalities, may dramatically affect the performance.

The incorporation of high convective techniques proved to be clinically relevant in the depuration of middle
and high MW solutes?®?’. This depuration enhancement was highlighted by our in vitro procedures as each
hemodialyzer increased the amount of extracted mass compared to its performance in the non-convective mode.
This outcome was especially marked for the symmetric PMMA and CTA hemodialyzers. To this regard, we
suspect that the aforementioned membranes with a large pore radius, r, (7 nm and 7.2 nm respectively) could
ease the transport of solutes with a wider Stoke’s radius r;, such as «}-microglobulin (r; = 2.4 nm?®) and albumin
(rs = 3.6 nm?*’). Hence, the moderated solute-to-pore radius ratio (%‘ ~ 0.5) ensures optimal solute movement

through the pore channel towards the dialysate side. Of note, however, the poor results for the PA hemodialyzer,
despite the large pore size of the innermost layer. According to Hedayat et al.*°, reduced porosity (i.e. less number
of pores), rather than pore size, may affect the removal efficiency of this particular hemodialyzer in mid-range
MW solutes.

Regarding adsorption mechanisms, we initially hypothesized that convection and the formation of a cell-
free layer from the Fahraeus-Lindqvist effect could enhance the deposition of solutes at the inner wall of the
membrane. Whilst the convective modality slightly enhanced M,4;, the obtained results were not substantially
different for the same hemodialyzer when submitted to the non-convective modality. This behavior may be due to
a prone surface-contact rather than a convective-related interaction. According to Rockel et al.*!; a protein layer
is formed mainly in the first 20-30 min of blood to membrane exposure. In our particular case, the performed
1-h experiments lasted enough to achieve a full protein layer regardless the transmembrane pressure applied.
Thus, differences in the adsorbed mass due to convection were barely detected. Moreover, the specific adsorp-
tion potential of PA, PS and CTA membranes in HD were focused on essential proteins and immunoglobulins
as obtained by several studies®*~**. Our results are in total agreement with the data presented, among others, by
Urbani et al.*%, as we found that ,-microglobulin was detected in greater quantities in PS membranes than in
CTA membranes, whereas albumin was more present in CTA than in PS in the non-convective modality. We
additionally expanded the adsorption behavior of molecules such as prolactin and «;-microglobulin towards
the aforementioned membranes.

Finally, we attempted to relate the adsorptive results obtained to simplified pore blocking models. According
to our data, both the pore size and the wall structure and thickness may lead to a predominant pore-blocking
behavior, which in turn is related to adsorption (Fig. 3). We hypothesize that symmetrical membrane frames (as
for PMMA and CTA with 30 pm and 15 pwm wall thickness respectively) and large pore sizes could allow middle
and high MW molecules to enter the pore channel and be adsorbed along the capillary wall thickness. In these
cases, the standard blocking model will be preferential and leads to pore constriction. Moreover, the increased
M 45 obtained for the PMMA membrane compared to CTA could be explained as the wall thickness of the former
is twice that of the latter. However, the singular behavior of the PS membrane with low albumin depuration but
significant adsorption in HDF could be attributed to the reduced innermost layer pore radius (3.3 nm) of the
hemodialyzer. The high convection and the structural configuration lead to a solute-to-pore radius of = ~ 1.

Under these conditions, the standard blocking model is no longer applicable and intermediate blocking and cake
filtration laws may be predominant, reducing the number of pores available and increasing transport resistance,
which in turn, enhances the adsorption at the capillary innermost layer. The above-exposed behavior could be
in concordance with the mechanisms exposed by Wang and Tarabara in*” for membranes with a cut-off in the
range of 30-100 KDa.

The present study has, nevertheless, several limitations. Our proposed in vitro procedures used a mixture
of plasma exchanges from uremic patients and out-of-date erythrocytes. This reasonable stable matrix has not
been reported previously in the literature but has provided similar results as other groups using bovine or
healthy donor blood. However, we are concerned that the possible degradation and hemolysis of this matrix in
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Figure 3. Schematic representation of adsorption regimens regarding structural configuration. A symmetric
and large pore size membrane (a) may lead to a standard blocking model due to internal pore deposition. In
an asymmetric and reduced pore size membrane (b) intermediate blocking or cake filtration laws could be the
preferential mechanisms of adsorption for high-MW solutes, as these molecules tend to be deposited at the
blood side of the pore channel.

an in vitro environment could have hampered some essential effects present in donor whole blood. Besides, the
global removal score is presented as an overall depuration value for a wide MW uremic toxin range and in an
in vitro performance. We are aware of the strong dependence of the selected solutes on performing the calcula-
tion. Further development of the proposed formula is therefore needed to obtain a validated score with clinical
applicability. Moreover, the discussion related the obtained results to simplistic and straight pore models. This is
a mere approximation as dialysis membranes are complex and intricate tortuous three-dimensional structures.
In addition, solutes were considered as stand-alone solid spheres. The possible mechanisms of folding or de-
folding, which in turn may affect their relative sizes and hindrance factors, were not considered. Likewise, we
did not take into account the interaction among the different solutes or the importance of solute and membrane
hydrophilicity or electric potential. Finally, the statistical power of the tests applied was low due to the limited
number of replicates.

In conclusion, our proposed innovative mixture of plasma exchanges and out-of-date erythrocytes offers
an inexpensive and adequate uremic matrix to successfully evaluate removed and adsorbed mass of several
molecules in hemodialysis membranes. Our results reinforce that hemodiafiltration enhances middle and high
MW removal but slightly increases adsorption, mainly due to a standard blocking pore model for symmetrical
and large pore hemodialyzers. However, the significant loss of albumin in these latter membranes do not lead to
enhanced protein-bound toxin removal. The similar cost-per-unit of the analyzed hemodialyzers may suggest
the preferential use of asymmetric membranes in hemodiafiltration to attain a remarkable removal profile over
a wide range of MW solutes and avoid protein loss.

Methods

Experimental set-up. The present study was approved by the Ethical Committee of Hospital Clinic (code
HCB/2016/0057) and was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki principles. Experiments
were carried out in a novel uremic blood composed by an initial mixture of 625 mL of plasma exchanges from
adult kidney ABOi transplant recipients (five subject pool), 500 mL of out-of-date (< 35 days) erythrocytes (final
hematocrit 33 &= 3%) and 1000 UI sodium heparin which was stirred and maintained at 37 °C until being con-
nected to a Fresenius Medical Care (FMC 5008) hemodialysis device. De-identified plasma exchanges, erythro-
cyte bags and informed consent from the subjects were obtained in cooperation with the local blood bank and
the Departament de Hemoterapia i Hemostasia, Hospital Clinic de Barcelona. HD and HDF treatments were
performed using commercial hemodialyzers (listed in Table 3) with the following parameters: blood flow (Qb)
of 400 mL/min, dialysate flow (Qd) of 600 mL/min, ultrafiltration flow of 10 mL/h, substitution flow (Qi) of
134 mL/min (0 in HD), and treatment time (td) of 60 min.
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Filter commercial name
Characteristics BG-2.1U (PMMA) FX-1000 Cordiax (PS) | Sureflux-21UX (CTA) | Polyflux-210H (PA)
Main material Polymethylmethacrylate® | Helixone plus® Cellulose triacetate Polyamix®
Structure Symmetric Asymmetric Symmetric Asymmetric
Inner diameter (jum) 200 210 200 215
Wall thickness (um) 30 35 15 50
Av. blood-side pore radius (nm) 7 33 7.2 20
Kuf (mL/h/mmHg) 41 76 46 85
Area (m?) 2.1 2.3 2.1 2.1
Sg,—microglobulin n.d. 0.9 n.d. 0.82
Smyoglobin n.d. 0.5 0.625 0.37

Table 3. Characteristics of the tested hemodialyzers. Their hydraulic permeability (Kuf), the total area
and the reported sieving coefficients are also shown. n.d. no available data. *Isotactic and syndiotactic
polymethylmethacrylate polymer. "Polysulfone and polyvinylpyrrolidone blend. “Polyarylethersulfone,
polyvinylpyrrolidone and polyamide blend.

Air purge

Air-trap chamber

Pump

Closed dialysate ports L
Injection port

l

l

Drain port

Hemodialyzer

Figure 4. A closed circuit was implemented by the help of two 3-way keys (injection and drain ports) and a
peristaltic Longerpump WT-600-2] to allow the introduction and extraction of the different solutions within the
hemodialyzer fibers. The air-trap chamber was used exclusively to allow air removal from the circuit.

Blood samples were drawn from the arterial port prior to treatment initiation (triggered by the FMC 5008
optical blood sensor) and at times t = 10/, 20’ and 60’. Levels of creatinine, total p-cresyl and indoxyl sulfate, 8,
-microglobulin, myoglobin, prolactin, aj-microglobulin and albumin were measured. A constant extraction of
dialysate (rate 10 mL/min, total 60 mL collected) was performed to quantify albumin loss (Mj,). Treatment
parameters displayed by the hemodialysis device at the end of each treatment such as the dialysis dose Kt (L),
ionic dialysance K (mL/min), total blood processed Vyjo04 (L), convective volume Vi, (L) and average trans-
membrane pressure (TMP, mmHg) were recorded (Supplementary Results Table S3).

Elution protocol. Once the hemodialysis treatment finished, an adapted elution protocol from Mares
et al.*> was implemented. Firstly, 1 L of saline was single-passed at 30 mL/min to remove any residual blood.
Afterwards, the dialyzer was placed into a closed circuit (Fig. 4) and 80 mL of PBS/EDTA (1x/3 mM) was intro-
duced and left at 96 mL/min for 30 min. Then, 80 mL of 40% v/v acetic acid was introduced while the previous
mixture was discarded by the help of 3-way connectors and was left again at 96 mL/min for 30 minutes. The
next step consisted in the addition of 80 mL of a strong chaotropic solution containing urea (7 M), Thiourea
(2 M), CHAPS (4% v/v), DTT (120 mM) and TRIS-BASE (3 mM), while discarding the previous mixture. The
new mixture was allowed to stand at 96 mL/min for 1 h. Lastly, 80 mL of PBS (1x) was introduced to the circuit
and all the obtained eluate (V4. 160-250 mL) was collected into 50 mL polypropylene tubes and stored at
— 80 °C until processing. To quantify the absorbed mass (M,4;) of each molecule, 40 mL of the obtained eluate
was pre-filtered by a Filtropur 0.45 pum filter to remove further cellular debris and was concentrated by means of
a centrifugal concentrator of 5 KDa cut-off membrane to a final volume (Vpn) of ~ 2—4 mL. Finally, 1 mL of the
obtained concentrate was assayed to obtain concentration levels (Ceonc) of total p-cresyl and indoxyl sulfate, 8,
-microglobulin, myoglobin, prolactin, «;-microglobulin and albumin.
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Hemodialyzer removal parameters. The RR for each solute was calculated by Equation 1 as

_C0) - C(ty) .
=0 if  Cltd) < CO) o

RR=0 if C(tq) = C(0),

RR

where C(0) and C(#,) are the concentration of each solute at the beginning and at the end of the treatment. Equa-
tion 1 avoids negative values of RR which would mean an increased post-treatment concentration due to the
slightly ultrafiltered volume. In these particular cases, RR was assumed to be 0 (see also Eq. 4).

The extracted mass M,y for each solute was calculated by Equation 2 as

Mexy = V(0)C(0) — V(1) C(ta) )

with V(0) and V (¢;) being the volume of the reservoir at the beginning and at the end of the treatment, respec-
tively. The term V(0)C(0) refers to the initial mass at the reservoir. The adsorbed mass M,4; was therefore
calculated as

Vel
Mags = Ceone Veone 6412)‘“5 (3)
Furthermore, a global removal score, ¢, was calculated as
5
> 1 RR;
(2 :% — RRutpumin fOV RRapumin > 0
4
2111 RRi ( )
% :f fOT RR1pumin < 0,

with i being the number of non-protein-bound uremic toxins considered, in our case five. This score, similar
to the one presented by Maduell et al.’® represents an overall depuration value over a wide range of MW for
each treatment type and emphasizes the albumin removal as a strong deleterious effect. If there were a perfect
hemodialyzer, the total depuration of solutes and no reduction of albumin would lead to ¢ = 1. In contrast, the
worst possible scenario without toxin depuration and total depletion of albumin would lead to ¢ = —1. Under
in vitro conditions, ¢ values around 0.60-0.80 are to be expected.

Statistical analysis. All variables are given by their mean and standard deviation. One-way ANOVA and
post-hoc Games-Howell test for unbalance data was implemented, assuming o = 0.05 and 8 = 0.20 to asses
statistical significance among treatment conditions in all the studied variables using software package SPSS v.19.
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Supplementary Information

Assessment of removal and adsorption enhancement of high-flux hemodialyzers
in convective therapies by a novel in vitro uremic matrix

Miquel Gomez, Elisenda Bafion-Maneus, Marta Arias-Guillén and Francisco Maduell

Prolactin CTA-HDF | PS-HDF | PA-HDF | PMMA-HD | CTA-HD | PS-HD | PA-HD

PMMA-HDF 0.877 0.468 0.010 1.000 0.969 0.015 | <0.001
CTA-HDF 0.993 0.027 0.929 1.000 0.026 0.001
PS-HDF 0.034 0.764 1.000 0.035 0.001
PA-HDF 0.052 0.498 0.952 0.005
PMMA-HD 0.962 0.036 0.002
CTA-HD 0.350 0.590
PS-HD 0.190

o -microglobulin
PMMA-HDF 0.491 0.014 0.007 0.033 0.100 0.023 0.003
CTA-HDF 0.066 0.006 0.084 0.284 0.134 0.001
PS-HDF 0.994 0.495 0.994 0.962 0.994
PA-HDF 0.356 1.000 0.594 0.321
PMMA-HD 0.934 0.275 0.056
CTA-HD 0.762 0.824
PS-HD 0.992
Albumin-dialysate

PMMA-HDF 0.189 0.097 0.100 0.013 0.111 0.097 0.098
CTA-HDF 0.015 0.010 0.990 0.026 0.016 0.015
PS-HDF 0.281 0.537 0.004 0.699 0.398
PA-HDF 0.598 0.074 0.385 0.532
PMMA-HD 0.747 0.546 0.556
CTA-HD - 0.005
PS-HD 0.699

Supplementary Results Table S1. Games-Howell post-hoc statistical significance of the extracted mass, M,,,, among
different treatment conditions for each solute.
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B2-microglobulin | CTA-HDF | PS-HDF | PA-HDF | PMMA-HD | CTA-HD | PS-HD | PA-HD
PMMA-HDF 0.016 0.003 0.016 0.501 0.016 0.005 0.010
CTA-HDF 0.163 0.125 0.039 - 0.167 0.782
PS-HDF 0.251 0.028 0.163 1.000 0.218
PA-HDF 0.041 0.125 0.238 0.997
PMMA-HD 0.039 0.035 0.033
CTA-HD 0.167 0.782
PS-HD 0.193
Prolactin
PMMA-HDF 0.993 0.464 0.438 0.955 0.833 0.429 0.438
CTA-HDF 0.141 0.128 1.000 0.845 0.122 0.122
PS-HDF 0.658 0.024 0.082 0.388 0.828
PA-HDF 0.073 0.130 0.831 1.000
PMMA-HD 0.612 0.084 0.032
CTA-HD 0.136 0.084
PS-HD 0.964
o -microglobulin
PMMA-HDF 0.163 0.004 <0.001 0.753 <0.001 | <0.001 | <0.001
CTA-HDF 0.584 0.508 0.153 0.963 0.508 0.508
PS-HDF 0.937 0.125 0.279 0.937 0.937
PA-HDF 0.169 0.031 - -
PMMA-HD 0.208 0.169 0.169
CTA-HD 0.031 0.031
PS-HD -
Albumin
PMMA-HDF 0.103 0.727 0.110 1.000 0.102 0.097 0.099
CTA-HDF 0.151 1.000 0.353 1.000 0.505 1.000
PS-HDF 0.163 0.914 0.148 0.135 0.149
PA-HDF 0.360 0.987 0.076 1.000
PMMA-HD 0.349 0.335 0.351
CTA-HD 0.531 0.997
PS-HD 0.692

Supplementary Results Table S2. Games-Howell post-hoc statistical significance of the adsorbed mass, M,,;, among
different treatment conditions for each solute.

Treatment Kt (L) K (mL/min) | Vpiooa (L) | Vaug (L) | TMP (mmHg)
PMMA-HDF (N=5) | 152 +0.6 | 247.8 £10.6 | 23.1 £0.1 | 74+£0.0 | 203.0£9.2
CTA-HDF (N=3) 158 +£04 | 2543 +£59 | 235+£02 | 7.5+0.1 133.3+£29
PS-HDF (N=4) 161 £0.2 | 2547+76 | 23.3+0.1 | 7.5+0.1 1183+ 7.6
PA-HDF (N=4) 156 £09 | 251.3+ 145 | 23.5+£0.2 | 7.1 £ 0.6 763 £ 4.8
PMMA-HD (N=3) 7.4 £+ 0.1 1220+ 1.0 | 23.54+0.2 0.0 20.0 £ 0.0
CTA-HD (N=3) 7.1+04 114.0+5.6 | 23.94+0.5 0.0 25.0+5.0
PS-HD (N=3) 7.6 + 0.1 1233+ 3.8 | 23.6 £ 0.6 0.0 20.0 £ 0.0
PA-HD (N=4) 8.1+0.1 131.5+42 | 232404 0.0 20.0 £ 0.0
p <0.001 <0.001 0.071 <0.001 <0.001

Supplementary Results Table S3. Mean =+ standard deviation of dialysis dose (Kt), ionic dialysance (K), total blood
processed (Viy004), convective volume (V) and transmembrane pressure (TMP) for the different conditions tested. The
number of replicates is shown in parenthesis. Statistical significance was obtained by the one-way ANOVA test. The removal
enhancement due to convective transport is translated in an overall relative increase of K and Kt of 108% and 106%
respectively, whilst the total amount of blood processed was nearly the same for all conditions. The lower TMP values obtained
for PA-HDF treatments compared to the other convective modalities could be related to the large fiber inner diameter (215 pm)
for this membrane.
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molecule and treatment configuration. Distinct removal profiles are evident for all solutes except creatinine.
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Supplementary Results Figure S2. Mean and standard deviation (error bars) of the calculated extracted mass M,,, for
creatinine, myoglobin, total p-cresyl sulfate (PCs) and total indoxyl sulfate (IS). The amount of adsorbed mass for creatinine
was unable to determine as a consequence of the experimental processing of the samples. In the case of myoglobin, M, was
below the detection limits in all treatment conditions. For PCs and IS, levels of M,;; were unable to obtain. Overall statistical
significance between treatments is shown as p.y. “p<0.05 vs. all other conditions; ”p<0.05 vs. PMMA-HDF and CTA-HDF

Games-Howell post-hoc analysis.
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Supplementary Results Figure S3. Mean and standard deviation (error bars) for the reduction ratio (RR) for every
hemodialyzer and treatment condition. Overall statistical significance among treatments is evident for molecules with a higher
MW than f3;-microglobulin. Symmetrical PMMA and CTA hemodialyzers showed remarkable removal profiles over the range
of uremic toxins analyzed despite non-negligible albumin depuration in HDF. The poor depurative efficiency of the PA
membrane is demonstrated as only reached a decent removal profile when submitted to HDF.
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Abstract

Introduction: Haemodialysis (HD) allow depuration of urae-
mic toxins by diffusion, convection, and adsorption. Online
haemodiafiltration (HDF) treatments add high convection to
enhance removal. There are no prior studies on the relation-
ship between convection and adsorption in HD membranes.
The possible benefits conferred by intrinsic adsorption on
protein-bound uraemic toxins (PBUTs) removal are un-
known. Methods: Twenty-two patients underwent their sec-
ond 3-days per week HD sessions with randomly selected
haemodialysers (polysulfone, polymethylmethacrylate, cel-
lulose triacetate, and polyamide copolymer) in high-flux HD
and HDF. Blood samples were taken at the beginning and at
the end of the treatment to assess the reduction ratio (RR) in
a wide range of molecular weight uraemic toxins. A mid-
range removal score (GRS) was also calculated. An elution
protocol was implemented to quantify the amount of ad-
sorbed mass (M,qs) for each molecule in every dialyser. Re-
sults: All synthetic membranes achieved higher RR for all
toxins when used in HDF, specially the polysulfone haemo-
dialyser, resulting in a GRS = 0.66 + 0.06 (p < 0.001 vs. cellu-

lose triacetate and polyamide membranes). Adsorption was
slightly enhanced by convection for all membranes. The
polymethylmethacrylate membrane showed expected sub-
stantial adsorption of B,-microglobulin (M52 =3.5+ 2.1 mg
vs. MHR =2.1 £ 0.9 mg, p=0.511), whereas total protein ad-
sorption was pronounced in the cellulose triacetate mem-
brane (MPF =427.2 +£207.9 mg vs. M4 = 274.7 £ 138.3 mg,
p = 0.586) without enhanced PBUT removal. Discussion/Con-
clusion: Convection improves removal and slightly increases
adsorption. Adsorbed proteins do not lead to enhanced
PBUTs depuration and limit membrane efficiency due to foul-
ing. Selection of the correct membrane for convective thera-
pies is mandatory to optimize removal efficiency.

© 2021 S. Karger AG, Basel

Introduction

The removal of uraemic toxins [1, 2] (small water-sol-
uble, protein-bound, and middle- to high-molecular
weight (MW) solutes through a semi-permeable mem-
brane) is one of the objectives of haemodialysis (HD).
Toxin depuration by haemodialysis improved by the shift
from diffusive low- and high-flux HD treatments to high
convective therapies such as online post-dilutional hae-
modiafiltration (HDF) as soon as the membrane design
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Table 1. Main physicochemical characteristics of the tested haemodialysers

Haemodialyser PMMA PS CTA PA

Main material Polymethylmethacrylate Helixone plus Cellulose triacetate ~ Polyamix
Structure Symmetric Asymmetric Symmetric Asymmetric
Area, m? 2.1 23 2.1 2.1

Av. Blood-side pore radius, nm 7

3.3 (Ronco and Bowry 2001)

7.2 (Sunohara 2011) 20 (Hedayat et al. 2012)

(Islam and Szpunar 2013)

Wall thickness, um 30 35 15 50
Fibre inner diameter, um 200 210 200 215
Sp2-microglobulin nd 0.9 nd 0.82
Zeta potential, mV* -25 -5 -20 nd
Kuf, mL/h/mm Hg 41 76 46 85

Data obtained from each haemodialyser brochure and stated references. nd, no data available; Kuf, ultrafiltration coefficient. Ronco and Bowry 2001.
Nanoscale modulation of the pore dimensions, size distribution and structure of a new polysulfone-based high-flux dialysis membrane. International Jour-
nal of Artificial Organs. 24(10):726-35. Sunohara 2011. Cellulose triacetate as a high-performance membrane. Contributions to Nephrology. 173:156-63.
Hedayat et al. 2012. Morphological characterization of the polyflux 210H hemodialysis filter pores. International Journal of Nephrology 2012:1-6. Islam and
Szpunar 2013. Study of dialyzer membrane (Polyflux 210H) and effects of different parameters on dialysis performance. Open Journal of Nephrology

03(3):161-67. * As suggested by Renaux et al. Kidney Int. 1999;55:1097-1103.

achieved the requirements for this type of therapy [3],
that is, an ultrafiltration coefficient greater than 20 mL/h/
mm Hg/m?, a sieving coefficient (S) for ,-microglobulin
greater than 0.6, and an effective convective volume of at
least 20% of the total blood volume processed, which led
to improvement of middle molecule depuration [4, 5].
Nowadays, a tremendous variety of hollow-fibre HD
membranes from cellulosic or synthetic material ar-
ranged in a symmetrical or asymmetrical structure [6]
that meet the aforementioned criteria are available.

The interaction between the blood and a specific exog-
enous material with the porous frame of membrane cap-
illary promotes the formation of a concentration polar-
ization (for membranes with S < 1) and a protein cake
layer [7, 8], related to molecule deposition or adsorption
[9-11]. Hitherto, the intrinsic adsorption properties of
several haemodialysers have been obtained from HD
treatments (with few exceptions [12]) and focussed on
inflammatory cytokines and complement [13, 14] and
plasma proteins [15, 16]; therefore, there is a lack of in-
formation regarding how the high convection in HDF
could enhances the membrane adsorption capacities of
middle and high MW toxins as well as protein-bound
uraemic toxins (PBUTSs).

The aim of this study was to obtain in vivo removal and
adsorption profiles for a wide range of MW uraemic tox-

2 Blood Purif
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ins by 4 distinct materials and structures but with similar
surface haemodialysers used in HD and HDF. The under-
standing of the adsorption mechanisms due to high con-
vection for a given haemodialyser is especially relevant in
order to use each dialysis membrane under the most ap-
propriate treatment parameters.

Materials and Methods

Patients and Treatments

Chronic and stable HD patients were recruited. The inclusion
criteria were as follows: (i) subject aged over 18 years, (ii) regular
attendance at HD programme for more than 3 months, (iii) stable
and functional vascular access, (iv) no allergic events for any hae-
modialyser tested, and (v) negligible residual urine output (<250
mlL/day). Exclusion criteria were as follows: (i) allergic reactions to
any of the haemodialysers, (ii) dysfunctional vascular access, and
(iii) neoplasia or transplant. Each participant underwent the sec-
ond scheduled 3-days per week HD session using a randomly se-
lected membrane (polysulfone, “PS” FX-1000 Cordiax by Frese-
nius™; polymethylmethacrylate, “PMMA” BG-2.1U by Toray™;
polyamide, “PA” copolymer Polyflux-210H by Gambro™; and cel-
lulose triacetate, “CTA” Sureflux-21UX by Nipro™, see Table 1) in
HD or HDF modalities (8 treatments per participant) using a
FMC5008 HD device and acetate buffer.

Blood samples were drawn from the fistula needle prior to the
patient connection and at the end of the treatment (by reducing the
blood flow to 100 mL/min and waiting 15 s) to obtain concentra-
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Table 2. Mean =+ standard deviation of the parameters obtained by the Therapy Monitor in each treatment condition

HDF HD

PS PMMA PA CTA PS PMMA  PA CTA p value
UF, mL/h 516+150 535+154 539+100 534+155 540+124  531+200 505+158  545+152  0.769
UV, mL 2,429+653 2,552+677 2,558+495 2,554+770 2,512+566 2,504+878 2,400+727 2,589+635  0.608
Qd, mL/min 4001 405424 4000 400+0 406+24 406424  406+24  400+0 0.478
TMP, mm Hg ~ 184+19° 199+222 1824272 1804222 28434 3616 3416 3143 <0.001
Qb, mL/min 403+20 393+32 401423 401421 40320 392439  398+15  403+30 0.245
Vp, L 11311 112+12 113+10 113+9 112+12 111+14  113+10 115+11 0.967
td, min 280+21 283+17 280+17 280+17 277+23 282+18  283+21 283+18 0.652
Qi, mL/min 110£13%5k 86+10% 1! 11113 7549541 00 00 00 00  <0.001
SV, mL 30,464+4,673% 1% 24,073+2,837>0 k1 30,820+3,901%1%  20,398+2554% 55! 0+0 0+0 0+0 0+0 <0.001
Hty, % 3146 3245 3046 31+4 32+4 3044 3146 3043 0.239
Htg, % 38+6 3946 3746 3745 38+5 3746 3746 3745 0.746
Hg,, g/dL 1142 11+2 10+2 11+1 11+1 10+1 11+2 11+1 0.199
Hgg, g/dL 1342 13+2 1242 1241 13+1 1242 1242 12+1 0.733
Krew mL/min 236+26%¢ 225+14™¢ 245+19% 1 237+13° 218+12f 202416 212418  221+14° <0.001
Kt, L 68.6+10.2¢ 66.1+5.8%1 71.3+6.9% 69.1+5.85¢h 62.3+6.6  58.5+6.18 62.4+7.4 64962 <0.001
Kt/V 1.96+0.46 1.92+0.41f 2.03+0.35Pd 1.97+0.36¢ 1.79+0.38 1.66+0.27 1.76+0.31 1.85+0.39  0.007

Initial and final haematocrit (Ht, and Ht;) and haemoglobin (Hg, and Hgs) measured by means of BVM. Urea clearance (Kye,) and haemodialysis dose
(Ktand Kt/V) measured by means of OCM. The overall ANOVA repetitive data test significance (p value) is shown. The Bonferroni post hoc analyses among
conditions are also given. UF, ultrafiltration rate; UV, ultrafiltration volume; Qd dialysate flow; TMP, average transmembrane pressure; Qb, Blood flow; Vp
total blood processed; td, effective treatment time; Qi, substitution flow; SV, substitution volume; HDF, haemodiafiltration; HD, haemodialysis; OCM, on-
line clearance monitoring; BVM, blood volume module. * p < 0.001 versus all HD. ®p < 0.01 versus PA-HD. ©p < 0.01 versus PMMA-HD. 4 p < 0.01 versus
CTA-HD. ¢p < 0.05 versus PA-HD. fp < 0.05 versus PMMA-HD. 8 p < 0.05 versus CTA-HD. " p < 0.05 versus PS-HD. ! p < 0.01 versus PA-HDF.1 p < 0.01
versus PMMA-HDF. ¥ p < 0.01 versus CTA-HDF. !p < 0.01 versus PS-HDF. ™ p < 0.05 versus PA-HDF. " p < 0.05 versus PMMA-HDF.

tions (Cy and C,, respectively) of Cr, f,-microglobulin, myoglo-
bin, prolactin, a;-microglobulin, albumin, and total proteins (TP).
Levels of total p-cresyl (PCs) and indoxyl sulphate (IS), as PBUTs,
were also measured. Concentration levels Cp, were corrected by
the Bergstrom and Wehle formula [17] (except for Cr, PCs, and IS),
according to patient ultrafiltration and dry weight. Parameters re-
lated to the patient weight loss such as ultrafiltration rate (UF) and
ultrafiltration volume (UV) or treatment progress such as dialysate
flow (Qd), transmembrane pressure (obtained by a 3-point meth-
od), blood flow (Qb), total blood volume processed (Vp), effective
treatment time (td), substitution flow (Qi), and substitution volume
(SV) were retrieved by Therapy Monitor software. Initial and final
haematocrit (Hty and Ht;) and haemoglobin (Hg, and Hgs) mea-
sured by means of blood volume module and urea clearance (Kiyye,)
and dialysis dose (Kt and Kt/V) obtained by means of the online
clearance monitoring were also recorded. The reduction ratio (RR)
for each molecule and treatment configuration was obtained by us-
ing initial Cy and corrected G0 values by the following equation

CO - Cpost

G

The mid-range removal score (GRS) as an overall depuration
value was calculated by the equation

RR =

ZRRz - RRalbumin
GRS = ,

5

Removal and Adsorption in
Haemodiafiltration

where i means the 5 non-PBUTSs considered. The proposed score
is intended to account for the depuration efficiency of a given
treatment configuration in a wide range of MW uraemic toxins
and assuming albumin removal as a negative effect.

Elution Protocol and Adsorption Quantification

Once the patient was disconnected, an elution protocol pre-
sented elsewhere [18] was implemented. The obtained eluate
(Veluate ~ 160-250 mL) was collected into 50 mL propylene tubes
and stored at —80°C until processing. To quantify the amount of
adsorbed mass (M,g4,) of each molecule, 40 mL of the obtained elu-
ate was pre-filtered by a Filtropur 0.45 um membrane to remove
cellular debris and concentrated by a Vivaspin centrifugal concen-
trator of 5 kDa cutoff membrane to a final volume (V_,,.) of 2-4
mL. Finally, 1 mL of the obtained concentrate was assayed to ob-
tain concentration levels (C.,,.) of the molecules. Thus, M,4; was
calculated by the following equation

V.

cluate

M =C
ads (mg) 40

Assay Protocols

The molecules were determined in plasma and eluate following
quality standards as follows: Cr was determined by the Jaffé meth-
od, whereas total proteins were obtained by the biuret method,
both using an ADVIA 2400 Chemistry by Siemens. {,-
microglobulin was assayed by nephelometry by a Siemens Dimen-
sion Vista. Myoglobin was determined in a Dimension EXL by
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Table 3. Meanztstandard deviation of the pre-dialysis serum concentration levels for every solute and treatment configuration

HDF HD p value

PS PMMA PA CTA PS PMMA PA CTA
Cr, mg/dL 6.64+2.41 6.73+2.23 7.05+2.43 6.76+2.35 6.82+2.33 6.70+2.06 7.00+2.37 6.96+2.21 0.612
B,-microglobulin, mg/L ~ 23.0+5.4 23.1£5.0 23.2+6.3 23.4%5.7 22.0£5.7 23.8+5.9 23.1£5.2 23.945.9 0.526
Myoglobin, ng/mL 267.8+144.4  254.5+129.0 257.8+102.6  281.8+185.1  267.0£119.3 280.7+£201.0 287.9+200.6 318.4+181.9 0.431
Prolactin, ng/mL 13.8+6.7 14.8+8.9 13.3+5.7 13.747.3 14.0%7.1 14.2+6.5 13.9+6.3 13.2+4.6 0.772
PCs, ug/mL 25.00+£13.93  25.98+12.29 23.84+11.79  25.98+16.23  25.74+15.38 25.32+13.64 26.53+14.12 26.50+13.46 0.816
IS, ug/mL 17.81+8.48 18.64+8.83  18.69+6.90 18.65+7.80 17.81£6.94  18.99+8.39  19.44+7.40  17.68+7.14 0.761
a;-microglobulin, mg/L  302.4+73.7 319.2482.0  302.1+£80.6 308.5+74.3 316.8+67.6  318.5+94.0  300.4+63.8  305.5+64.6 0.724
Albumin, g/L 36+3 37+4 38+3 37+3 3745 37+4 38+2 37+3 0.432
TP, g/L 61+6 6216 63+6 61+5 61+8 62+5 6317 63+6 0.296

No significant differences were found (ANOVA repetitive data p value) for any molecules or treatment conditions studied. HDF, haemodiafiltration;

HD, haemodialysis; PCs, p-cresyl; IS, indoxyl sulphate; TP, total proteins.

1.0 —A— PS-HDF
—e— PMMA-HDF
p < 0001 PA-HDF
0§ P< 000" A p <0001 _Z_ SEHISDF
’ ¥ p < 0.001
g
;9’ 0.6
o
g
Fig. 1. RR for each molecule and treatment S
configuration. Distinct removal patterns § 0.4
are clearly shown. All haemodialysers im- x
proved the RR when convection was ap-
plied with the exception of the CTA mem- 02
brane. The binding affinity of PCs and IS
affects their depuration profiles as these
molecules resembled a high MW solute re-
moval. The p-value was obtained by ANO- 0 T : " o A o T a A
fes . - crea >-m. (o) ro s o-m.
Eﬁ ;ef:etgllzg i%tﬁ rtstsltoﬁlhr];dﬁl:etﬁg é;tll;) (113 Da)(11.8 kDa) (17 l)</Da) (23 kDa) (213 Da) (188 Da) (33 kDa) (66 kDa)
sis.

Siemens. a;-microglobulin was measured by means of Siemenes
BNII detector. P-cresyl and IS were assayed by UHPLC-MS/MS in
NexeraX2 chromatographic equipment. Albumin was assayed by
molecular absorption spectrometry.

Statistical Analysis

An ANOVA test for repetitive data was implemented to assess
the overall statistical significance among treatment conditions,
whereas the Bonferroni post hoc analysis was used to obtain all
pairwise comparisons among each membrane and convection ap-
plied, assuming an a = 0.05 and = 0.20, performed by the IBM
SPSS v19.0 software.

4 Blood Purif
DOI: 10.1159/000514936

Results

Patient Population and Treatment

Twenty-two anuric patients (15 men) aged 35-88
years and on HD for 5-174 months were recruited after
signing the informed consent form. The renal aetiology
was hypertensive nephropathy (n = 9), diabetic nephrop-
athy (n=5), glomerulonephritis (n = 2), polycystic kidney
(n = 1), and others (n = 5). Vascular access was arterio-
venous fistula (n = 15), catheter (n = 5), and PTFE graft
(n = 2). The anticoagulation agent was sodium heparin
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Fig. 2. Mean and standard deviation (error
bars) of the GRS for each haemodialyser
and treatment condition. All membranes
increased their overall score when exposed
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p < 0.001
p < 0.001

p < 0.001
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p < 0.001

to HDF with the exception of the CTA,
whose overall score decreased. Bonferroni
post hoc pairwise significance is shown as
follows: **p < 0.001 versus all other mem-
branes and treatments except PMMA-
HDF, *p < 0.001 versus all HD. GRS, mid-

o
o

p < 0.01

range removal score; HDF, haemodiafiltra-
tion; HD, haemodialysis.

T T T T T T T 1
PS-HDF PMMA-HDF PA-HDF CTA-HDF PS-HD PMMA-HD PA-HD CTA-HD

(n=9), Innohep 10,000 UI/mL (n = 9), or no additional
anticoagulant (n = 4).

The treatment parameters retrieved by the Therapy
Monitor are summarized in Table 2. Parameters that have
implicit relation with the convection applied, that is,
transmembrane pressure, substitution volume, Qi, Kea
Kt, and Kt/V, obtained statistically significant values de-
pending on the dialyser and convective modality selected,
as a consequence of the comparison between HD and
HDF treatments.

Removal

No significant differences were found in the pre-di-
alysis serum concentrations for the solutes analysed
among treatment configurations (Table 3). The RR for
each solute, membrane, and treatment condition is de-
picted in Figure 1. The significance among values is giv-
en (see online suppl. Figure 1; for all online suppl. ma-
terial, see www.karger.com/doi/10.1159/000514936).
The RR in the range between 12 and 33 kDa was sig-
nificantly affected by the choice of haemodialyser, as
well as the by convective modality. As a general rule, the
RR was enhanced by 10-30% when the same membrane
was exposed to HDF, with the highest RR values being
achieved with the PS membrane for all toxins. The ex-
ception was the CTA membrane as it obtained lower
values of RR for all non-PBUT's with the convective mo-
dality. Of note, how the binding affinity of PCs and IS

Removal and Adsorption in
Haemodiafiltration

affect their depuration profiles as these molecules re-
semble a high MW solute (between 23 and 33 kDa). For
albumin and TP, no statistically significant differences
in RR were detected among treatments, reaching values
of around 10%.

The GRS value for each haemodialyser and treatment
is shown in Figure 2. Significant differences were found
regarding the membrane and convection applied. All
synthetic haemodialysers obtained higher values when
exposed to HDF with a relative increase of 38, 35, and
28% in the GRS value for PS, PA, and PMMA mem-
branes, respectively. In contrast, the CTA membrane de-
creased a relative 11% the GRS value switching from HD
to HDF (p < 0.01), indicating a loss of removal efficiency
by HDF.

Adsorption

The amount of adsorbed mass (M,q4,) for each molecule
and treatment type is shown in Figure 3. The adsorption
for B,-microglobulin by the PMMA haemodialyser was
clearly observed as this membrane obtained the highest
values compared to the others when exposed to the same
convection, reaching M,4, = 3.45 + 2.13 mg in HDF (p <
0.001 vs. CTA-HDF and p < 0.01 vs. PA-HDF) and M,q4s =
2.10 £ 0.90 in HD (p < 0.001 vs. CTA-HD and PA-HD).
Of note, the negligible levels are measured by the CTA
membrane, regardless of the treatment type. For prolac-
tin, the amount of M,4, was enhanced when the mem-
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branes underwent convective treatments, reaching rela-
tive increases of 191, 170, and 98% for PS, PMMA, and
CTA, respectively, with the exception of the PA mem-
brane. In the case of a;-microglobulin, non-significant
differences were found regardless of the membrane and
convection applied. For albumin, slight differences in ad-
sorbed mass were detected among membranes, obtaining
the PMMA membrane with the highest values (MERF =
33.3 +18.0 mg, ML = 28.0 + 16.9 mg, p < 0.05 vs. CTA-
HD), whereas the lowest results were obtained for PS-HD
(Mgs = 12.8 + 10.0 mg) and CTA-HD (Mg = 6.9 + 9.9
mg). Regarding TP, the CTA membrane showed signifi-
cant adsorption compared to the other membranes in
both treatment modalities reaching the highest values in
HDF (Mg, = 427.2 + 207.9 mg, p < 0.001 vs. PA-HDF,
p<0.01vs. PMMA-HDFand p <0.05vs. PS-HDF), where-
as lower but still significant values were obtained in HD
(Mgs = 274.7 + 138.3 mg, p < 0.01 vs. PS-HD, p < 0.05 vs.
PMMA-HD and PA-HD), confirming the adsorption af-
finity of proteins to this membrane.

Discussion/Conclusion

Herein, we identified the impact of the convection ap-
plied in HDF treatments in the removal and adsorption
for a wide range of MW solutes in HD membranes from
different material and structure but similar area. One of
the objectives of HD is the removal of uraemic toxins. The
optimization of the mechanical properties of the mem-
brane structure allowed to undergo high convective HDF
which resulted in a wide range of MW toxins efficiently
removed [19]. In our study, the improvement by shifting
from HD to HDF was detected within the 12-33 kDa MW
range (except the CTA membrane) as our RR values for
Cr, myoglobin, and prolactin are similar to those report-
ed in [20, 21]. Slight discrepancies are attributable to dif-
ferent treatment time and blood flow. Regarding depura-
tion of PBUTS, their binding affinity hampered clearance
as only the unbound free fraction is removed [22, 23]. Our
results provide evidence that HDF treatments enhance
the elimination of this kind of solutes, as reported in [24,
25], whilst the RR values slightly depend on the chosen
membrane.

Regarding adsorption, the precise mechanisms of in-
teraction between molecules and haemodialysers are sug-
gested to be more closely related to the pore frame [26]
than the nominal surface. The particular capillary struc-
ture, membrane hydrophilicity, and inner layer electric
potential [27] may give rise to a different adsorption pro-

Removal and Adsorption in
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file. There is extensive literature [28-31] on the adsorp-
tive properties of several HD membranes, including
strong negatively charged membranes [32], all used in
HD.

The adsorption properties to PMMA membranes for
B,-microglobulin have been explored in [33-35]. Like-
wise, the adsorption of this molecule to CTA and PS
membranes was also described, among others, by Urbani
et al. [36]. Our results confirm these findings, as we ob-
tained the highest M, 4, for the PMMA membrane both in
HD and HDF. We suspect that the negligible adsorption
of B,-microglobulin to the CTA compared to the PMMA
membrane, both of which have similar pores sizes and
structure, could be attributed to electrostatic interactions.
CTA is a hydrophilic negatively charged membrane,
whereas the electrical configuration of $,-microglobulin
is globally negative at physiological pH (isoelectric point,
pI=5.7) [37]. This particular hydrophilicity lead to repul-
sive interactions between the molecule and the mem-
brane, which allows free movement of the molecule
through the pore structure (maintaining removal) and
preventing adsorption. In contrast, adsorption to hydro-
phobic PMMA may be caused by the interaction of non-
optimal wettability domains throughout the pore channel
and the local electric charges of f,-microglobulin, as sug-
gested by [38].

For molecules as prolactin and a;-microglobulin, no
available literature was found regarding adsorption to
HD membranes. Our results show that all haemodialysers
have adsorptive capacities to these solutes, which was
particularly marked in the CTA membrane in HDF. In
these cases, we hypothesize that the steric hindrance and
the relative size between the molecule and the membrane
pore ratio (r/r,), according to the pore models [39-41],
could be the main mechanisms of adsorption. Prolactin
has an average Stokes radius [42] of 2.10 nm which leads
to a (ry/r,) ~0.3 for CTA membrane. This ratio allows the
molecule to enter the pore channel and be adsorbed due
to the electronic density of this molecule. A similar be-
haviour may be present for a;-microglobulin, with a
slightly increased Stokes radius (~2.4 nm) and a strongly
negative electronic density, resulting in non-significant
differences regarding adsorption among membranes.

For albumin, with an r, around 3.5-3.6 nm [43], ad-
sorption to the PMMA membrane was detected regard-
less of the convection, confirming the results presented
by Tomisawa et al. [44]. In this case, we suspect that the
ratio (r/r,) 20.5 and the formation of a protein layer in
the first 20-30 min of blood to membrane exposure as
suggested in [45, 46] may lead to a similar surface adsorp-
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tion for all membranes (except the PA membrane). For
this latter case, a sub-layer with a constricted pore size
along the wall thickness may act as the proper filtration
barrier. For TP, the convection added to the treatment
enhanced the adsorption of proteins to all haemodialys-
ers and was significantly pronounced in CTA membranes
as demonstrated in [47]. The affinity of proteins to the
hydrophilic CTA membrane and the adsorptive enhance-
ment due to convection was already detected in [48, 49]
and leads to deleterious membrane fouling and therefore
to a reduction in removal, without relevant impact in the
PBUT depuration.

In conclusion, adsorption represents a small fraction
of uraemic toxin removal by the tested haemodialysers
and is slightly enhanced by convection in HDF. Protein
adsorption did not increase removal and reduced CTA
haemodialyser performance in HDF due to fouling (re-
duced GRS and increased TP adsorption). Selection of the
correct membrane for convective therapies is mandatory
to optimize removal efficiency.

Limitations

Adsorbed myoglobin, PCs, and IS could not be deter-
mined due to detection threshold. A continuous dialysate
sampling would have allowed the quantification of a
complete mass balance through the membrane. The in-
clusion of a strongly adsorptive AN69 membrane would
have given completeness to the study. Some conclusions
were based on the pore sizes reported by the manufac-
turer and the literature which may not accurately reflect
the intricate membrane structure or the underlying pore
gradients.
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Figure S1. Mean % standard deviation of the reduction ratio (RR) for each treatment and
molecule. A) Creatinine. B) B,-microglobulin. C) Myoglobin. D) Prolactin. E) Indoxyl Sulfate. F)
P-cresyl sulfate. G) a;-microglobulin. H) Albumin. Bonferroni pairwise significance among
values is indicated as follows, ***p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05 vs. (1- PS-HDF, 2- PMMA-
HDF, 3- PA-HDF, 4- CTA-HDF, 5- PS-HD, 6- PMMA-HD, 7- PA-HD, 8- CTA-HD).

a) Creatinine

b) B,-microglobulin
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Kinetic modelling in haemodialysis is usually based upon the resolution of volume-defined compartment
models. The interaction among these compartments is described by purely diffusive processes. In this
paper we present an alternative kinetic model for uremic toxins in post-dilutional haemodiafiltration
treatments by means of a unidimensional diffusion equation. A wide range of solutes such as urea,
creatinine, 8>-microglobulin, myoglobin and prolactin were studied by imposing appropriate boundary
and initial conditions in a virtual [0,1] domain. The diffusivity along the domain and the extraction rate
at the dialyser are the kinetic parameters which were fitted by least-squares for every studied solute. The
accuracy of the presented volumeless model as well as the behavior of the proposed kinetic parameters
could be an alternative to the compartment description for a variety of molecular weight uremic toxins
undergoing different treatment configurations.

Keywords: diffusion equation; hemodiafiltration; kinetic modelling; uremic toxins.

1. Introduction

Haemodialysis is a renal replacement therapy designed for the management of three major issues
in the End Stage Renal Disease population: to maintain uremic toxin concentration within tolerable
levels, to ensure an optimal electrolyte balance in blood as well as to control the prone overhydratation
status of the patients. The treatment is performed by means of a blood closed-loop circuit between
the patient and a hollow fibre membrane (or dialyser). Hence, uremic toxins are eliminated by means
of diffusion through the membrane (Sargent & Gotch, 1996) which is surrounded by a pure and
electrolyte controlled liquid: the dialysate. The set-up of a haemodialysis treatment is performed by
adjusting specific parameters such as the blood and dialysate flows, Qb (ml/min) and Qd (ml/min),
respectively; the time treatment, 7; (min); and the extravascular water removal ratio or ultrafiltrate, UF
(ml/min) for every individual. Among the different haemodialysis techniques, the post-dilutional on-
line haemodiafiltration (OL-HDF) has demonstrated to obtain the best outcomes in terms of survival
(Maduell et al., 2013; Tattersall & Ward, 2013) and quality of life. Moreover, it is also considered

© The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press on behalf of the Institute of Mathematics and its Applications. All rights reserved.
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Arterial line Qb

—
Qd+UF+Qi

od

Venous line ?

Substitution flow

Oi

F1G. 1. Schematic diagram of a post-dilutional haemodiafiltration treatment. Arterial and venous lines are connected to the dialyser
in a close-loop circuit, allowing a continuum uremic toxin removal process, where the blood (Qb) and dialysate flow (Qd) enter
at the dialyser in a countercurrent configuration. The overpressure held at the dialyser leads to a convective flow (Qi), which is
post-filter infused to the patient in the same amount to avoid an excessive haemoconcentration. The patient weight reduction is
obtained by means of the UF flow.

as one of the most efficient uremic toxin depuration treatment (Maduell er al., 2002; Cornelis et al.,
2014), enhancing the removal of medium and high molecular weight (MW) solutes by the addition of
a considerable degree of convection at the dialyser. Thus, the overpressure applied promotes a great
extraction of plasmatic water enhancing the elimination of the aforementioned toxins by solvent drag.
To avoid an excessive extravascular volume depletion, a substitution flow, Qi (ml/min) is added to the
blood, before being returned to the patient (see Fig.1).

The mathematical models of solute kinetics applied to haemodialysis are usually implemented by
means of mass conservation equations in order to predict the concentration evolution over time for every
uremic surrogate during the treatment and post-treatment time intervals. In the particular case of uremic
toxins, the most recurrent physical description is the Variable Volume Dual Pool (VVDP) model (see
for instance Sprenger et al., 1983; Vanholder et al., 1996; Clark et al., 1999; Waniewski, 2006; Eloot
et al., 2012; Azar et al., 2013 among others). The VVDP models (Fig. 2) split the total distribution
volume (V) of each solute into an internal and an external volume (or compartment), being the latter
to which the dialyser has direct access. Moreover, these volumes are supposed to be connected in series
and allowed to interact among each other by diffusion as a consequence of the concentration unbalance.
Furthermore, the kinetic representation of a solute by the VVDP models is given by two specific param-
eters such as the dialyser clearance K; (ml/min), which denotes the efficiency of the depuration for every
solute and the mass transfer coefficient K. (ml/min) (Schneditz et al., 1995), which describes the overall
solute transfer flux from one compartment to the other. These models are the systems of minimal size that
allows to simulate the solute concentration decay and shifts among tissues in a haemodialysis treatment
and mimic the post-treatment rebound phenomenon (the abrupt increase of solute concentration in blood
due to the concentration unbalance among body compartments), which is of paramount importance in
prescribing the most efficient treatment considering the larger weekend periods.

Other proposed models have been also solved to incorporate a more physiological related
assumptions regarding the toxin removal kinetics. For instance the regional blood flow model
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Ci Ce

dist

d(V.C,
% = K.(C—C,)—KyCo+ G,
(1.1)
dVC;
% = —K.(C—-C.)+G;

F1G. 2. Schematic representation of the VVDP model. The total distribution volume (V) for a given solute is split in an internal
(i) and an external (e) compartment with defined volumes, solute concentrations and amount of solute per minute (or generation)
injected to the system (V, C and G, respectively). The external compartment is assumed to have direct access to the dialyser. The
mass transfer coefficient, K., and the dialyser clearance, K4, are the two kinetic parameters. The mass balance equations are also
shown.

(Schneditz et al., 1993, 2009; Maheshwari et al., 2011) is a parallel loop variation of the VVDP
model, which is an interesting approach to simulate the solute kinetics considering the high- and low-
flow blood perfusion body tissues, as well as incorporate the cardiac output and the cardiopulmonary
and access recirculation as known parameters. Furthermore, the more general description of the multi-
compartment models (Depner, 1991; Schneditz & Daugirdas, 2001; Korohoda & Schneditz, 2013) is
able to give for each organ or tissue a modelled entity.

However, all the aforementioned diffusive models strongly depend upon the assumed V;,, of every
solute which is not always an available value and is often based on the total water body volume, obtained
from anthropometric measurements (Watson et al., 1980) with a high degree of uncertainty. Moreover,
the fraction of every compartment and the total distribution volume, it is well known for urea, creatinine
and f,-microglobulin whereas are not usually described in the literature for high MW uremic toxins
such as myoglobin and prolactin.

The aim of this study is to present and test a volumeless unidimensional diffusion model with proper
kinetic parameters, in order to reproduce the diffusion-based description of the compartment models as
well as to overcome their great dependence upon the assumed V.

2. Mathematical model
2.1 Patient data and measurements

The same samples from the study by Maduell et al. (2015) were used in the present model. 10 anuric
patients underwent four OL-HDF treatments in consecutive sessions. Each patient received two 4-h
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F1G. 3. Representation of the unidimensional model showing the schematic path for a given solute which diffuses from its inner
location in the cell where it is generated (x = 0) to the blood-dialyser interaction surface (x = 1). The different proposed regions
are the following: (a) the cell membrane, (b) the interstitial space, (c) the arterial wall and (d) the bloodstream. The model kinetic
parameters « and k are also shown.

sessions (t; = 240 min, infusion flow 50 or 100 ml/min: 4h-Qi50, 4h-Qi100) and two 8-h sessions
(t; = 480 min, infusion flow 50 or 100 ml/min: 8h-Qi50, 8h-Qi1100). Blood samples were taken hourly
and up to the third post-dialysis hour, 7, = 7, + 180 min, to measure levels of urea, creatinine, f,-
microglobulin, myoglobin and prolactin. Concentration levels of every solute were normalized to those
at the beginning of each session to allow comparison among treatments. Levels of B,-microglobulin,
myoglobin and prolactin were corrected using the Bergstrom and Wehle method (Bergstrom & Wehle,
1987) due to haemoconcentration.

2.2 Model description

Let us consider L, the theoretical length of the path throughout a uremic toxin diffuses from the most
inner point of its location among the body tissues (e.g. inside a hepatic cell for urea or a muscle cell
for creatinine and myoglobin) to the point of its clearance at the dialyser (the blood-membrane contact
surface). Additionally, let us assume this path as a straight line (uniaxial description) with a length
value of L =1 and generic dimensions as depicted in Fig. 3. The diffusion equation along the proposed
uniaxial problem can be written as follows:

0ICwn _ (82C(x, )

- . ) +G), @.1)

where, C(x,¢) is the solute concentration, k, the diffusivity and G(x), the solute generation or source
term.

2.2.1 Source term. Let us consider the patient samples represent solute level values at C(1,¢). The
estimation of the normalized source term (G) was performed by a linear relation between the value at
the beginning of the treatment C(1,0) and the third post-dialysis measurement C(1, ¢,) for every solute,
considering I the time interval between the start of two consecutive sessions (tf = 2880 min). As stated
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before, concentration levels were normalized to initial treatment values, which conduct to

C(1,0) — C(1,1,)
G —1)

G =

(2.2)

The source term should not depend on the treatment type, thus G was taken for all treatments to be
the values obtained for 4h-Qi50, which were selected to be in a nearly steady-state and prevent source
overestimation.

Once the value of the generation for every solute was obtained, two different approaches were
followed regarding the distribution of the source. The first strategy assumes a homogeneous distribution
of the source along the domain as follows:

Gx) =G VYx e (0,1). (2.3)

A second strategy considers the source injection to be concentrated at the first half of the domain as
a step-to-zero function. This approach is intended to mimic the possible favoured solute generation
at inner tissues (i.e. source concentrated in the interstitial space). For simplicity we have assumed the
cut-off point of the step-to-zero function to be at the domain midpoint x, = 0.5, which leads to

2G for 0<x<0.5
G = { 0 for 05<x<1l. @4
Regardless of the approach, the same amount of source injected to the system is therefore guaranteed as
the same result of the integration of (2.3) and (2.4) is obtained.

2.2.2  Boundary and initial conditions. To solve (2.1), appropriate boundary conditions have to be
considered. The first (2.5, upper) assumes the no-mass incorporation to the system at the first point of
the domain (the inside cell source location), x = 0. As this point represents the most inner location of
the solute within the body tissue, no additional solute source could be considered beyond this point. The
second condition (2.5, lower) applies the continuity of the mass flux at the dialyser, which is the last
point of the domain at x = 1. These assumptions can be described as

0C(0,1
—( ) = for x=0
0x
(2.5)
d0C(1,¢
k% = —ad()C,t) for x=1,
X

where « is the extraction parameter, i.e. the amount of solute eliminated by the dialyser blood-membrane
interaction and § () is a function to switch from treatment to post-treatment time intervals. Finally, we
have assumed a homogeneous normalized concentration along the domain which leads to C(x,0) = 1
as initial condition.

2.2.3 Additional assumptions. A further development of §(¢#) was implemented to consider a more
realistic transition among time intervals at the end of the treatment. Once the dialysis has finished, the
blood must be reinfused to the patient to avoid excessive bleeding. This process lasts At, ~ 5 min while
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the blood is still in contact with the dialyser at a very reduced flow, which diminishes the extraction rate
rather than eliminate it. To this regard, §(f) was implemented as follows:

1 for t <1y
t—t
s =11——4 for 1, <t< 1+ A, (2.6)
a
0 for t > t;+ At,.

As a final assumption, no coupling phenomena was considered among the modelled solutes.

2.3 Numerical solution

To solve the proposed model, spectral methods based on Chebyshev polynomials were chosen to exploit
the advantage of their exponential convergence by clustering the nodal points at the boundaries for
non-complex geometries (Muite, 2010).

2.3.1 Spatial discretization. In order to numerically solve the model, a discretization step was
implemented to relate the Partial Differential Equation problem into a system of Ordinary Differential
Equations (ODE’s). Hence, the non-equispaced Gauss—Lobatto collocation points, x; (Trefethen, 2000;
Mai-Duy & Tanner, 2007), defined in the domain x € [—1, 1] as

i
X; = —COS (—l) for i=0,...,N, 2.7
N
were mapped to the domain of interest x’ € [0, 1] as

1
xé:i(xl--i—l) for i=0,...,N, (2.8)
being N is the total nodal points considered. In order to obtain an optimal balance between accuracy
and computing time consumption, the total inner nodal points, henceforth n,, were set to 21, being thus
N =n,+ 1. Imposing an odd value of n, guarantees the presence of a node at the domain midpoint.

2.3.2  Spectral differentiation and time integration. The solution of the presented model was obtained
by means of spectral differentiation methods (Trefethen, 2000). Corrected Chebyshev derivation
matrices, Dij and Dg), were implemented due to the selection of the integration domain (see Appendix).
Thus, (2.1) is written in spectral notation as follows:

c;, N .
d_tl:kle@f)chrGi for i=0,...,N, (2.9)
j=0

dcC . . . .
where —*, Cj and G, are the variation of the concentration over time, the current concentration level

and the source injection for every solute at each node, respectively. Thus, the obtained system of ODE’s
can be solved by conventional integration methods. In our particular case, the time integration was
implemented by the subroutine DLSODE from the ODEPACK package (Hindmarsh, 1982) with the
Livermore solver for initial value problem and stiff or nonstiff systems of first-order ODE’s.
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An interesting approach to deal with boundary value problems by spectral differentiation methods is
to obtain the solution at the nodes i = 0 and i = N in terms of the values at the inner collocation points,
ie.i=1,...,N — 1. To this regard, applying spectral notation at the boundary conditions from (2.5),
the relations (2.10) and (2.11) are straightforward obtained

N ~
> DyC; =0, (2.10)
j=0
N
- ad (1)
2. DG =——"Cn, (2.11)

which are further developed to relate the concentration at the boundary points, Cy = C(0,7) and Cy, =
C(1,1), to the inner nodal CJ- values as follows:

- ad(t) o

N1 | Doj ( Dy + — DonDy;
C, = C., 2.12
=2 w0y | 9 12

=1 | DoyDyo — Do | D %

N—1 ~ R

DnnDr: — DanDi:
= 00N N0 C. (2.13)
| w0 |
7= | DoyDyo — Doo | Dy + =

Finally, the source term is introduced to (2.9) in a discretized form as a homogeneous description from
(2.3) as

G;=G for i=1,....,N—1, (2.14)

or as an inner-favoured generation from (2.4) as

_ N
2G for i=1,...,—

G, = N 2 (2.15)
0 fori:E—I—l,...,N.

For both source strategies, G; = 0 fori = 0 and i = N. A resume of all the input parameters and fitted
ones, their description, value and units can be found in Table 1.

2.3.3 Parameter fitting, accuracy and sensitivity. To fit the proposed kinetic parameters (¢ and k),
the least-squares method implemented by the Levenberg—Marquardt algorithm was used (subroutine
LMDIF from the MINPACK package, More et al. (1980)). The accuracy indicator of the model was
obtained by the sum of the squared residuals, ¢, as follows:

Z CJ —CJ (2.16)

J=1
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TABLE 1 Description of the input fixed as well as the fitted parameters for the conducted

simulations.

Fixed Parameter Value Units
Theoretical length of the domain L 1 [X]
4-h treatment time ty 240 min
8-h treatment time ty 480 min
Time between the start of two consecutive treatments I 2880 min
Post-treatment blood reinfusion process lasting time At, 5 min
Last post-treatment sampled time for 4 h . 420 min
Last post-treatment sampled time for 8 h t, 660 min
Inner collocation points n, 21 -
Source step-to zero point X, 0.5 [X]
Source amount of urea G 2631074 min~!
Source amount of creatinine G 1.92.1074 min~!
Source amount of B,-microglobulin G 1.88 -107% min~!
Source amount of myoglobin G 7.11-107 min~!
Source amount of prolactin G 6.68 -1073 min~!
Fitted

Solute extraction rate o - [X ]min_1
Solute diffusivity k - [X2min~!

where m is the total number of measures available, Cf\, is the computed solute concentration from (2.13)

at each sampled time and C, is the normalized solute concentration from the patient at the same time.
The least-squares method was applied iteratively to the proposed parameters until a minimum value
for ¢ is reached. In addition, a sensitivity analysis was also conducted to assess the influence of every
parameter variation upon the model output. Slight variations on the fitted parameters could be translated
into changes on the ¢ values. Thus, the sensitivity for every parameter S; was calculated for all treatments
and solutes as (Hamby, 1994).

S — Ag p; .
i A_z pj=cons’
e

p; = a,k, N, 2.17)

where n,, is referred to the source injection strategy.

3. Results

The evolution of the computed concentration at C(1,¢) for each solute between the beginning of a
treatment and enough post-dialysis time to show the rebound (lines), together with the measured blood
normalized concentration mean+SD (symbols) is shown in Fig. 4. The agreement of the computed
results with the sampled data is clearly seen from the plots. Besides, we have checked that close values
of the model output were obtained regardless of the source injection strategy implemented. Thus, the
following results were obtained by assuming a homogeneous source injection.

0202 Jequisides Gz uo Jsenb Aq Z1.G9€05/€22/2/9€/2 101 /qUILIEWI/WOD dNO"OIWBPEDE//:SARY WO} PAPEOIUMOQ



UNIDIMENSIONAL DIFFUSION KINETIC MODEL IN DIALYSIS

Urea (60 Da)

4h-Qi50

4h-Qi100 -

8h-Qis0
8h-Qi100

Creatinine (113 Da)

231

4h-Qi50 e
4h-Qi100 oo
8h-Qi50 ~-rrrrr
8h-Qil00 ——

0 : : ‘ : 0 ‘ ‘ : ‘
0 200 400 600 800 1000 200 400 600 800 1000
Time (min) Time (min)
B>-microglobulin (11,8 kDa)
‘ ‘ C 4hQiS0
1 4h-Qi100 -
8h-Qi50 -
8h-Qi100 ——
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000
Time (min)
Myoglobin (17 kDa) Prolactin (23 kDa)
L1t | | | | - L1t | | | | -
18 E 16 i

0.5 4h-QiS0 ] 0.5 QS0
4h-Qi100 - 4h-Qi100 -
0.4 : 8h-Qi50 -~ ] 0.4 8h-Qi50 ]
8h-Qil00 —— 8h-Qi100 ——
03 ‘ ‘ ‘ Qil0 03 ‘ ‘ ‘ Qil0
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000

Time (min) Time (min)

Fi1G. 4. Evolution of the normalized computed concentration versus time at C(1, 7) for all solutes (lines) together with the measured
blood normalized concentration mean£SD (symbols) from the study by Maduell ez al. (2015). The MW of each solute is shown
in daltons (Da). The treatment type is indicated by the labels. The time frame is set to 1000 min.
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TABLE 2 Mean £ 95% confidence interval (CI) for the fitted values of o and k parameters
for each treatment type and solute.

a[£]- (1072 4h-Qi50 4h-Qi100 8h-Qi50 8h-Qi100
Urea 0.6240.05 0.6340.06 0.6240.05 0.654+0.07
Creatinine 0.464-0.04 0.48+0.05 0.4240.04 0.454-0.04
B,-microglobulin 0.5040.07 0.6940.09 0.4740.06 0.614+0.08
Myoglobin 0.124+0.03 0.294-0.06 0.0940.02 0.204+0.04
Prolactin 0.1240.04 0.1640.05 0.0840.02 0.1440.04
2

k[L7.(1072)

Urea 1.35+0.27 0.971+0.19 1.27+0.25 1.1540.23
Creatinine 0.4740.09 0.454-0.09 0.3240.07 0.3140.06
B,-microglobulin 0.3840.1 0.3740.09 0.294-0.07 0.2740.07
Myoglobin 0.2040.08 0.3140.12 0.104+0.04 0.144-0.06
Prolactin 0.19+0.11 0.14+0.08 0.29+0.17 0.20+0.12

TABLE 3 Sum of squared residuals value, ¢, for each treatment type and solute.

g (1073) 4h-Qi50 4h-Qi100 8h-Qis50 8h-Qi100
Urea 0.06 0.29 0.16 0.29
Creatinine 2.30 2.09 4.20 3.42
B,-microglobulin 3.35 4.07 4.46 5.51
Myoglobin 1.52 5.29 4.95 8.08
Prolactin 3.97 3.45 5.69 4.82

The enhancement on the clearance of solutes by increasing the convection is reflected upon the
fitted values of the extraction rate o (see Table 2). An overpressure increase at the dialyser (given by
Qi) does not affect significantly the clearance of low MW solutes such as urea or creatinine, with only a
relative improvement of « less than 7% (see the first two rows of Table 2). For high MW solutes, e.g. ;-
microglobulin, the increased Qi is clearly translated into a relative improvement of the extraction rate of
38 (for 4-h treatments) and 30% (for 8-h treatments). In the case of myoglobin, the enhancement of the
extraction rate by convection is strongly marked into more than 122% of relative increase by doubling
Qi. For prolactin this enhancement is translated into a moderated 33 and 75% of improvement for 4
and 8-h treatments, respectively. Moreover, the slight impact of the treatment time (same Qi) over the
extraction rate of the different solutes can be obtained by the comparison of the first and third columns
as well as the second and fourth columns on Table 2.

The diffusivity k was found to be inversely related to the solute MW, being the highest values obtained
for urea. However, similar values of & for every solute were found for treatments with the same duration
(first and second vs. third and fourth columns on Table 2), regardless of the convection applied (except
for prolactin). This could be attributed to the lower concentration gradient between C(0,¢) and C(1,1)
for 8-h treatments rather than for 4-h (see Discussion).

The accuracy of the model assessed by the ¢ value is shown in Table 3 as well as its dependence upon
the inner nodal points considered, n,, reflected in Fig. 5. The most accurate model was found for urea,
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FiG. 5. Sum of the squared residuals, ¢, as a function of the inner nodal points, ny, considered for every solute and treatment
condition. A stable value is obtained from n,=5. Values at n,=21 are also reflected in Table 3.

with values around 10™*. The greater uncertainties for the other solutes lead to a moderated accuracy,
which is translated into a sum of squared residuals of around 1073,

The sensitivity analysis conducted to evaluate the relevance of each proposed parameter on the
model output for each treatment and solute is depicted in Fig. 6. Parameters were arranged in order of
importance. The o parameter was found to be the most sensitive for all treatments and solutes (S, ~ 10
- 10%), especially for urea and 4h-Qi50 treatments. Slight variations in « led to a marked deviation of
the model accuracy and an abrupt increase of the ¢ value for this solute.

Sensitivity values for k (S, ~ 10) were found lower than those for «, indicating the moderated
variation of the model output upon this parameter. Moreover, as stated before, the consideration of
a homogeneous source along the domain or an inner forced injection, labelled by n,, led to a non-
significant impact on the model accuracy, by sensitivity values (Sn,, ~ 1), being the former description
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F1G. 6. Computed sensitivity values obtained for each parameter, treatment type and solute. Notice the logarithmic scale on the
sensitivity.

related to a slightly better fit. Both source injection strategies resulted in non-significant variations for «
and k (less than 1%).

Finally, an overall kinetic representation of every solute is obtained by a spatial and time
concentration evolution plot. Figure 7 shows the three-axis representation for all the solutes and 8h-
Qi100 treatments. Concentration surface isolines are represented at the z = O plane. The high diffusivity
values computed for urea are translated into an expected nearly parallel isolines, indicating similar
concentration levels all along the domain at the same sampled time. For all the other solutes, lower
diffusivity values lead to a more pronounced disequilibrium between C(0, f) and C(1,¢), which in turn,
is translated into a non-parallel isolines and a characteristic surface plot.

4. Discussion

In the theoretical framework of the models applied to haemodialysis, the kinetic description was adopted
from the study by Babb ef al. (1967) by means of a compartment volume distribution for a given solute.
The VVDP models suffice to predict with a great accuracy, the uremic toxin kinetic behaviour such
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Urea (60 Da) Creatinine (113 Da)

C(x,t)
C(x,t)

1000 1000

400

Time (min) Time (min)
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1000

Time (min)

Prolactin (23 kDa)

C(x,t)
C(x,t)

1000 0 1000
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400
200 Time (min)

Time (min)

10

F1G. 7. Overall representation for the evolution of the solute normalized concentration in 8h-Qil00 treatments as a function of
time and along the integration domain. The normalized patient concentration at each time is represented by dots. Surface isolines
representing the disequilibrium between C(0, #) and C(1, 7) are represented at the bottom. To avoid confusion, error bars at C(1, r)
are omitted.

as urea (Levine & Bernard, 1990; Gabriel et al., 1994) as well as other low MW molecules (Eloot et
al., 2005), B,-microglobulin (Odell e al., 1991; Kanamori & Sakai, 1995) and less commonly in high
MW solutes such as myoglobin (Keir ef al., 2014). The description is performed as a pure diffusive
process by means of the interaction between two or more volume defined compartments due to their
concentration gradients and based upon two Kinetic parameters such as the dialyser clearance K; and
the mass transfer coefficient K., being the latter not feasible to be experimentally measured (Eloot et
al., 2007). Despite their accurate output, these models depend strongly upon the assumed distribution
volume for every solute which is usually associated with a substantial uncertainty. Thus, we have
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developed and tested a generic uniaxial kinetic model based upon the same physical principles and
adapted different assumptions from the VVDP models into a volumeless description.

The first step was to adapt the source injection strategy as there is not a specific consensus in the
compartmental modelling to consider the generation at the internal, external or both compartments
depending on the studied molecules (Grandi et al., 1995; Stiller et al., 2002). To implement this in a
uniaxial model, the source term G(x) was proposed on the one hand, as a homogeneous injection or, on
the other hand, as an inner-favoured source injection with a theoretical cut-off point at the interstitium
(given by x,, = 0.5). We have checked that both source strategies conduct to similar model output. This

is explained by the much lower values of G compared to the solute concentration and concentration
variation, regardless of the injection strategy implemented. In other words, the values of G << C(x, 1)
(1073) and G < dC(x,) (107" lead to a smooth obtained curve from (2.9), despite the possible
expected discontinuity at C(0.5, ¢), due to source injection function shape.

The further validation of the uniaxial model appropriateness of & and k, which have their parallelism
on K, and K, parameters from the VVDP description was carried out by testing the model upon four
different treatment configurations in regard of a suggested improvement of the medium and high MW
solutes clearance due to an increase on the Qi, obtained from several clinical results (Ficheux et al.,
2000; Canaud & Bowry, 2013). Thus, the low impact of convection on the clearance of low MW
toxins is detected by similar values of « for urea and creatinine independent of the Qi of the treatment,
while marked differences were found for B,-microglobulin, myoglobin and prolactin. In the case of the
diffusivity, k, the high values obtained for urea indicate an expected high transfer ratio among the tissues
for this solute. For the other molecules (except prolactin), fitted values of k were slightly higher for 4-
h compared to 8-h treatments, regardless of the convection applied. These results could be attributed
to the model detection of the steepest concentration unbalance between C(0, ) and C(1,¢) in case of
short treatments, forcing a higher-fitted diffusivity values, which in turn, could be related to the real
physiological pronounced disequilibrium between compartments in the case of shorter haemodialysis.
However, this result could also indicate that a non-linear diffusivity and/or advective effects are hindered
from the model results to some extent.

Additionally, the dimensionless domain length allows to convert « and k into K ; and K ., respectively
by multiplying the former values by the assumed distribution volume obtained from the literature for
each solute. As an example, assuming a V;,=40 L for urea and creatinine and 4h-Qi50 treatments,
values of K¢ = 248 & 20 ml/min, K!"** = 540 & 108 ml/min and K**" = 184 + 16 ml/min,
K¢ = 188 + 36 ml/min are obtained. In the case of ,-microglobulin, assuming a V;,=13 L the

obtained values are ng = 65 £+ 9 ml/min and Kf 2 = 49 4 13 ml/min. These results show close relation
to those reported in the study by Ziolko et al. (2000) and Ward et al. (2006).

Further improvements could be implemented to overcome the limitations of the presented model.
For instance, the proposed domain represents a highly non-homogeneous distribution of tissues which
could lead to the assumption of the diffusivity k as a non-linear parameter. Moreover, to model active
transport of solutes across the cell wall and the surrounding tissues, some degree of advection should be
considered. All of the above would require to know precise kinetic parameters for every studied solute
obtained from the experimental data.

The implementation of a diffusive process, the precise behaviour of the proposed parameters upon
different expected kinetics and the model accuracy, supports the uniaxial model to be presented as an
appropriate volumeless alternative to the VVDP scheme regarding uremic toxin kinetics. In addition,
similar results for both models are expected as a consequence of their exponential analytical solution,
despite the different underlying descriptions.
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5. Conclusion

To sum up, the presented model allows to simulate with good accuracy the kinetic behaviour of
variety of uremic toxins during a haemodialysis treatment. A unidimensional diffusion process with
a homogeneous source injection, the extraction rate « and the diffusivity £ would not require, a priori, a
known distribution volume of every solute, which reduces the input model parameters and uncertainty.
The presented results try to widen the modelling framework of the haemodialysis kinetic description and
could be implemented as an alternative to the VVDP models to assess the efficiency of new treatment
configurations in the clinical routine.
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Appendix

The non-equispaced Gauss—Lobatto collocation grid points are defined within -1 < x < 1 as
i
xi:—cos(—l) for i=0,...,N. (A.1)
N

To change to another domain, X' € [a,b], the re-assignation of the collocation points can be
performed by means of

. .
X, = “(—cos(%)ﬂ)ﬂz for i=0,....N. (A2)

2

Spectral differentiation matrices of order p are obtained by matrix multiplication of the known
concentration values as follows:

dc N ,
=0
2c N o, N _
=l :;} D¢ :g)(Dij-DU)cj for i=0,...,N. (A.4)
dPC N ) N )
@=J§)D$CJ=J§)(DU~DU'“%)C]~ for i=0,...,N. (A.5)

In the particular case of Chebyshev derivation matrices, they are defined by

D; = 250 0<ij<Ni#)
D, = _—2(11@2) I <i<N-—1, (A.6)
Dyo = Dyy = 2N2+1’

where ¢y =cy =2and¢; =1fori=1,...,N—1.

The matrices D;; are defined to be used at the collocation points within the domain -1 < x < 1. To
change to another domain, a slight correction has to be applied. We have changed the domain to be 0
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< X' < 1, thus, to calculate the proper Chebyshev derivation matrices for the x' domain, the chain rule
is applied by

dC dC dx
o A7)
which is written in spectral notation as
N N o)
D.C.=>D.C.;\ ——) for i=0,...,N. .
g(:) iCi JZ(:) i J(b—a) or i (A.8)

In our particular case a = 0 and b = 1 which is straightforward to obtain the corrected derivation
matrix as _
D; =2D; for i=0,...,N. (A.9)
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5. Discusion

Los trabajos presentados en esta tesis ofrecen una visién pormenorizada, detallada y tras-
lacional de la repercusién de las dosis de ultrafiltracién empleadas en tratamientos de HDF
post-dilucional sobre los perfiles de depuracion y adsorcién de diversas toxinas urémicas
en hemodializadores constituidos de diferente material, aunando los resultados obtenidos

tanto del marco experimental, del clinico y de la modelizacién matematica.

La seleccién especifica del conjunto de toxinas urémicas analizadas se realizé basandose
tanto en a la representatividad de cada uno de los subgrupos en los que estan clasificadas
(permitiendo asi abarcar un amplio rango de pesos moleculares), como en la robustez y
reproducibilidad de sus métodos de determinacién. Por este motivo se incluyeron la urea y
creatinina como toxinas de pequeno tamano y utilizadas como trazadoras del tratamiento
dialitico. En cuanto a las toxinas con adhesién proteica, se anadié el p-cresil e indoxil-
sulfato como prototipicas toxinas de este subgrupo, ademas de incluir las moléculas hacia
las que presentan mayor afinidad (albimina y proteinas totales). Finalmente, se escogié
el conjunto formado por [e-microglobulina, mioglobina, prolactina y «aj-microglobulina
como toxinas representativas del rango medio de pesos moleculares. Esta precisa selecciéon
permitié el andlisis de depuracion y adsorcién en el rango comprendido entre 12 y 30 kDa,
horquilla de especial interés depurativo gracias a la aplicacién de técnicas convectivas y cu-
yo analisis ha estado casi exclusivamente enfocado hacia proteinas, citocinas, interleucinas
o TNF-a.

Estabilidad de la restitucion de plasma urémico con hematies

expirados como matriz precursora

Uno de los primeros objetivos propuestos en este trabajo y parte fundamental del primer
articulo fue la validacién del uso de la restitucién de recambios plasmaticos con con-
centrados de hematies expirados como matriz precursora en un sistema de hemodidlisis
simulada o sham. Por ello, uno de los primeros retos suponia evaluar la interaccion entre
los componentes de esta matriz restituida de manera artificial y el sistema de circula-
cion extracorpéreo. El hecho de presentar una matriz novedosa como base para futuros
tratamientos simulados de hemodidlisis, planteaba establecer algunos protocolos de mani-

pulacion y un andlisis muy preliminar, pero 1til, de su estabilidad.
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Discusion

En primer lugar, hubo de determinarse cudl podria ser el rango de anticoagulacion 6pti-
mo para la manipulacién de dicha matriz. En la literatura revisada, no se encontré un
consenso concreto en cuanto a la dosificaciéon de anticoagulante necesaria en tratamientos
ex vivo. Por ese motivo se decidié utilizar la misma estrategia que la ensayada en nuestro
laboratorio (221), anadiendo heparina sédica a una dosis de 1000 UI/L en forma de bolo
inicial. Este régimen resulté ser suficiente en la prevencién de la cascada de coagulacion

sobre la matriz propuesta.

En relaciéon a la estabilidad de los hematies, estd demostrado que el medio y el tiempo
de conservacién influyen en la rigidez de la membrana eritrocitaria, incrementando asi
su fragilidad (259). Ademds, como ya se ha comentado, las gufas europeas establecen una
maxima hemdlisis permisible (MHP) del 0.8 % (1 % en EE.UU.) para poder utilizar un con-
centrado de hematies en el circuito asistencial. En este sentido Makroo et al. (260) reporté
los valores de hemdlisis para diferentes medios de conservacién, que una vez extrapolados
linealmente, permiten estimar el tiempo maximo de conservacién de estos concentrados
hasta alcanzar el méximo permitido, situdndolo alrededor del sexagesimoquinto dia desde

la recoleccién (concretamente 65.05).

Por ello, la interaccién entre los significativos flujos y presiones del sistema extracorpéreo
y la fragilidad de los eritrocitos utilizados podria desdencadenar en una hemdlisis severa
(261, 262). El analisis de esta posible fragilidad se realiz6 de manera indirecta, simulando
tratamientos de didlisis con parametros habituales y utilizando el sensor de turbidez en
el circuito de bano de didlisis como detector de hemdlisis. Este sensor es capaz de detec-
tar enturbiamiento en el compartimento de dializado, mayoritariamente producido por la
hemoglobina libre (a un régimen de 0.5 mL/min con un umbral de hematocrito del 25 %)
asociado a rotura eritrocitaria. Con este método indirecto de determinacién se establecié
que la cantidad de alarmas detectadas por el sensor de enturbiamiento crecia de manera
exponencial a partir del septuagésimo dia desde la recoleccion, alcanzando un valor supe-
rior a 10 alarmas una vez superados los 80 dias de conservacién y haciendo muy dificil la

continuidad de la sesién de dialisis.

En cuanto a la estabilidad de los recambios plasmaéticos, las guias establecen que el plasma
sanguineo para transfusion se conserva durante 3 meses (entre -18 °C y -25 °C) o hasta
3 afios en el caso de almacenarse por debajo de -25 °C (263, 264), haciendo esta matriz
menos perecedera que los concentrados de hematies. En este sentido se analizé la disminu-
cion de los niveles de diferentes toxinas en un intervalo de tiempo suficientemente amplio
(16 meses), conservando este plasma a 4 °C con el resultado de una tasa de degradacién
solamente significativa para moléculas como la mioglobina y la aq-microglobulina con va-

lores maximos de -1.9£1.6 mg/L/mes para esta molécula.
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Con todos los datos expuestos se permitié establecer que la ventana éptima de conservacién
y estabilidad de la matriz urémica propuesta para ser usada en tratamientos simulados se
sitia entre los 42-70 dias (en el caso de hematies conservados en SAG-M) y 35-63 dias (si
se emplea CPD-A como conservante) desde la recoleccién del concentrado de hematies.
Atn asi se debe resaltar que el método propuesto para la evaluacion de esta validez tie-
ne importantes limitaciones al no incorporar la medicion marcadores mas rigurosos de
hemdlisis como los niveles de hemoglobina libre, trifosfato de adenosina (ATP) o de acido
2,3-bifosfoglicérico (2,3-DPG) (265).

Depuracién de toxinas; dependencia de parametros estructu-

rales del hemodializador

Como ya se ha enfatizado en la introduccion, diversos factores estructurales de la membra-
na de hemodidlisis como el tamano promedio de los poros de la barrera separadora (skin
layer), la porosidad de dicha barrera, la simetria y grosor de la pared capilar, asi como
las propiedades hidrofilicas y la densidad eléctrica superficial o potencial Z (siendo estas
dos ltimas las propiedades intrinsecas proporcionadas por las caracteristicas del material
o conjunto de materiales del que estd compuesta la membrana) conducirdn a perfiles de-

purativos singulares en funcion del hemodializador elegido.

Teniendo presente que la funcién del hemodializador es actuar como rinén artificial, es
licito suponer que algunos de estos pardametros estructurales sean similares a los presentes
en la barrera basal glomerular, permitiendo en primera aproximacién, una depuracién pa-
siva de solutos en funcién de su tamano. En este sentido, las capacidades depurativas de
diferentes hemodializadores han basado sus resultados tanto en la relacién entre el tamano
de la molécula y el poro (rs/r,) como en la estructura de la pared capilar, ya que estos dos
pardmetros indicarédn, en gran medida, la probabilidad de que una molécula pueda atra-
vesar la barrera separadora y desplazarse por la estructura porosa (266) hasta alcanzar el

dializado.

En referencia a esto, ya se ha mencionado que la clasificacién de las diferentes toxinas
urémicas estd expresada en funcién de su peso molecular. Sin embargo la asociacion entre
peso molecular y tamano no es del todo precisa, atendiendo a que el peso molecular hace
referencia a la cantidad de masa y no al volimen que ocupa. Por este motivo es més
apropiado considerar el radio de Stokes, definido como el radio de la esfera con simila-
res propiedades de transporte de la molécula. Por poner algunos ejemplos, la creatinina
tiene una configuracion estructural en forma de elipsoide con un radio promedio de 0.6
nm (267). En el caso de la fe-microglobulina, su radio de Stokes se sitia alrededor de
1.6 nm (268-271). Para moléculas de mayor peso molecular se estiman proporcionalmente
radios mds elevados. En concreto, la mioglobina tiene un radio asociado de 1.7 nm (272),

mientras que para moléculas como la prolactina o la aj-microglobulina, sus radios se es-
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timan alrededor de 2.1 nm (63) y entre 2.4-2.8 nm (63, 270) respectivamente. Por 1ltimo,
el tamano aparente de la albiimina, como proteina plasmatica esencial, estd caracterizado
por un radio de unos 3.5 nm (93, 268, 270).

Los datos anteriormente expuestos permiten la construccién de la Tabla 5.1, donde se
muestra el valor del indice (rs/rp) segin la molécula y el hemodializador considerado. Es
sencillo suponer que un indice bajo estara relacionado con una mayor facilidad al transpor-
te pasivo y por tanto mejor depuracién. Esta afirmacién esta en la linea de los resultados
obtenidos en el primer articulo de esta tesis, donde se constaté una clara superioridad de-
purativa de los hemodializadores con estructura simétrica y con un mayor tamano de poro
(como el BG-2.1U de polimetilmetacrilato y el Sureflux-21UX de triacetato de celulosa)
en comparacion a la membrana asimétrica y con menor tamano de poro como la Fx-1000
Cordiax de polisulfona, resultando los dos primeros en valores superiores de M., v RR

para todas las moléculas (incluso la albimina) a excepcién del PCs e IS.

Tabla 5.1: Relacion entre el tamano de las moléculas r y el radio de los poros 7, para los
diferentes hemodializadores estudiados. Nétese que el valor de 7, hace referencia al poro
de la capa més interna (skin layer) del hemodializador.

Nombre comercial

rs/rp  BG-2.1U FX1000-Cordiax Sureflux21UX Polyflux-210H

(PMMA) (PS) (TAC) (PA)
Creat.  0.09 0.018 0.08 0.03
Bo-m. 0.23 0.48 0.22 0.08
Mio. 0.24 0.52 0.24 0.09
Prol. 0.30 0.64 0.29 0.11
Q-1m. 0.34 0.73 0.33 0.12
Alb. 0.50 1.06 0.49 0.18

Sin embargo los resultados obtenidos para el filtro Polyflux-210H de copolimero de poli-
amida ponen de relieve que este indice no es el inico indicativo de la capacidad depurativa.
Tal y como resulté en el primer y segundo articulo, su propiedades depurativas no son sig-
nificativamente destacables a pesar de estar caracterizado por un tamano de poro muy
superior (1,=20 nm). Esta paradoja podria tener su explicacién en dos motivos. En pri-
mer lugar, la pared capilar de la membrana de PA es asimétrica y compuesta por tres
regiones diferenciadas. En este escenario es muy posible que la seccién estructural que
actia propiamente de barrera separadora esté situada en alguna subcapa profunda de la
pared capilar (y no en la parte superficial como es habitual en membranas asimétricas)
y esté caracterizada, ademads, por un tamafio de poro mucho menor al reportado en la
bibliografia, reduciendo asi sus propiedades depurativas. Ademds, tal y como sugiere He-
dayat et al. (129), no es inicamente el tamano de poro sino una muy baja porosidad la
que limita drasticamente las depuracion de esta membrana, al estar constituida por un

nimero muy inferior de canales porosos.
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Influencia de la modalidad convectiva sobre la depuracion

El debate que suscita la comparacion entre la hemodiafiltraciéon post-dilucional frente a
la hemodidlisis de alto flujo atin no tiene, en el d&mbito clinico, un contundente ganador
(273-275) si bien todo apunta a que la variante convectiva obtiene mejores indices de su-
pervivencia (276, 277), siendo actualmente la opcién de tratamiento preferente. Ademas,
es evidente suponer que tanto la seleccién del hemodializador como el régimen convectivo

conduciran a diferentes resultados depurativos (278).

La superioridad depurativa de la HDF vs. HD ha sido ampliamente demostrada en la
bibliografia. En este sentido diversos ensayos (279-284) han evidenciado que el significan-
te aporte convectivo de la HDF' (i.e., una elevada tasa de sustitucién @; entre 60 y 100
mL/min), tiene poca influencia sobre moléculas de tamano pequeno como la urea o la
creatinina contribuyendo en un aumento relativo méaximo del 10 % de los valores de RR,
ya que su principal mecanismo de transporte es la difusién. Por contra, este mismo aporte
convectivo se traduce en un incremento sustancial de la tasa de reduccién de moléculas
de mediano y alto peso molecular como la [a-microglobulina (incremento de entre un 15
y 50 %), la mioglobina y la prolactina (con incrementos del 20 %), la «j-microglobulina
(obteniendo valores superiores al 150 %) y la albtimina (285), poniendo de relieve el incre-

mento de la depuracién de estas moléculas por arrastre.

En cuanto a toxinas con adhesién proteica, ya se ha destacado que su alta afinidad ha-
cia albumina o proteinas plasmaticas limita su depuracion en técnicas difusivas. Diversos
autores han puesto de manifiesto que el aporte convectivo de la HDF puede aumentar
ligeramente la depuracién de estas moléculas (286, 287). Concretamente, este fenémeno
estd atribuido a que, un significante aporte convectivo aumenta ligeramente la depuracién
de la fraccién libre presente en el plasma sanguineo. En este sentido, y como se detallara en
profundidad maés adelante, una de las hipdtesis de partida de esta tesis que apuntaba a un
posible aumento depurativo de estos compuestos por adsorciéon proteica, queda refutada
al no evidenciarse diferencias importantes en la depuracion a pesar de presentar, algunos
de los hemodializadores empleados, importante adhesién de proteinas plasmaticas. Asf,
varios estudios proponen otras estrategias mas eficientes para incrementar la depuracién
de este tipo de toxinas. Por un lado, se han propuesto membranas asimétricas de matriz
combinada (mized matriz) cuyos resultados demuestran in vitro una alta depuracién de
PBUTSs por adsorcién (288, 289). Ademds, otra alternativa prometedora es la inclusién
de medicamentos con alta afinidad proteica que actiian como competidores de adhesion,

manteniendo una significante fraccién libre de estas toxinas para ser depuradas (290-292).

Como comentario general, los dos conceptos expuestos en referencia a la depuracién por
conveccién (es decir, poca influencia sobre toxinas pequenas y significativa en moléculas
més grandes) han sido corroborados mediante diferentes marcadores en los tres articulos

de esta tesis, apuntalando atin maés, la superioridad depurativa de la HDF.
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Validez del indice de depuracién global

Para la cuantificacién de la depuracién en funcién de la membrana y conveccién aplicada
se ha utilizado tradicionalmente la tasa de reduccién RR como marcador. Asi, los dife-
rentes hemodializadores son comparados en funcién de los valores obtenidos sobre una
mirfada de moléculas o toxinas analizadas (293), dando una informacién disgregada del
perfil depurativo. Ademéds de lo anterior, es un hecho destacado que segun la modali-
dad escogida (294, 295) y las propiedades estructurales de la membrana, se producird una

inevitable depuracién de albtimina, cuyos limites no deberian superar los niveles tolerables.

En este sentido y con el fin de sintetizar en un unico valor numérico las propiedades
depurativas de los diferentes tipos de membranas y tratamientos, se planted el concepto
de ’indice de depuracion global’ o GRS como indice integrado de todos los valores de RR
en el rango de pesos moleculares situado entre 100 Da y 30 kDa, considerando ademas, la

pérdida de albiimina como efecto altamente negativo, definido de la siguiente manera:

N

donde N es el nimero de toxinas urémicas consideradas. Asi, en el caso de un hemodializa-

GRS = — RRalbumina Z == 17 . .,]\77 (51)

dor hipotéticamente perfecto, se obtendrian valores RR=1 para todas las moléculas ademas
de una negligible depuracién de albimina RR=0, dando lugar a un valor de GRS=1. En
caso opuesto, un hemodializador con depuracion total y exclusiva de albimina, este indice
resultaria en GRS=-1.

Esta sencilla formulacién permitié analizar de manera directa la repercusion de la seleccién
de membrana y tratamiento convectivo en las propiedades depurativas. Asi, en el primer
articulo se constaté in vitro que las membranas simétricas y con mayor tamano de poro co-
mo el polimetilmetacrilato y el triacetato de celulosa obtienen valores maés elevados de RR
respecto a los filtros asimétricos para todas las toxinas sin adhesién proteica analizadas.
Sin embargo la elevada depuraciéon de albimina usando estas dos membranas se detectd
claramente por la disminucién sustancial del valor de este indice y muy especialmente en
la modalidad convectiva (reduccion relativa del GRS en un 44 % para polimetilmetacrilato
y un 9% para el triacetato de celulosa), poniendo de relieve la poca idoneidad de este
tipo de membranas en HDF. Por el contrario las membranas asimétricas incrementaron
los valores de GRS en modalidad convectiva (aumento relativo de mas de un 40 % para el
copolimero de poliamida y alrededor de un 4 % para la polisulfona), realzando su eficiencia

en tratamientos de HDF'.

Este indice resulté muy 1til en su aplicacién in vitro. Sin embargo, el traslado a la préactica
clinica se ha de realizar con cierta cautela. En el segundo trabajo presentado para esta
tesis se constatd que todas las membranas ensayadas alcanzaban valores similares de RR

para la albumina. En este sentido, el efecto negativo de su depuracién era suficientemente
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homogéneo para ser introducido dentro del sumatorio, re-definiendo el indice de depuracién

CcOomao:

Zi RRi — RRalbumina 7 = 17 .. ’N.

GRS =
N (5.2)

Esta definicién modera relativamente el efecto de la penalizacién causada por la pérdida de
albiimina y ha sido utilizada por nuestro departamento en diversos trabajos (296-298) a fin

de comparar la eficiencia depurativa entre hemodializadores y modalidades de tratamiento.

Los resultados obtenidos en el segundo articulo utilizando este indice siguen parcialmente
en la linea de los obtenidos en la seccién in vitro. En particular, mediante la implemen-
tacién del GRS se constatd una mejora depurativa de todas las membranas utilizadas en
HDF a excepcion del triacetato de celulosa cuyo valor decrecié significativamente al ser
empleado en la modalidad convectiva. Este fenémeno sugiere (como se detallard en profun-
didad en la seccién siguiente) que la presencia de proteinas plasméticas puede interferir
drasticamente en las capacidades depurativas de un hemodializador al ser empleado en
HDF, tal como observé Maduell et al. en (299).

Si bien ha quedado sélidamente demostrado que el indice GRS es valido para la compa-
racién de las propiedades depurativas entre diferentes tratamientos, se debe puntualizar
asimismo que no estd exento de limitaciones y/o consideraciones. En primer lugar, el
calculo de este indice tiene una fuerte dependencia en los solutos que se consideren. En
el caso de los articulos presentados para esta tesis, se definié y validé para el rango de
pesos moleculares entre 100 Da y 30 kDa, correspondiente al conjunto dado por creatinina,
Bo-microglobulina, mioglobina, prolactina y «j-microglobulina, siendo por tanto el valor
N=5. Sin embargo, es evidente suponer que una seleccién de un nimero mayor o menor
de moléculas repercutird en el valor obtenido de GRS. Por ejemplo, en los trabajos citados
donde se ha empleado este indice, puede hallarse el cdlculo realizado anadiendo ademés
la urea y la ai-glicoproteina dcida (AGA). Ademds de lo anterior, la consideracién de
la depuracién de albiimina como efecto nocivo dificulta la consideraciéon de toxinas con
elevada adhesién proteica al anadir posibles efecto de interferencia. Por ese motivo no se

consideraron el PCs ni el IS en el cédlculo de este indice.

Como ultimo comentario, otro detalle a considerar relacionado con la nomenclatura, es el
empleo del término ’global’. Si bien en los primeros trabajos donde se presenté este indice
se introdujo bajo esta consideracion, es cierto que puede resultar algo pretenciosa o confusa
al no incorporar en su formulacién, ningin marcador de depuracién sobradamente sélido
como el Kt o el Kt/Vieq. En este sentido, y tal como se presenta en el segundo articulo
de esta tesis, la denominacién de ’indice de depuracion en rangos medios’ es mucho més
apropiada para su uso. En definitiva, en el camino exploratorio hacia la formulacion sélida

y robusta de este indice depurativo, solo se han dado los primeros pasos.
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Capacidad adsorptiva de toxinas en funcién del hemodializa-
dor; mas alla del tamano de poro. Interaccion electrostatica

y efecto de la conveccidén.

La adsorcién se ha definido como la capacidad de un hemodializador de retener, por adhe-
sién, tanto a nivel superficial como en el entramado poroso de la pared capilar, una serie
de moléculas y compuestos que a su vez puede comprometer las propiedades intrinsecas
de transporte de la membrana por posible obstrucciéon. Adn asi, el posible potencial de las
propiedades adsorptivas como asistencia a la depuracién en tratamientos difusivos, surgié
de la implementacién de membranas sintéticas de alto flujo como los hemodializadores de
poliacrilonitrilo o polimetilmetacrilato, obteniendo resultados depurativos prometedores
de toxinas urémicas de peso molecular mediano, concretamente para la So-microglobulina,
siendo una muy ventajosa alternativa a los tradicionales hemodializadores celulésicos de
bajo flujo, empleados hasta la fecha (300-303).

Adsorcién de la S;-microglobulina

En el caso concreto de esta molécula, los hemodializadres AN69 de poliacrilonitrilo, BG-
2.1U de polimetilmetacrilato y Sureflux-2.1UX de triacetato de celulosa presentan una
semejante configuracién estructural, con una pared capilar simétrica y tamano de poro
relativamente grande. Sin embargo, han demostrado tradicionalmente una capacidad ad-
sorptiva muy dispar hacia la So-microglobulina, poniendo de relieve que las propiedades
tanto depurativas como adsorptivas de cada membrana estaran fuertemente marcadas por
una combinacién multifactorial de diversos pardmetros (tanto estructurales como de afi-

nidad electrostética).

En concreto, el AN69 de polimetilmetacrilato (PAN) esté caracterizado por un poten-
cial Z extremadamente negativo ((=-70 mV), debido a su composicién de copolimero de
acrilonitrilo hidrofébico y sobretodo a los mondémeros sulfonato derivados del metalil sul-
fonato de sodio de caracter hidrofilico, otorgando a esta membrana un comportamiento
principalmente hidrofilico (304). En el caso de los hemodializadores de polimetilmetacrila-
to (PMMA) como el BG-2.1U, con una densidad eléctrica superficial inferior ((=-25 mV)
han demostrado asimismo una elevada adsorcién de S2-microglobulina (120, 305-307). Por
ultimo, los hemodializadores de triacetato de celulosa, de cardcter hidrofilico y potencial
Z moderadamente negativo ((=-20 mV) resultan en pricticamente valores negligibles de

adsorcién para esta molécula (308).

En este sentido, tanto el primer como el segundo trabajos presentados en esta tesis corro-
boraron los resultados de la literatura, reforzando las prominentes capacidades adsorptivas
de la Bo-microglobulina hacia la membrana de PMMA y su despreciable adhesion al filtro

de TAC. Asimismo, se puso de manifiesto la adhesién mucho menor, pero no nula, en mem-
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branas de polisulfona y copolimero de poliamida. Sin embargo, la explicacién detallada
de estos resultados merece un pormenorizado analisis basdndose en la afinidad electrénica

local ademés de la distribucién estructural de la membrana (309).

Las dispar respuesta adsorptiva entre el PMMA y TAC proviene mayormente de las di-
ferentes afinidades electrostaticas. En primer lugar la (e-microglobulina es globalmen-
te negativa a pH fisiolégico (pH=7.4), debido a que su punto isoeléctrico se sitia entre
pH=5.3-5.7 (310) y por tanto la interaccién con la densidad electrénica seria globalmente
repulsiva bajo estas condiciones. Sin embargo, la molécula presenta residuos de caracter
bésico (es decir regiones con carga local positiva) que, por la significante atraccién elec-
trostatica, pueden quedar fuertemente adheridos a la estructura porosa de membranas de
elevada carga negativa como la AN69 (311). En el caso de los hemodilizadores de PM-
MA, su inherente caracter hidrofébico provoca que, a pesar de la adicién de PVP como
material hidrofilizante, existan dominios de carga eléctrica alternada (312) permitiendo la
fuerte adhesién de Ba-microglobulina. Por contra, la negligible capacidad de adsorcién en
filtros de TAC se debe tanto a su reducido grosor de pared capilar (Ax=15 pum) lo que
conlleva una reducida superficie disponible para la adhesién en comparacion a las otras
membranas, asi como a su homogénea capacidad hidrofilica, ofreciendo una significante
repulsién electrostatica uniforme a las moléculas que acceden al canal poroso y por tanto,

reduciendo drasticamente su capacidad adsorptiva.

Ademas de lo anterior, esta adsorcion se producira estructuralmente, en los filtros simétri-
cos, tanto en la capa superficial como en la profundidad de la pared capilar dada la
relacién anteriormente citada rs/r,, haciendo posible que la molécula acceda al interior
del canal poroso, y por tanto, que su preferente via de depdsito sea la descrita por el
modelo estandar de bloqueo. Por contra, la asimetria de los filtros de PS y PA destacarian
por una adsorcién muy superficial, debido a que la asimetria de la estructura subyacente

reduce drasticamente la probabilidad de adhesién.

Adsorcién de prolactina y «aj-microglobulina

Siguiendo la linea de la descripcién de la adsorcién para la So-microglobulina, estarian las
capacidades adsorptivas hacia toxinas urémicas de mayor tamano y estructura electréni-
ca similar como la prolactina (pI= 6.5) (313, 314) o la aj-microglobulina (pl= 3.8-4.7)
(315). Hay que remarcar que no se ha encontrado literatura alguna donde se destaquen
las propiedades adsorptivas de diferentes hemodializadores hacia estas moléculas. En este
sentido, los dos primeros articulos presentados en esta tesis ofrecen una muy novedosa
primera aproximacion de los perfiles adsorptivos de estas toxinas en diferentes membranas

de hemodiélisis.

En este sentido, los resultados obtenidos en los dos primeros articulos presentados sugieren

que la combinacién entre la relacién r,/r), y la configuracién electrénica de la molécula y

111



Discusion

membrana, marcara la capacidad de adhesién de estas toxinas, reforzando el concepto de
que moléculas de mayor tamano tienen mas dificultad para acceder al canal poroso, resul-
tando en una menor adsorcion y preferentemente localizada a nivel superficial, fenémeno

que dependera, asimismo, de la afinidad electronica de cada molécula.

Efecto de la conveccidén sobre adsorcion de toxinas urémicas

Una de las preguntas que pretende responder este trabajo de tesis es la influencia de
la conveccion sobre la adsorcién de toxinas urémicas. En este sentido, y en vista de los
resultados expuestos tanto en el primer como segundo articulo, se pone de relieve que
un importante incremento de la conveccién no estd asociado significativamente a una
mayor adsorcién. Si bien si se detecté un ligero incremento en la masa adsorbida para un
mismo tipo de filtro utilizado en la modalidad convectiva, este fenémeno seria directamente
atribuible a la mayor tasa de transferencia de moléculas a través de la estructura de la
pared del capilar en tratamientos de HDF y por tanto, una mayor probabilidad de adhesion.
Este comportamiento confirma que la afinidad electrénica y la configuracién estructural
son las principales variables que determinardn la respuesta adsorptiva de las diferentes

moléculas.

Adsorcién de albumina y proteinas. Formacién de capa de gel proteico.

Desde los inicios de la hemodidlisis como tratamiento renal sustitutivo, se comprobé que
el contacto y la interaccion entre la sangre y el material del que estdan compuestos los capi-
lares, asi como la configuracién de la estructura porosa tridimensional de la pared capilar,
provoca la inmediata perturbacién y/o activacién de ciertos componentes sanguineos, lo
que establece la bio(in)compatibilidad de cada membrana (316-319). Ademds, como se ha
mencionado en la introduccién, tanto el efecto Fahreus y el singular comportamiento de la
sangre al circular por capilares con un radio inferior a 500 ym (agrupando los hematies ha-
cia el eje de movimiento y desplazando el plasma y su contenido) como el perfil parabdlico
de la velocidad de propagacion, afectara al tiempo de residencia de las proteinas cerca de
la pared capilar, dando lugar a una regién de polarizaciéon proteica entre el plasma y la
membrana, desencadenando en la paulatina formaciéon de una homogénea vaina proteica
o protein cake (320-322) que provoca el declive de la capacidad filtradora de la membrana

por obstruccién.

La composicién de esta vaina proteica ha sido ampliamente estudiada a fin de poder ana-
lizar en detalle la implicacion de las diferentes membranas utilizadas en la activacién del
complemento, dando lugar de una indeseada respuesta inflamatoria, detectada mediante
el andlisis de niveles de interleucinas, citocinas, plaquetas y neutréfilos (323-336). Sin em-
bargo, los mecanismos de formacién de esta vaina proteica no tienen, hasta la fecha, una
descripcién sélida, si bien diversos autores sugieren que se trata de un proceso dindmico de
depésito y desorcién competitivo de moléculas debido tanto al efecto Vroman (337) como a

las regiones de afinidad electrostética (338-340) dando lugar a las diferentes interacciones
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molécula-superficie o molécula-molécula.

En este sentido, diversos autores han puesto de relieve las capacidades adsorptivas de los
materiales de las diferentes membranas empleadas en esta tesis. En concreto, los hemo-
dializadores de PMMA han demostrado una relevante adsorcién de albimina (341-343)
debido en gran medida a su estructura, mientras que la adsorcién de proteinas en mem-
branas de PS, TAC y PA (344-353), esta atribuida tanto a su configuracién estructural,
su capacidad hidrofilica y a la disposicién electrénica (debido a la presencia de momentos

dipolares, como es el caso de la polisulfona (354).

Asi, en el primer y segundo articulo de esta tesis se corroboran claramente las capacidades
adsorptivas de las diferentes membranas, con una importante adhesion de albiimina hacia
la membrana de PMMA, mientras que el hemodializador de TAC destaca por su alta

afinidad hacia proteinas plasmaéticas.

Efecto de la conveccion y relacién con la obstruccién

Los estudios citados mas arriba han extraido sus conclusiones efectuando exclusivamente
tratamientos de HD, donde el predominante mecanismo de transporte es la difusion, mien-
tras que el analisis de la conveccion sobre la adhesién de proteinas estd muy poco descrita
en la literatura (355, 356). En este sentido es evidente plantear que la elevada ultrafiltra-
cion en los tratamientos de HDF y la consiguiente hemoconcentraciéon en la membrana
potenciara el fenémeno Fahreus, incrementando el desplazamiento de proteinas plasmati-

cas a las paredes de los capilares, y por tanto, favoreciendo su adsorcion.

En el primer articulo de esta tesis se destaca la infima influencia de la conveccién sobre
la adsorcién de albumina a excepcién de la polisulfona, donde la elevada ultrafiltracion
desencadené en una significante adsorcion hacia esta molécula. Este resultado podria tener
su explicacion en la distribucion estructural de esta membrana. Como ya se ha detallado,
la polisulfona se comprende de una delgada capa interna de 1 ym de espesor con poros de
3.3 nm de radio que actia como barrera separadora (skin layer), mientras que la albumina
tiene un radio de 3.5 nm. Esta singular relacién dificulta en gran medida el acceso de la
albuimina al canal poroso, depositdndose tinicamente a nivel superficial. Ademas, es pro-
bable que no todas las moléculas de albimina que llegan a la pared capilar se adhieran
sobre esta barrera separadora sino que, por afinidad, queden adheridas a otras moléculas
ya depositadas, provocando una adhesién constructiva con perfil similar al modelo de blo-
que intermedio o de formacién de gel proteico, fenémeno potenciado por la conveccion.
Ademds, si bien no resulto significativa, la misma tendencia para esta membrana también

se observé en el segundo articulo presentado.

Donde si se constatd una clara interferencia debido al aporte convectivo fue en las proteinas

totales adheridas a la membrana de triacetato de celulosa. Si bien y de manera general
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la conveccion incrementé ligeramente la adsorciéon de proteinas totales para el mismo
tipo de filtro, la membrana de TAC aumentd notablemente la adhesion al someterse a la
modalidad convectiva, efecto no acompanado por un incremento depurativo de PCs o IS
e induciendo a su vez una alta obstruccién de esta membrana, efecto que enlazaria con
los resultados expuestos en la seccién dedicada a la depuracion, ya que esta obstruccién
provocaria la gran disminuciéon de sus propiedades depurativas, reflejadas tanto en los
reducidos valores de RR como de GRS, desaconsejando el uso de este hemodializador en

la modalidad convectiva.

Validez de un modelo unidimensional

Como ya se ha detallado en la introduccidn, el esquema tradicional propuesto para desa-
rrollar modelos cinéticos predictivos de una gran variedad de toxinas urémicas esta basado
en un sistema compuesto de un volumen de distribucién compartimentalizado en dos o mas
sub-voliimenes, donde el intercambio de solutos se produce exclusivamente por la difusion
debida al gradiente de concentraciones y basada en dos parametros cinéticos como el co-
eficiente (o coeficientes) de paso intercompartimental K. y el aclaramiento en el dializador
K. Si bien este esquema ha sido exhaustivamente utilizado para la prediccién del perfil
cinético de un variado tipo de moléculas, tiene ciertas limitaciones ya comentadas, como
su gran dependencia en el volumen de distribucién considerado (357, 358) o el nimero
limitado de sub-volimenes asumibles. En este sentido y con la finalidad de ofrecer una
alternativa a esta gran dependencia, se propuso el ensayo y la validez de un modelo que
pudiera describir un perfil cinético similar al constatado por modelos compartimentales

pero que a su vez estuviera exento de la imposicion, a priori, de un volumen de distribucién.

Por ello se postulé un modelo tedrico basado en una ecuacién de difusién unidimensional
actuando sobre un dominio virtual de longitud unidad (L = 1). El modelo presentado es
puramente tedrico y requiere cierta capacidad de abstraccion, sin embargo, el paralelismo
fisioldgico consiste en considerar este dominio como el recorrido virtual por donde difunde
una molécula con difusividad k£ desde un punto situado en lo més interior (x = 0) de la
célula que la ha generado (e.g., el interior de una célula hepética en el caso de la urea o
de una célula muscular en el caso de la creatinina) hasta el punto donde es depurada en
el dializador (x = 1) con una tasa de eliminacién «. Esta definicién permite, ademaés, la
representacion del gradiente de concentraciones entre tejidos de manera continua como un

modelo N-dimensional en serie, aspecto indeterminado en otro tipo de modelos.

Ademas de lo anterior, otro aspecto muy novedoso anadido al modelo y sin ningiin referente
el la literatura, fue la consideracion de un tiempo de ’transicion depurativa’ al terminar el
tratamiento. En todos los modelos cinéticos consultados, la distincién entre el tiempo de
didlisis y post-didlisis se incluye inicamente como la actuacién (o no) del pardmetro de

depuracion en el dializador (Kj), incluyendo una funcién de actuacién, §(t), definida en

114



el intervalo anterior y posterior a la finalizacién del tratamiento (relacién 5.3).

5(t)= 1 para t < tiratamiento (5.3)

0 para t > liratamiento
En realidad, en una hemodidlisis existe un tiempo de transicién (At,) entre la finalizacién
del tratamiento y la total reinfusién de la sangre remanente en el circuito extracorpéreo
al paciente. Durante este breve intervalo de tiempo (At, ~ 5 minutos) la sangre sigue
en contacto con la membrana aunque a un flujo inferior, siendo posible la depuracién a
menor ritmo. Por ello se redefinié la transicién 6(t) incluyendo este fenémeno como una

disminucién lineal descrita como:

1 para t < tiratamiento
t — tiratamient
6(t): 1- Ztamwn 2 para tratamiento < t < tiratamiento + Ata (54)
a
0 para t > tiratamiento

El modelo difusivo planteado se resolvié numéricamente por métodos espectrales (359-361)
debido a la complejidad de resolver analiticamente el formalismo propuesto (362-364) y
fue ajustado de acuerdo con los datos obtenidos en el estudio de Maduell et al. (247). La
bondad del ajuste, valor no siempre calculado con rigor en otros modelos publicados, se
determiné con la funcién erro €, i.e. la suma de las diferencias entre los resultados analiticos

y los simulados, obteniendo valores del orden de 1073, indicando una elevada concordancia.

Todo el formalismo descrito tenia como objetivo concreto, evaluar la influencia del tiempo
de tratamiento y de la conveccién aplicada sobre la cinética de diversas toxinas urémicas.
En este sentido, los pardametros propuestos y especialmente la tasa de depuracién «, per-
mitié corroborar nuevamente el efecto de la sobrepresion aplicada en tratamientos de HDF
sobre moléculas de un amplio espectro de PM, resultando en una negligible influencia en la
depuracion de toxinas de bajo peso molecular como la urea o la creatinina (cuyo principal
mecanismo de depuracion es la difusién), mientras que este parametro aumenté notoria-
mente para moléculas de PM superior a 12 kDa, constatando una vez mas la necesidad de

un importante aporte convectivo para la eliminacién de estas moléculas.

Por dltimo, y podriamos decir que el resultado mas destacable y una de las grandes ven-
tajas del modelo difusivo propuesto, es su equivalencia casi-directa con los pardmetros
cinéticos K.y K obtenidos de modelos compartimentales. Asi, partiendo de que la di-
fusividad k y la tasa de depuracién « tienen, en este caso, dimensiones de [1/min], la
multiplicacién de los valores de éstos parametros por el volumen de distribucién asumido
de cualquier molécula, permite obtener parametros cinéticos expresados en mL/min como
la mayoria de modelos compartimentalizados. Este resultado es particularmente relevante

ya que pone de manifiesto la capacidad de comparacién de dos formulaciones matematicas
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totalmente diferentes pero con predicciones muy similares. Esto es debido a que la solucion
matematica de ambos modelos estd descrita como modulacién de funciones exponenciales

(tal y como se puede consultar en el Anexo 1).

A modo de comparacion, la Tabla 5.2 muestra los valores obtenidos de los parametros
cinéticos k y a (en el caso de tratamientos de 4h-Qi50), la conversién de éstos valores (K,
y Ky respectivamente) basandose en el volumen de distribucién asumido para la urea y
creatinina (Vy;s:=40 L) y Se-microglobulina (V=13 L) y los valores reportados en la
literatura de K. y Kg. Si bien se aprecian ciertas diferencias, hay una buena correlaciéon

entre valores, demostrando la validez y compatibilidad del modelo difusivo.

Tabla 5.2: Valores de los pardmetros cinéticos o y k obtenidos del modelo difusivo, sus
analogos R’d y R’c obtenidos utilizando el volimen distribucién (Vg;s) para cada molécula
y diversos valores del aclaramiento en el dializador (Kj) y el paso compartimental (K.),
expresados en mL/min reportados en modelos bicompartimentales de la literatura.

Urea Creatinina [o-microglobulina Ref
Q@ 0.62 + 0.05 0.46 £+ 0.04 0.50 + 0.07
k 1.35 £ 0.27 0.47 £ 0.09 0.38 + 0.10
Ki=aVyg 248+£20 184+ 16 65+ 9
Ky 254 + 36 - - (365)
Ky - - 73+ 2 (244)
Ky 271 188 48 (247)
Ky 261 + 17 264 + 14 - (241)
Ky 238 4+ 39 183 + 39 77+ 12 (250)
K,=kVyg 540 £ 108 188 + 36 49 + 13
K, 540 £+ 160 - - (365)
K, 477 113 - (240)
K, - - 82+ 7 (244)
K, 834 162 39 (247)
K. 822 + 345 618 + 113 - (241)
K, 600 275 40 (238)
K, 188 + 78 108 + 29 65 £+ 12 (250)
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6. Conclusiones

En relacién al Objetivo 1.

- La moderada degradacién de toxinas urémicas en los recambios plasmaéticos
conservados a 4 °C y la estabilidad de los hematies en los 30 dias posteriores a
su expiracion, permiten el empleo de la unién de estas dos soluciones coloidales
como matriz precursora de bajo coste y con propiedades similares a la sangre de
paciente urémico en tratamientos de hemodidlisis simulada sin incidencias desta-

cables.

En relacién al Objetivo 2.

- La elevada conveccién aplicada en la hemodiafiltracién en linea post-dilucional
induce una mayor transferencia masas a través de la pared del capilar del hemo-
dializador, alcanzando valores méds elevados de depuracién de toxinas urémicas

de mediano y alto peso molecular respecto a la hemodidlisis de alto flujo.

- La implementacién de un indice de depuracién de rangos medios (GRS) ofrece
una manera sencilla y sintética de cuantificacién de las propiedades depurativas
de diferentes hemodializadores sobre toxinas urémicas comprendidas entre 12 y 30
kDa, ademas de anadir el efecto colateral no deseado de depuracién de albiimina
y permitir la comparacién directa entre membranas y/o modalidades convectivas

diferentes.

- La elevada ultrafiltracion aplicada en los tratamientos de hemodiafiltracion
post-dilucional incrementa muy discretamente, para un mismo tipo de hemo-
dializador, la capacidad adsorptiva intrinseca, que recae muy fuertemente en la
combinacién de su tamano de poro, la simetria y grosor de la pared capilar, las
propiedades hidrofilicas del material utilizado y de la configuracion eléctrica tan-
to de la molécula como del canal poroso, estableciendo zonas preferenciales de

depésito (capa superficial o a lo largo de toda la estructura porosa).
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- Los hemodializadores de TAC simétricos retinen nominalmente los requisitos es-
tructurales para soportar modalidades convectivas. Sin embargo no ofrecen clini-
camente mejores prestaciones una vez sometidos a elevada ultrafiltracién debido a
la notable obstruccién por adhesién de proteinas, efecto no acompanado de mejor
depuracién de toxinas con adhesién proteica. Por ello, se recomienda una especial

atencion en la seleccion de hemodializadores sometidos a alta ultrafiltracion.

Por 1ltimo, en relaciéon al Objetivo 3.
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- El modelo difusivo unidimensional basado en los parametros cinéticos de difusi-
vidad k y la tasa de eliminacién en el hemodializador «, establece una alternativa
a los modelos cinéticos bicompartimentales, no precisando del volumen de distri-

bucion de cada molécula simulada.

- Los parametros de este modelo, en especial el referente a la tasa de eliminacién
«, corroboran la baja influencia de la conveccién sobre depuracién de moléculas
pequenias mientras que se constata el incremento de la depuracién de toxinas con

peso molecular superior a 12 kDa en tratamientos convectivos.



7. Lineas futuras

Los hallazgos presentados en esta tesis han permitido explorar la relacion entre la elevada
ultrafiltracion de los tratamientos de hemodiafiltracion post-dilucional y las propiedades
depurativas y adsorptivas de diferentes membranas sobre un amplio espectro de toxinas
urémicas, haciendo especial énfasis en el rango medio y alto de pesos moleculares. Si bien
se ha realizado una adecuada cuantificacién global de la adsorcién de estas toxinas, solo
se han podido sugerir los mecanismos de depédsito y los lugares preferenciales de la fibra
capilar donde tiene lugar esta adsorcién segtin la membrana y molécula estudiada. En este
sentido y siguiendo la linea de investigacién iniciada, actualmente se estd optimizando en
nuestro laboratorio un protocolo para la verificacién, mediante microscopia de fluorescen-
cia, de las zonas preferenciales de adhesién (capa interna o a lo largo de toda la pared
capilar) segun la molécula y la estructura de la membrana, pudiendo corroborar experi-

mentalmente los posibles modelos de depdsito o bloqueo de poros.

Ademas de lo anterior, recientes estudios plantean que la seleccién de acidificante emplea-
do en la obtencién del dializado (citrato o acetato) modifica la capacidades adsorptivas
de membranas de polisulfona. Ademads, el creciente uso de hemodializadores de MCO y
su incrementado tamano de poro, no ha sido acompanado de un andlisis pormenorizado
de sus capacidades adsorptivas, aspecto esencial atendiendo a su peculiar configuracién
estructural. Estas dos lineas de investigacion permitiran dar una aplicacion directa a la
experiencia adquirida en cuanto a la cuantificaciéon de las propiedades adsorptivas de di-

ferentes membranas.
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Anexo 1

Desarrollo de relaciones matematicas

KyA

La ley de Fick establece que el flujo neto de un soluto se produce por la diferencia de
concentracién entre dos regiones. En el caso de una fibra capilar de grosor homogéneo e

integrando para toda el area del hemodializador se puede escribir:

AC

s — _Dsi
J Az

— J = —~KyAAC (1)

Asimismo, se asume que la variacién de concentraciones estara asociada a un flujo de soluto
en la configuracion a contracorriente de flujo sangre/dializado (Figura A.1, izquierda). La
variacién de esta concentracién a lo largo del hemodializador (la pendiente de la recta
AC; — AC,, Figura A.1 derecha), se escribe como:

d(AC)  AC; — AC,
a7

(2)

Derivando la parte derecha de la ecuacion (1) respecto del area y sustituyéndola en (2) se

obtiene:

d(AC)  AC;—AC,

—KodAAC J 3)
Separando términos, integrando y reordenando términos se puede obtener la expresién
siguiente:
ACl — ACO (CBz - CDO) - (CBO - CDz)
J=KjA——— 2 —KjA 4
O In(AC;/AC,) "CIn[(Cpi — Cpo)/(Cpo — Cpi)] @

De la Figura A.1 se puede obtener trivialmente el balance de masas siguiente:

QBiCi + QpiCp;i = @BiCBo + QpiCpo (5)

®@Bi(Cpi — Cpo) = Qpi(Cpo — Cpi) (6)
Dividiendo la ecuacién (6) por la concentracién incidente se obtiene
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Figura A.1l: Esquematizacién del balance de masas y flujos (a contracorriente) en un
hemodializador (izquierda) y la variacién de concentraciones en lado de sangre y dializado
(derecha). La concentracién (C) y flujo (@) a la entrada (subidince ) y salida (subidince
0) del sistema para sangre (B) y dializado (D) estan representados por Cp;, Cpo, @Bi,

QBO7 CDiv CDOa QDi y QDo-

CBi — Cgo Cpo — Cpi
Q= =Q@Qnir——F~— 7
BCri — Cpi P Cpi — Cpy @)

Notese que en todo el desarrollo anterior se estd asumiendo un flujo de ultrafiltrado nulo

(Qur=0).

El concepto de dialisancia, D, se define como el cambio de concentracién en el comparti-

mento sanguineo dividido por la concentracién incidente de un soluto, es decir:

CBi - CBO CDO - CDZ

D = P = P
@s Cgi — Cp; @p Ci — Chpi

(8)

En la parte izquierda de la igualdad (7) aparece el flujo de soluto hacia el exterior del

compartimento de sangre. Si ademds se tiene en cuenta (8) se puede escribir:

J J—
Cpi—Cpi

Como se ha asumido Qur = 0, se puede establecer que Qp; = Qpo = Q@B Qpi = Qpo =

D 9)

Qp. Ademas, la igualdad (8) se puede reordenar a fin de obtener las siguientes relaciones:

Cpi — Cpo =(Cpi — Cpi)(1 = D/Qp)
(10)
Co — Cpi =(Cpi — Cp;)(1 = D/QpB)

Sustituyendo estos términos en la ecuacién (4) y reordenando se puede obtener:

Qs , 1-D/Qp
1= Qs/Qp 1-D/Qs

Por ultimo, si se asume que Cp; = 0, se sustituye la dialisancia por el aclaramiento,

KoA = (11)

resultando en:

_ QpQp 1*Q£D
KOA_QDQBmL—é;] (12)
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Modelo monocompartimental

El balance de masa (m) en un modelo monocompartimental con generacién G, volumen
V', aclaramiento K y concentracién C', se representa mediante la ecuacién:

dm  d(V(O) ac av

dt dt v dt +C dt ¢ ¢ (13)

Se asume, ademas, una variacion constante en el volumen mediante:

V(t) = Vo + ft, (14)

donde Vj es el volumen inicial y 5 la tasa de ultrafiltracién.

Reordenando (13) y sustituyendo (14) se obtiene la ecuacién diferencial lineal de primer

orden
d K
0 (BrE N _C (15)
dt Vo + Bt Vo + pt
Si se asume Cj como la concentracién inicial, la solucién de la ecuacién (15) se escribe
como:
Vot Bt F G Vot Bt\ P
C(t)=Co | — 1= ) 16
o= (D) T S - (M (16)
En el caso de asumir volumen constante (dV~0), la solucién analitica de la ecuacién (13)
es:
C(t) = C’oexpf% + % (1 - expf%) (17)

En la Figura A.2 se muestra como las soluciones (17) y (16) alcanzan una divergencia

practicamente negligible de 4 % al término del tratamiento.

0.001

T T
Volumen variable —e—
Volumen constante —=—

0.0008 |-

0.0006 [

0.0004 |-

Concentracion (g/ml)

0.0002 |-

I I I I
0 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Figura A.2: Representacién de la solucién analitica del modelo monocompartimental.
Los pardmetros utilizados son: V(0)=40 L, K=300 mL/min, G=12.5 mg/min, C(0)=1
mg/mL. En el caso de variacién de volumen, la ultrafiltracién =1 L/h.
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Modelo bicompartimental

La variacion de masa de un sistema bicompartimental se escribe como:

d(‘/eCE) :Kc(cz - Ce) - KdeCe + Ge
e 18)
c;t === K (C; = Ce) — KuiCi + G

Asumiendo solo la depuracién en el compartimento externo, y la invariancia en el volimen

v la generacién, el sistema anterior se reduce a:

dC. K. K4

dt - V;(Ce_ci)_vece
dc; K. (19)
@ ", GG

Asignando los valores oy = %, Qg = % y as = % se reescribe:
dCe
= — (a1 + a2)Ce + 1 C;
dcC;
dt :Oégc'e — 04301'

De manera matricial resulta en:

d (C) _ [—(ata) a Ce (21)
Los valores propios de la matriz anterior resultan en A\ = —a; + a9, donde:

_apF+agt a3
2 (22)
ay =(a? — apas)'/?

a

La solucién general del sistema en (21) esta constituida por una doble exponencial de la

forma:

Ce :e—tal (,Ble_ta2 + ﬁ2eta2)

(23)
C’i :e—tal (,Bge_ta2 + ﬁ4€ta2) ,

donde se ha de verificar la condicién inicial homogénea de C;(0) = C(0) = Cj, es decir
que S + P2 = B3 + 4 = Co.

Si se definen los coeficientes:

Bi = SCo(1+7)B2 = =Co(1 — )
?l % (24)
B3 = 500(1 +0)Bs = 500(1 —9),
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La solucién en (23) se reescribe como:

1

C.= ngeft‘“ ((1 +y)et2 4 (1 - ’y)et‘”)
1 (25)
C; = 56’06*““ ((1 +8)e 2 4 (1 - 5)et“2)

Utilizando la solucién (25) en la expresién (20) y reorganizando términos se obtiene la

solucién para v y 6:

g=-—2
a2
ViKq — K (Vi + Vo)

2a2V; Ve ’

obteniendo la solucién analitica al modelo bicompartimental.

(26)
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Ecuacion de difusién

La ecuacién de difusién unidimensional asumiendo la difusividad k constante se escribe

comao:

oC (z,t) kazC(:E,t)

ot Ox?
Aplicando el método de separacién de variables se define C(z,t) = T'(t)X(x), pudiendo

(27)

obtener entonces las relaciones:

acgt:,t): ()X ()

XD~ ryx) (28)
2 xT

TELD _ rxa

Mediante estas relaciones se permite reescribir la ecuacién (27) de la forma:

1T'(¢)  X"(2)
kTt X(z) - (29)

siendo A una constante. Esto es posible ya que la parte izquierda de la relacién (29) de-

pende solo del tiempo mientras que la parte derecha lo hace solo de la posicién z.
Integrando para la variable temporal se obtiene:

T(t) = Tyexp ", (30)

siendo Tp la constante de integracién a determinar con las condiciones iniciales y de con-

torno.

Para la integracién de la parte espacial, la ecuacién resultante es de la forma
X"(z) + N’X(z) =0, (31)
cuya solucién no trivial se escribe como:

X (z) = (Creos(Ax) + Casin(Ax)) , (32)

anadiendo las constantes C'y y C a determinar.
Por lo tanto, la solucién general del problema se describe como

C(z,t) = Toesvp_)‘th(Clcos)\az + CasinAz) (33)

Se puede comprobar que la solucién (33) presenta una caida exponencial modulada.
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Anexo 2

Presentaciones a congresos

A continuacién se detallan diversas presentaciones en formato pdster presentadas en dife-

rentes congresos nacionales e internacionales y relacionadas con la tematica de esta tesis

- Valoracion in vitro de la cinética del farmaco experimental SNF472 en HDF

- Comparacién de un modelo bicompartimental experimental y mateméatico

- Eficiencia depurativa in vitro de hemodializadores de alto flujo en HD y HDF
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SNF472 clearance Creatinine clearance
ml/min ml/min

363 204 + 23

Universitat
de les Illes Balears

INTRODUCTION
calcification (CVC)

Experiment

OL-HDF — Blood*

Cardiovascular is a major concern in

hemodialysis (HD) patients and the loss of endogenous modulators HD — Blood? 17+4 161 + 17
of calcification seems actively involved in the calcification process. OL-HDF - Saline? 7+2 321+£35
Phytate is a crystallization inhibitor present in cells and tissues and BalREieRE N EN= ol 115+ 6 171£25

HD — no calcium — Saline3 80+ 13 238+ 7

its low molecular mass and high water solubility make it potentially
dialyzable. SNF472 (the hexasodium salt of phytate), a selective
calcification inhibitor, is being developed for the treatment of

Table 1. Clearance values for creatinine and SNF472 infused in blood and saline.
110 mg/L SNF472; 2 66.67 mg/L SNF472; 3 30 mg/L SNF472. Clearance of SNF472 was calculated by the
exponential fitting method for creatinine, using SNF472 pre-filter levels. Results represent fitted parameter mean

values + asymptotic estimated error.
Figure 3. SNF472 effect on calcium levels in in vitro dialysis systems

calciphylaxis and CVC in HD patients.

AlM A 12 1—OL-HDF 30 B 109 o o hor 25 C 12 7 —-OL-HDF 30
5 i i . . LR D 255 gg W' 20 FN0 IS?NSS 255
To evaluate SNF472’'s behavior during dialysis and the drug %,/ Eﬁ 20E B! sEES i 20
dialysability. ¢ 152 £ s 0 3
—  MATERIALS AND METHODS 2/ R EE
k3 *teee— $055 2 &3 )5 5

. .o . . . . 0+ 00 0+ 00

Dialysability of SNF472 was assessed in vitro using online- BN 2 0 N o W@ ® 0 2 4w e

Time (min) Time (min) Time (min)

SNF472 was infused at different concentrations for 20 minutes in 1L blood. (A) 66.67 mg/L SNF472, (B) 30 mg/L
SNF472, (C) 10 mg/L SNF472. Solid lines represent total calcium while dashed lines represent ionized calcium. OL-HDF
experiments performed in triplicate, mean + SEM is represented. HD and bypass experiments performed in single

experiments. OL-HDF: Online-hemodiafiltration; HD: F ialysi

In order to check if the lack of dialysability observed at high
concentrations was due to interactions with blood proteins the
assays were performed in saline with 30 mg/L SNF472. SNF472
reached maximum plateau levels after infusion and these were
maintained up until the end of the 60-minute period (Fig. 4A).

Finally, the experiments were performed using a calcium-free
dialysate in order to study the possible effect of SNF472-calcium
aggregates formation. SNF472 levels rose in blood for the 20
minutes of infusion while total and ionized calcium levels dropped
(Fig 4B and 4C). In the absence of calcium, SNF472 dialyzed in HD
with a Kgengzo Of 115#6 ml/min for the 66.67 mg/L tested

hemodiafiltration (OL-HDF) and high-flux HD systems in blood and
saline and in the presence and absence of calcium in the dialysis
bath. Experiments using the bypass mode were also performed to
check the interactions of SNF472 with the dialysis system. One liter
of heparinized fresh blood (obtained from volunteer patients from
the Haematology departments of Hospital Clinic and Hospital Son
Llatzer that were periodically undergoing therapeutic bleeding) was
spiked with 8 mg/dl creatinine (as positive control) and introduced
in a container maintained at 37 °C and one-hour dialysis session
was simulated using MC 4008
and FMC 5008 dialysis devices.
SNF472 (66.7, 30 and 10 mg/L)
was infused for 20 minutes and
samples were obtained at
different time points for creatinine,

Figure 1. Scheme of the infusion system
SNF472
infusion port

Arterialne
Pre.fter port
Qb =300 miimin

needles Venous line.

! . concentration and was undetectable after 50 minutes of study (Fig.
total and ionized calcium and Jr Jr 4= 500min 4B).
SNF472 levels quantification. An Figure 4. SNF472 dialysability in saline and blood in absence of calcium in the dialysis bath
scheme of the experimental Resenot A 00 4500 Cao 20
S f g ~+-OLHDF 40000 70 i
infusion system can be seen in iy o B0 Teo s
. 20000 > 2 e
F|gure 1. 1 Thermal bath, 37°C Postiter port § 5000 § gg% EZE ié %
SNF472 was quantified by tandem mass spectrometry (the 3 1000 i 25 3
H . . 5000 g X E
molecular ion of m/z 659 ([M.]-) was followed for quantitative . =5 . H % °
g o . a o 0 2 40 60 0 20 40 60 20 (] 2 40 60
purpose and was obtained after negative electrospray ionization) Time (min) Time (i) Time (min)

after gradient reversed-phase chromatography using TEAA 50mM
pH 9 and ACN as mobile phase.

RESULTS

SNF472 increased in blood while infused, reached a plateau and
remained nearly constant when added at concentrations of 30 and
66.67 mg/L. There was no apparent loss of SNF472 when the
system ran in bypass mode. However, when SNF472 was added at
10 mg/L its levels in blood increased up to 8 mg/L during the
infusion but then dropped with estimated values of Kgygs7, Of 363
and 17+4 mL/min for OL-HDF and HD, respectively (Figure 2, Table
1). Creatinine dialyzed with K. values of 204+23 and 16117
mL/min for OL-HDF and HD, respectively (Table 1).

(A) SNF472 was infused at 30 mg/L for 20 minutes in 1L saline; (B, C) SNF472 was infused for 20 minutes at 66.67 mg/L
in 1L blood and the experiment was performed with hemodialysis; (B) SNF472 levels in blood; (C) Total (solid lines) and
ionized (dashed lines) calcium levels. OL-HDF: Online-hemodiafiltration.

CONCLUSIONS

1. Phytate shows a low dialysability (clearance in the
range 17-36 ml/min and approximately 10% of creatinine
clearance), which is only observed at low phytate
concentrations. This low dialysability may be attributed
to the formation of colloidal complexes with calcium.

2. The administration of SNF472 as an exogenous
source of phytate during dialysis allows to attain the
supra-physiological levels required for its potential

Figure 2. In vitro dialysability and stability of SNF472 under different experimental conditions therapeutlc anti-calcification properties. As SNF472 is

0L HOF +OLHOF  © 0D infused during the whole dialysis session the low
A B HD
120000 ~+-HD 35000 ~+HD = . .
2 100000 B gy -E'm ) clearance will not affect the drug’s systemic exposure
= b=y = . . ..
£ a0 o 2 amo required for its activity.
‘Z i S 1500 § o0
= & o 3. SNF472 is a calcification inhibitor by direct blockade
04 0¢ 04 of HAP crystallization. However, calcium chelating
0 20 40 60 0 20 40 0 2 40 60
Time (min) Time (min) Time (min)

activity is seen at high SNF472 doses. This chelating
effect is compensated by the calcium in the dialysis
bath, so no hypocalcemia is expected in HD patients.
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(A) 66.67 mg/L SNF472, (B) 30 mg/L SNF472, (C) 10 mg/L SNF472. SNF472 was infused at different concentrations for
20 minutes in 1L blood. OL-HDF i performed in tripli , mean + SEM is represented HD and bypass
experiments performed in single experiments. OL-HDF: Online-hemodi ion; HD: H ialysis; PMMA:
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In bypass conditions, calcium was slightly chelated during SNF472
infusion at 66.67 mg/L but when the system was switched to
dialysis mode the calcium in the bath compensated this chelation.
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A new approach to an ex vivo two-pool
kinetic model for uremic toxins in OL-HDF

M. Gomez?!, N. Rodriguez?, J. Cid3, C. Sanz3, D. Perea3, N. Rico? and F. Maduell2

1 Dialysis and Applied Research Center (DIRAC), Fundacio Clinic Recerca Biomédica, Barcelona, Spain.

2 Nephrology and Renal Transplantation, Hospital Clinic, Barcelona.
3 Hemotherapy and Hemostasis, Hospital Clinic, Barcelona.
4 Biochemistry and Molecular Genetics, Hospital Clinic, Barcelona.

Introduction

Haemodialysis two-pool models are numerically solved to estimate
characteristic kinetic parameters, such as the dialyzer clearance, K,
(ml/min), the mass-transfer coefficient among tissues, K, (ml/min)
and the post-dialysis “rebound” effect. Generation rates, G
(mg/min), and distribution volumes (intra- and extracellular spaces)
are additionally fitted to assess the kinetic behavior of different
solutes. In vitro models are usually tested by means of a saline or
bovine blood reservoir, spiked with uremic toxins. Here we present a
two-pool ex vivo model, using plasma exchanges from uremic
patients under preparation for ABOi transplant.

Materials and Methods

A two-pool kinetic model (Fig. 1) was constructed connecting two
reservoirs full of uremic patient plasma exchanges by means of a
peristaltic pump with a pre-selected flow. In addition, 1 g of
vancomycin was introduced to the continuously stirred system, to
also study an exogenous molecule. The small reservoir was
connected to a FMC5008 haemodialysis device using conventional
bloodlines and a Fx60 dialyzer (1,4 m?2). Blood flow (Qb) of 300
ml/min, dialyzate flow (Qd) of 500 ml/min, ultrafiltration flow (Q)
of 1 ml/min and substitution flow (Qi) of 75 ml/min were used.
Samples were taken from the pre-filter, (C;;), and post-infusion, (C,,),
ports as well as intracellular volume (C,) to measure concentration
levels of urea, creatinine, vancomycin and ,-microglobulin.

Figure 1. Schematic representation of the experimental set-up.
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Results

The agreement between the experimental data and the model fitting
is well demonstrated in Figure 2. The concentration decay over time
for each solute, obtained from the experimental set-up, shows close
relation with the computed results.

Figure 2. Experimental data (points) and fitted model (lines) for intra-
(blue) and extracellular (red) simulated compartments.
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*Excluded for modeling.
Regarding kinetic parameters, similar values were obtained both from
the experimental data as well as the fitted model (Table 1).

Table 1. Experimental (Exp.) and modeled (Sim.) values of K, and K,
kinetic parameters for each solute.

K, was calculated by means of mass conservation, using Eq. (1)
whereas K. was assumed to be the peristaltic pump selected flow.

C,-C C
K. =Q i o, Zlo Eq. (1)
o =Q C Que C,

Additionally, a mathematical model (Eq. 2) was implemented to fit
the same dialysis K, and K. parameters from the C;; data points.

d(V1C1i ) = Kc(Cz -Gy )- KoCy
dt Eq. (2)
d(v,C
( dzt 2 ) =—KC(C2 -Cy )-

Equations were solved using the DOPRI5 subroutine whereas the
parameter fitting was performed with the LMDIF subroutine, both
implemented in Fortran90.
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Solute K, (ml/min) K. (ml/min)
Exp. | Sim. Exp. | Sim.
Urea 254 + 37 296 600 + 3* 460
Creatinine | 202 + 597 269 125+ 1* 176
Vanco. 109 + 13° 127 125+ 1% 162
B,-micro. 65+ 5" 89 25 +1* 30
*Median * SD.
*Selected flow #+ accuracy.
Conclusions

Our simple, in-house constructed model allowed us to mimic the
kinetic behavior of different uremic toxins, including the rebound
phenomenon, which could be implemented to analyze the impact of
new treatment configurations over the depuration of solutes.
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IN VITRO ASSESSMENT OF DIFFERENT MATERIAL HAEMODIALYZER [ "">*¢'9
CLEARANCE IN HIGH-FLUX HAEMODIALYSIS AND ON-LINE CLINI
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OBJECTIVE
Table 1. Treatment parameters
To evaluate the clearance of different material hollow fibre haemodialyzers . . _—
undergoing high-flux haemodialysis (HD) or on-line haemodiafiltration (HDF) in an Ll B i Al 5"“‘:;‘3::"”“’
in vitro set-up
HDF 400 600 10 134
METHODS
A pool of 625 ml of uremic plasma and 500 ml out of date erythrocytes was Table 2. Main characteristics of the studied haemodialyzers
connected to a FMC 5008 dialysis device and HD or HDF treatments were Haemodialyzer Material Structure Area  Kuf Sy S,
(m?)  (ml/h-mmHg)
pgrformed (Table 1). Polysulfone (PS), polymgthylmethacrylate (PMMA), cellulose FCordiax 1000 PS. Asymmefric. 2.3 76 09 05
triacetate (CTA) and polyamide (PA) haemodialyzers were tested (Table 2). Blood BG-2.1U PMMA  Symmetric 2.1 22 .
samples were taken at t=0’, 10’, 20’ and 60’. Levels of 3,-microglobulin, myoglobin, Polyflux-210H PA  Asymmetric 2.1 85 07
prolactin, a,-microglobulin and albumin were measured. A monocompartmental Suteflux2 10X Gy Sosiits & 6 065
model was implemented to fit the clearance K (mL/min)
RESULTS
s N
HDF treatments showed the highest clearance values vs. HD for all molecules as expected. The B,-microglobulin clearances for PMMA,
PS and CTA were KPMMA,) =241+ 1, K™, =241+ 5 and K™, =202 + 6 (p<0.05) respectively. PMMA obtained the highest depuration
values for all other molecules as well as a noteworthy albumin elimination (KPMMA, =199 + 3, KPMMA, =148 + 37, KPMMA, =49 + 11
and KPMMA,, =22 + 3) as compared to other dialyzers. CTA showed enhanced clearance as compared to PS (K™, =180 + 6 vs. K™, =93
+7, p<0.01, KA, =112 £ 2 vs. KPS, ;=52 + 6, p<0.01 and K™, ,=19 + 5 vs. KPS, ..,=5 + 4). PA achieved the lowest clearance values for
all molecules in HD.
Figure 1. Concentration decay for B2-microglobulin, myoglobin and a.1-microglobulin for every treatment condition
B2-microglobulin (11,8 kDa) Myoglobin (17 kDa) al-microglobulin (33 kDa)
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Figure 2. Mean % SD of the fitted clearance for every molecule and treatment condition
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Conclusion: In terms of in vitro depuration, CTA as well as PS should be considered as all-purpose haemodialyzers regardless of the

chosen treatment. Despite the highest obtained clearances for PMMA, significant albumin elimination was present in HDF. PA should be
used exclusively in HDF.
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en Didlisis Baxter-Gambro Renal 2016’ and FEDER funds ISCIII RETIC REDINDEN RD16/0009 Lh::;i::;:d. T >
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