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En esta Tesis Doctoral se han utilizado los pares conjugados acido débil-base

(por ejemplo, acido acético/acetato o acido citrico/citrato) como sinonimos,

ya que la ionizacion de estos acidos es completa a pH fisiologico.

Acetil-CoA
AFB

AMP

ATP

BCAAs

a

Cl
CO2
CoA
ERC
ERT
FAD
HCl
HCO;
HD
HDF
HFR
hsCRP

hsTNT

XVI

Acetilcoenzima A
Biofiltracion libre de acetato
Adenosin monofosfato
Adenosin trifosfato

Aminoécidos de cadena

ramificada

Calcio

Cloro

Dioxido de carbono
Coenzima A

Enfermedad renal cronica
Enfermedad renal terminal
Flavin adenin dinucledtido
Acido clorhidrico
Bicarbonato

Hemodialisis
Hemodiafiltracion
Reinfusion de hemofiltrado
Proteina C ultrasensible

Troponina T ultrasensible

IGF-1

IL-1

K

Mg

Na

NAD

NIDDK

0:

pCO:2

PHF

pKa

ppP

PTH

Qs

ROS

TCA

TMAO

Factor de crecimiento insulinico tipo 1
Interleucina 1

Potasio

Magnesio

Sodio
Nicotinamida-adenina-dinucleotido

Instituto Nacional de la Diabetes y las

Enfermedades Digestivas y Renales
Oxigeno

Presion parcial de dioxido de carbono
Hemofiltracion acoplada
Constante de disociacion acida
Pirofosfato

Parathormona

Flujo sanguineo

Flujo del liquido de dialisis

Flujo de infusion

Radicales libres de oxigeno

Ciclo de los acidos tricarboxilicos

N-o6xido de trimetilamina



Resumen

En la actualidad, el liquido de dialisis convencional incluye acetato para
conseguir su estabilidad quimica, es decir, para evitar la precipitacion de
sales de bicarbonato calcico o magnésico. Esa concentracion de acetato, 3-4
mmol/L, que no superaria la capacidad metabolica del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA), desencadena, sin embargo, consecuencias clinicas
indeseables por mecanismos no bien dilucidados. Su sustitucion por citrato
se postula como una mejor alternativa, tanto por evitar la hiperacetatemia,

como por sus efectos pleiotropicos.

En este estudio prospectivo y cruzado se evaluaron los efectos de la
hiperacetatemia, al comparar un liquido de dialisis con acetato con uno con
citrato, con tres enfoques. Se evaluaron los efectos sobre inflamacion, dano
miocardico, balance de calcio y metabolismo mineral 6seo. Se realizo
metabolomica dirigida para investigar cambios en el metabolismo
intermedio. Y metabolomica no dirigida para identificar metabolitos que
pudieran explicar de una manera bioquimica los resultados clinicos

descritos.

Los resultados muestran que el citrato representa una opcion mas
biocompatible, en términos de mejor perfil inflamatorio y balance
aparentemente neutro de calcio; que en la dialisis se produce cetogénesis y
se inhibe la degradacion de lipidos y aminoacidos; y que se identifican
algunos metabolitos cuyas concentraciones difieren con el uso de un liquido
u otro, lo que genera hipotesis que podrian, en futuras investigaciones,

desvelar los mecanismos implicados en los beneficios del citrato.
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Abstract

Currently, conventional dialysis fluid includes acetate to achieve chemical
stability, i.e. to avoid the precipitation of calcium or magnesium bicarbonate
salts. This concentration of 3-4 mmol/L of acetate, which would not exceed
the metabolic capacity of the tricarboxylic acid (TCA) cycle, nevertheless
triggers undesirable clinical consequences by mechanisms that are not well
elucidated. Its substitution by citrate is postulated as a better alternative for

avoiding hyperacetatemia and its pleiotropic effects.

In this prospective crossover study, the effects of hyperacetatemia were
evaluated by comparing acetate and citrate dialysates from three
approaches: the effects on inflammation, myocardial damage, calcium
balance and bone mineral metabolism; targeted metabolomics to investigate
changes in intermediary metabolism; and untargeted metabolomics to
identify metabolites that could explain in a biochemical way the clinical

results described.

The results show that citrate represents a more biocompatible option in
terms of a better inflammatory profile and apparently neutral calcium
balance; that dialysis produces ketogenesis and inhibits the degradation of
lipids and amino acids; and that the concentrations of some identified
metabolites differ with the use of one liquid or another, which generates
hypotheses that could, in future research, reveal the mechanisms involved

in the benefits of citrate.
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1

Introduccion






1.1 La hemodialisis: aproximacion histérica

Los primeros intentos de tratamiento de la uremia datan de la Roma
primitiva y Edad Media y consistian en el uso de banos calientes, saunas,
sangrias o enemas. No es hasta finales del siglo xix cuando empieza la
historia de la hemodialisis (HD). En 1861, el quimico escocés Thomas Graham,
introdujo en la literatura cientifica, por primera vez, el término “dialisis”
para describir el fenomeno de paso pasivo de solutos de bajo peso molecular
y de agua a través de una membrana semipermeable por efecto de la presion
osmotical. No era un término acunado por €I, de hecho, la etimologia del
término “dialisis” proviene del griego antiguo “Sidivoig” (dialusis), cuyo
significado era separacion, disolucion de fuerza o debilidad de los miembros;

pero si le atribuyo el significado que aplicamos hoy en dia.

En 1913, John J. Abel, Leonard G. Rowntree y Benjamin B. Turner fueron los
primeros cientificos en aplicar ese concepto para eliminar sustancias de la
sangre de perros anestesiados haciéndola pasar a través de tubos de
membranas semipermeables de colodion mediante un aparato que, en dos

articulos publicados en 1914, denominaron vividifusor o “rifion artificial 2.

Sin embargo, el mérito de realizar la primera sesion de HD en un ser
humano, en octubre de 1924 en la Universidad de Giessen, Alemania, lo tiene
el médico internista Georg Haas>. Esta primera dialisis solo durd 15 minutos,
pero posteriormente realizd algunas sesiones mas largas, con un efecto
terapéutico insignificante dadas las limitaciones técnicas. Estas dialisis se

realizaban utilizando hirudina, un anticoagulante descubierto en 1880 que



resultaba caro y provocaba reacciones alérgicas porque no se purificaba
adecuadamente y procedia de una especie muy distante de la humana, de

hecho, se extraia de la saliva de las sanguijuelas.

A partir de este momento, dos avances técnicos marcaron un punto de
inflexion en el tratamiento dialitico. En primer lugar, la disponibilidad de
heparina, con la que, en 1928, el propio Haas dializo dos pacientes urémicos
demostrando una mejoria clinica temporal. Esta se estandarizaria como
anticoagulante en 1937. En segundo, el desarrollo de las membranas de

celofan que llevaron a expandir las posibilidades de este tratamiento.

De hecho, el holandés Willem Johan Kolff, a pesar de desarrollar sus
primeros prototipos de dialisis bajo la ocupacion alemana de su pais en la
Segunda Guerra Mundial, desarrolld, en 1943, el “rindn artificial rotatorio”,
con el que dializd quince pacientes que, desafortunadamente, no
sobrevivieron. Sin embargo, en 1945, consigui6 que una paciente con fracaso

renal agudo, por primera vez, sobreviviera gracias a la dialisis.

Paralelamente, y sin tener conocimiento de los avances entre laboratorios
debido a las limitaciones en la comunicacion que imponia la guerra, un grupo
canadiense de dos cirujanos, Gordon Murray y Edmund Delorme, y el
quimico Newell Thomas, desarrollaron un rinon artificial con el que, en 1946,
realizarian la primera dialisis en norteamérica. En este caso, se realizaron
tres sesiones de dialisis que permitieron sostener la vida de una paciente

hasta que pudo recuperarse de un fracaso renal agudo>.



En 1947, el sueco Nils Alwall describi6 un dializador modificado que podia
combinar mejor dialisis y ultrafiltracion como consecuencia de que las
membranas de celofan utilizadas en estos podian soportar una mayor
presion y estaban en un cilindro herméticamente cerrado para poder
generar diferentes relaciones de presion. Otro gran avance en este campo
fueron los dializadores de placas que, en lugar de bombear la sangre a través
de tubos membranosos, dirigian el flujo de la solucion de dialisis y la sangre
a través de capas alternas de material membranoso en los que, por primera
vez, se emplea una nueva membrana de celulosa regenerada con
cuproamonio (cuprophan), de mayor porosidad para los solutos y el agua que
los materiales usados hasta entonces. Pero, el gran paso adelante fue el
desarrollo, en 1964, del primer dializador de fibra hueca que sustituyo los
hasta entonces tradicionales tubos membranosos y membranas planas y

cuyo principio se mantiene en los dializadores de hoy en dia +>.

En el campo del acceso vascular, el estadounidense Belding Hibbard
Scribner, en 1960, inventd la que se conoceria como fistula Scribner.
Implantaba quirdrgicamente una canula de teflon en una vena y otra en una
arteria que se unian en un cortocircuito circulatorio o, para realizar la
dialisis, se conectaban al dializador. A través de esta, el primer paciente en
programa cronico de HD consigui6 sobrevivir once anos. Mas tarde, en 1966,
Michael Brescia y James Cimino empezaron a realizar el procedimiento

quirurgico de las fistulas internas nativas, atn utilizadas hoy en dia.

A partir de 1965, con el éxito conseguido por estos primeros tratamientos,

surge un creciente interés de la industria por la dialisis. Se desarrollan y



producen en gran numero monitores y nuevas membranas enfocadas al
aclaramiento de sustancias de mayor peso molecular, lo que, a mediados de
los anos setenta del siglo XX, llevo al desarrollo de membranas mas porosas,
obtenidas a partir de materiales sintéticos o de la modificacion de las
membranas de celulosa*. Estos avances han permitido llegar al tratamiento

de HD de la actualidad.

1.2 La hemodialisis: principios biofisicos

El principio fisicoquimico principal por el que funciona la HD es el
transporte difusivo, que consiste en el intercambio de sustancias entre la
sangre urémica y el liquido de dialisis a través de una membrana
semipermeable, el dializador, por el gradiente osmotico (IMAGEN 1). Cada
soluto, de forma independiente al resto, atravesara los poros del dializador,
siempre que su tamano no supere el diametro de estos (habitualmente los
dializadores estan construidos para no superar el punto de corte de la masa
molecular de la albumina, que es de 67 kDa), para pasar desde la sangre
urémica, que circula dentro de las fibras huecas o capilares, hacia el liquido
de dialisis, que circula por la parte exterior de dichas fibras y en sentido
opuesto para mantener el gradiente de concentracion a lo largo de todo el
capilar, o viceversa, dependiendo de la diferencia de concentraciones entre
ambos compartimentos®. Este transporte difusivo confiere una alta
capacidad de eliminacion de toxinas urémicas de pequeno tamano (< 10 kDa),
pero, no alcanza una depuracion optima de toxinas de mediano a gran peso

molecular (10 - 50 kDa).
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IMAGEN 1. Esquema del paso de la sangre v del liquido de dialisis en el filtro de hemodialisis durante el
tratamiento. Reproducido de Hemodialisis | Instituto Nacional de la Diabetes y las Enfermedades
Digestivas v Renales (NIDDK, por sus siglas en inglés), (https://www.niddk.nih.gov/health-
information/informacion-de-la-salud/enfermedades-rinones/insuficiencia-renal/hemodialisis). CC BY.

Ademas, se produce la ultrafiltracion, que no es mas que la eliminacion del
exceso de liquido que hay entre el peso seco o tedrico y el que se mide en el
paciente justo antes del inicio de la sesion. Para ello se aplica presion
hidrostatica en el compartimento sanguineo para que el volumen de agua

plasmatica deseado pase desde este hacia el del liquido de dialisis.



Para alcanzar una mayor eficacia depurativa, sobre todo en lo que concierne
a toxinas de tamanos moleculares mayores, se han desarrollado diferentes
técnicas. Entre ellas destaca la hemodiafiltracion (HDF) en linea, que busca
optimizar al maximo el mecanismo utilizado en la ultrafiltracion. El
gradiente de presion hidrostatica entre ambos compartimentos permite, por
un mecanismo conocido como transporte convectivo, el paso de solutos
desde el compartimento sanguineo hacia el liquido de dialisis a través del
dializador junto con su solvente, el agua plasmatica. Posteriormente, se
utilizara el propio liquido de dialisis para reponer el volumen extra de
ultrafiltrado. Este extra de ultrafiltracion del agua plasmatica se puede medir
mediante el flujo de infusion (QI) y se recomienda que no supere el 33% del
flujo sanguineo (Qp), es decir, que la fraccion de filtracion no supere este
porcentaje. El estudio ESHOL reporté una mayor supervivencia de los
pacientes que recibieron HDF en linea en comparacion con HD?. Este
aumento esta en relacion con el volumen convectivo alcanzado en la sesion®,
habiéndose establecido un objetivo minimo de 21 litros de sustitucion para
alcanzar una mejoria en la supervivencia®. Esto hace que la HDF en linea se

postule como el nuevo estandar de tratamiento de HD™.

Aunque, mas recientemente, se han desarrollado unas membranas con un
diametro del poro aumentado (denominadas en inglés, medium cut-off), que
permiten optimizar el paso de moléculas de mayor tamano a través de estos
mediante el transporte difusivo. A esta nueva técnica de dialisis se la ha

llamado HD extendida®.



Para llegar al dializador, la sangre es extraida del paciente mediante un
acceso vascular, ya sea una fistula arteriovenosa nativa o protésica o un
catéter venoso central temporal (percutaneo) o permanente (tunelizado).
Desde alli, por medio de una bomba sanguinea que permite pautar el Qs,
aproximadamente de 250 - 500 mL/min. La sangre es, por medio de esta
bomba, llevada a través de las lineas de dialisis hacia el dializador, donde se
producen los mecanismos previamente expuestos. Desde alli, la sangre

continua de vuelta hacia el paciente (IMAGEN 2).
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IMAGEN 2. Esquema de un circuito de hemodialisis que muestra los principales elementos necesarios en
el tratamiento. Reproducido de Hemodialisis | Instituto Nacional de la Diabetes y las Enfermedades
Digestivas y Renales (NIDDK, por sus siglas en inglés), (https://www.niddk.nih.gov/health-
information/informacion-de-la-salud/enfermedades-rinones/insuficiencia-renal/hemodialisis). CC BY.



En este proceso, hay una serie de biosensores que buscan conseguir dos
objetivos. Por un lado, mantener la maxima seguridad, en términos de
maximizar la tolerancia hemodinamica y evitar la aparicion de potenciales
complicaciones durante el tratamiento como son el embolismo gaseoso, la
desconexion accidental de las lineas o la hemolisis. Por otro, que el
tratamiento de dialisis alcance la mayor eficacia en dosis de dialisis y litros
de sustitucion. En este sentido, los principales determinantes de la eficacia
de la dialisis son el QB, flujo del liquido de dialisis (QD), superficie del filtro

y, sobre todo, el tiempo de dialisis.

1.3 El liquido de dialisis

La funcion del liquido de dialisis es corregir la composicion de la sangre
urémica devolviendo los niveles de sus componentes a cifras fisiologicas,
tanto reduciendo la concentracion de toxinas urémicas como corrigiendo las
anomalias electroliticas y del equilibrio acido-base'. Esto hace que la
composicion del liquido de dialisis sea tan relevante como el dializador, el
tiempo de tratamiento, la modalidad de dialisis, el QB 0 el QD" . No en vano,
las concentraciones optimas de varios de los componentes del liquido de
dialisis, para mantener o restaurar el medio interno, son objeto de discusion
todavia. Es el caso de los cuatro cationes (sodio [Na], potasio |K], calcio |Ca] y
magnesio [Mg]) v dos aniones (bicarbonato [HCO3| y cloro [Cl]) mas

importantes en el medio extracelular-2°.

10



Precisamente, el liquido de dialisis permite uno de los objetivos principales
de la HD, la correccion de la acidosis metabdlica que produce la uremia. En
el paciente en HD, el metabolismo proteico genera un balance positivo a
consecuencia de la imposibilidad de excretar amonio en orina, que lleva, a
su vez, a una reduccion de la concentracion sérica de bicarbonato?'. Ademas,
la HD no permite la retirada de gran cantidad de hidrogeniones, por lo que
la regeneracion del bicarbonato durante el tratamiento se realiza mediante

la ganancia de bases?.

En la actualidad, el liquido de dialisis utilizado en nuestro medio contiene un
concentrado de bicarbonato de 32-35 mmol/L. como fuente para la ganancia
de bases y, en definitiva, la correccion del equilibrio acido-base. Esto hace
que uno de los aspectos mas desafiantes de la produccion de liquidos de
dialisis sea permitir la coexistencia de una solucion de cationes divalentes

(calcio y magnesio) y bicarbonato sin precipitacion'.

Para cuantificar la tendencia que tienen las moléculas a disociarse en una
solucion acuosa contamos con la constante de disociacion acida (pKa). Esta
constante, que depende de otros factores como la temperatura o el pH, es
una medida cuantitativa de la fuerza de un acido o una base en disolucion.
La ecuacion de Henderson-Hasselbalch define la relacion entre el pH y las

concentraciones de un acido y una base conjugados.

[base conjugada]

H =pKa +1
P pita o8 [acido conjugado]
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Al inicio de la dialisis, en los afios cuarenta del siglo Xx, se empez6 utilizando
el bicarbonato sodico como fuente de bases para corregir la acidosis de los
pacientes junto con diferentes cloruros, en particular de sodio y de calcio®.
Por ello es de particular interés el caso de las especies carbonatadas (IMAGEN
3). Cuando el dioxido de carbono (CO-) se disuelve en agua, da lugar a las
siguientes reacciones de equilibrio con las correspondientes pKa, que se

anotan en condiciones de temperatura y pH fisiologicos.

100 e
’ b Y
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< 8o & b 3
2 ’ \
= co : : 3 >
S 60 - 2 ' - HCO3 \ CO3
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2 i \
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IMAGEN 3. Distribucién de especies carbonatadas en funcién del pH. El ejemplo dado es a 20°C y
conductividad eléctrica de 250 xS/cm y con una pKa; de 6,532 v una pKa. de 10,329. Reproducido de
Pedersen O, Colmer TD, Sand-Jensen K. Underwater photosynthesis of submerged plants - recent
advances and methods. Front Plant Sci. 2013;4:140. CC BY 3.0.

CO, + H,0 - H,CO04 (pKao de 3,77)
H,CO; & HCO3 + H* (pKai de 6,1)
HCO3 < €05~ + H* (pKaz de 9,8)
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El pH de la mezcla del liquido de dialisis alcanzaba un valor suficientemente
alto como para que se produjera la segunda disociacion del acido carbonico,
con lo que el anién carbonato en union con las sales de los cationes

divalentes precipitaban.

Ca** + CO%™ & CaC0;
Mg?*t 4+ C0%~ & MgCOs

En aquel momento se decidié evitar, o al menos minimizar, esta
precipitacion mediante el borboteo y disolucion en el bano de dialisis de una

cantidad de CO. suficiente para bajar el pH a 7.4.

En 1964, el nefrologo francés Charles Mion, durante una estancia formativa
en el laboratorio de Scribner, descubrid que la sustitucion del bicarbonato
de sodio por acetato de sodio evitaba la precipitacion de estas sales de calcio

y magnesio?. Esta solucion constituyo un progreso remarcable en la HD.

El acetato de sodio se metaboliza, principalmente en musculo e higado, en
bicarbonato de forma equimolar, por lo que, a priori, constituye un

precursor de bicarbonato estable y economico.

Acetato (CH;CO00™) + 20, — HCO3 + CO, + H,0
Este metabolismo se explica segtin el modelo cinético de Michaellis-Menten,
segun el cual, la velocidad de reaccion maxima se alcanzaria a una

concentracion de 2-3 mmol/L de acetato, lo que implica que niveles
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superiores de acetato no se transformaran en bicarbonato, sino que se
acumularan. De hecho, las concentraciones utilizadas de acetato de sodio, de
35 — 45 mmol/L, llevaba a una hiperacetatemia con valores en plasma, al
finalizar la sesion, de hasta 15 mmol/L, muy superiores a los fisiologicos
(<0,15 mmol/L)** 20y, por ello, hasta pasadas cuatro horas posdidlisis, no

se alcanzaba el pico maximo de concentracion de bicarbonato?*?7,

El resultado durante la dialisis era el de una mayor tasa de eliminacion que
de generacion de bicarbonato intradialisis, dado que por gradiente de
concentracion la pérdida de bicarbonato desde el compartimento sanguineo
hacia el liquido de dialisis era muy elevada, con el consecuente descenso de
los niveles de este'> sumado a una pérdida de otros aniones organicos como
el lactato, el citrato o el B-hidroxibutirato que representan una pérdida de
base potencial que equivaldria a una generacion equimolar de

hidrogeniones®.

El perfeccionamiento de la técnica de HD, el aumento de QB gracias a las
mejoras en los accesos vasculares y la inclusion de pacientes con mayor
limitacion para el metabolismo del acetato, es decir, de edades mas
avanzadas, desnutridos o diabéticos®®, junto al desarrollo tecnoldgico,
hicieron que el uso del bicarbonato en el liquido de dialisis no fuera tan
engorroso?, llevd a que, en los anos ochenta del siglo xx, la dialisis con

acetato se abandonara en favor de la HD con bicarbonato°.

Este retorno al uso de bicarbonato como fuente principal de ganancia de

bases traia de vuelta el problema de la estabilidad quimica. Para evitar la
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precipitacion de sales, se opto por dos mecanismos. El primero fue separar
el liquido de dialisis en dos concentrados: el llamado concentrado acido, que
contiene las soluciones de cloruros de sodio, potasio, calcio y magnesio, y
otro concentrado que contiene bicarbonato sodico en polvo, de forma que la
mezcla se hace directamente en el monitor, lo que evita la precipitacion. El
segundo, el aporte de un acido débil a modo de sistema tampon que genera
CO. disuelto y, asi, evita que se alcance la segunda disociacion del

bicarbonato y su consecuente precipitacion'?.

Acido (AH) + HCO; — Base conjugada (A™) + CO, + H,0

Ya que el acetato de sodio se habia utilizado como componente principal del
liquido de dialisis, parece logico que el acido débil escogido fuera justamente
el acido acético (con una pKa de 4,76), esta vez a concentraciones de 3-4
mmol/L, cifras mucho menores que conferirian seguridad, ya que no
parecen superar la tasa de metabolismo maxima de acetilcoenzima A (acetil-
CoA) del ciclo de los acidos tricarboxilicos, ciclo del acido citrico o ciclo de
Krebs (TCA), que cae desde los 300 mmol/h (4.5 mmol/Kg/h) en sujetos sanos

a 150-250 mmol/h (2.5-3.5 mmol/Kg/h) en pacientes en HD?8:30-32,

La concentracion de CO- disuelto suele expresarse bajo la forma de presion

parcial de dioxido de carbono (pCO-)®.

€0, = 0,03 X pCO,



El uso habitual de 4 mmol/L de acetato hace que la medida a la salida del
dializador sea unos 20 mmllg mayor que la pCO. arterial®, lo que
corresponderia a una ganancia aproximada de 0,6 mmol/L. de CO.. Gran
parte de esa ganancia se metaboliza en bicarbonato por el sistema tampon
hemoglobina. El resto, podria mitigar, en parte, el aumento de pH por la
elevada concentracion de bicarbonato en el liquido de dialisis creando una
relativa acidosis respiratoria que se corrige mediante la ventilacion®. De
hecho, el pH es menor a la salida que a la entrada del dializador, una
acidificacion transitoria que activa la sintesis de bradicininas y oxido

nitrico?’.

No hay que desdenar el papel del metabolismo del acetato en la dialisis
estandar como generador de bases, ya que el 35% del bicarbonato aportado
durante la HD a los pacientes viene del metabolismo del acetato, ya que el

00% del bicarbonato es neutralizado por la generacion de hidrogeniones?*3+,

Parece relevante, pues, para llegar a una HD adecuada, que se mantenga un
equilibrio acido-base tal que la ganancia de bases compense la pérdida de
aniones durante las dialisis y la generacion de hidrogeniones en el periodo
interdialitico, pero también que los niveles de pH y bicarbonato se
mantengan en unos limites razonables tanto en las determinaciones
predialisis como en las posdialisis. Para ello hay que individualizar el
bicarbonato prescrito en el bano, pues la ingesta proteica de cada paciente

marca su ganancia neta de acidos?2353°,
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1.4 Metabolismo del acetato

El acetato entra rapidamente en las células y se une a la coenzima A (CoA)
para formar la acetil-CoA por medio de la acetil-CoA sintetasa para luego
continuar su oxidacion en el ciclo TCA. En esta reaccion, se consume un
hidrogenion, se genera un anion bicarbonato y se consume un adenosin

trifosfato (ATP), asi como se atrapa un cofactor CoA.

Acetato + ATP + CoA < Acetil-CoA + AMP + PP

Las consecuencias de esta oxidacion del acetato son la caida de la
concentracion de ATP y acumulacion de adenosin monofosfato (AMP) que,
tanto por la activacion de la oxido nitrico sintetasa como por su
desfosforilacion a adenosina, llevan a vasodilatacion y, con ello, a
inestabilidad hemodindmica y mala tolerancia a las didlisis?. Ademas, la
acumulacion intracelular de pirofosfato (PP) produce la precipitacion de
pirofosfato calcico en la mitocondria, lo que juega un papel importante en la
calcificacion vascular. Y el exceso de acetato produce una deplecion del
cofactor CoA, necesario para el adecuado funcionamiento del ciclo de TCA%,

lo que podria llevar a la acumulacion de metabolitos intermedios?*37.

A pesar de que parece que el metabolismo del acetil-CoA por el ciclo de TCA
no se saturaria, de manera independiente, se ha demostrado que se activan
otras rutas metabdlicas alternativas (IMAGEN 4)238. Induce el crecimiento y
proliferacion celulares mediante la acetilacion de histonas®?, la biosintesis de

esteroles y acidos grasos de cadena larga, o la conversion en cuerpos



cetonicos*®. Y la ilterleucina-1 (IL-1), implicada en la inflamacion, la
activacion linfocitaria y la estimulacion de la dxido nitrico sintetasa®. De
hecho, aunque por mecanismos no bien dilucidados, la concentracion de
acetato en el liquido de dialisis utilizado en la HD convencional actual se ha

asociado a diferentes efectos sistémicos indeseables a largo plazo* 4.
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IMAGEN 4. Metabolismo del acetato en la célula humana. Reproducido con permiso de Bose S, Ramesh V,
Locasale JW. Acetate Metabolism in Physiology, Cancer, and Beyond. Trends Cell Biol. 2019 Sep;29(9):695-
703). Todos los derechos reservados por licenciatario.

Por ello, aun cuando la ausencia de inestabilidad hemodinamica a estas
concentraciones de acetato y la falta de evidencia cientifica robusta y
largoplacista hacen que siga siendo el acido débil mas utilizado*, se han

buscado diferentes alternativas, incluyendo el uso de otras modalidades de
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dialisis que permiten una mezcla estable sin necesidad de un sistema tampon
o el uso de otros agentes acidificantes débiles como los acidos lactico,

pirtivico, clorhidrico o citrico como alternativa al acetato'22°.

1.5 Alternativas al acetato: didlisis con lactato

Otra opcion que se ha explorado es el uso de acido lactico (pKa de 3,86) como
principal componente del liquido, en sustitucion del bicarbonato, como
fuente de ganancia de bases#. Al igual pasa con el acetato, el lactato actia
como precursor del bicarbonato, metabolizandose en higado y musculo
(IMAGEN 5). Sin embargo, su acumulacion es mas peligrosa, ya que puede

provocar acidosis lactica.

Es cierto que, en el contexto de la HD cronica, el lactato presenta ventajas en
relacion con el acetato en términos de reduccion de los sintomas y mayor
estabilidad hemodinamica, pero no iguala los resultados alcanzados por el
bicarbonato y, ademads, genera hipoxemia como el acetato*#°. De hecho, al
compararlo con bicarbonato en el contexto de terapias de reemplazo renal
continuas en unidades de cuidados intensivos, el lactato se ha relacionado
con el desarrollo de mas eventos cardiovasculares y una peor estabilidad
hemodindmica, por lo que su uso se ha desaconsejado*#3. Sin embargo, la
pertinencia de estas terapias continuas como modelo para la HD cronica es
limitada, en particular debido a la diferente dosis acumulada y al patron de

exposicion. Hoy en dia, el liquido de dialisis con lactato como componente



principal es el mas extendido en HD domiciliaria, si bien es cierto que utiliza

bajos QD que impactarian en una menor ganancia de lactato+.
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IMAGEN 5. Metabolismo del lactato en la célula humana. Reproducido de Li X, Yang Y, Zhang B, et al. Lactate
metabolism in human health and disease. Signal Transduct Target Ther. 2022;7(1):305. CC BY 4.0.

1.6 Alternativas al acido acético: didlisis sin acido débil

Se han utilizado, también, algunas técnicas para evitar el uso de acetato, y de
cualquier otro acido débil, en el liquido de dialisis. Es el caso de la
biofiltracion libre de acetato (AFB), una variante de HDF, en que el liquido de
dialisis al que se enfrenta la sangre urémica en el filtro no contiene un

tampon para corregir la acidosis, sino que la ganancia de bases se consigue
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mediante la infusion intravenosa de bicarbonato>>°, lo que hace que la
correccion del equilibrio acido-base sea sencilla y controlable. La disponible
en nuestro medio utiliza bicarbonato sodico 1/6 M como reposicion en

posdilucion (o posfiltro), con un requerimiento de 1,5 — 2 L/hora (IMAGEN 6).

>

_ NaHCO,
Patient Buffer-free
A dialysate
(N
S

IMAGEN 6. Esquema de tratamiento de la biofiltracion libre de acetato. Reproducido con permiso de
Santoro A, Guarnieri F, Ferramosca E, et al. Acetate-Free Biofiltration. Contrib Nephrol. 2007;158:138-152.
Todos los derechos reservados por licenciatario.

Esta técnica ha demostrado prevenir la hiperacetatemia y restablecer la
homeostasis interna con una menor produccion de metabolitos
intermedios?™38, lo que se traduce en una mejor tolerancia hemodindmica®,
mejor perfil inflamatorio®?, asi como una mejora en la calidad de vida, el

equilibrio acido-base y la dosis de dialisis® .

La superioridad de la HDF en linea en términos de supervivencia, ademas
del mayor coste y dificultad logistica en afinar la modelizacion de las

transferencias de solutos, hacen que el uso de estas técnicas de dialisis sin
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acetato ni otro acido no esté muy extendido. Sin embargo, con el uso de las
técnicas convectivas, el aporte de acetato respecto a la HD convencional es
mucho mayor3*#, por lo que la posibilidad de disponer de un liquido con un
acido débil alternativo en lugar de acetato es muy atractiva, disponiendo en

la actualidad de dos propuestas.

1.7 Alternativas al acido acético: sustitucion por clorhidrico

Desde 2007 se dispone de un liquido de dialisis libre de acetato que lo
sustituye por acido clorhidrico (HCI). Su uso es bastante 16gico, ya que el
cloro en el principal anion en el medio extracelular y su concentracion
sanguinea varia para mantener la neutralidad eléctrica del organismo, es
decir, el balance cation/anion, el equilibrio acido-base y la osmolaridad

plasmatica®.

A diferencia del acetato, es un acido fuerte, se disocia completamente en
agua, por lo que a la misma concentracion genera un pH mucho mas acido,
lo que conlleva ciertos problemas logisticos de fabricacion,

acondicionamiento y utilizacion.

HCl + H20 g H30+ + Cl™

Esta nueva alternativa se ha utilizado con éxito en HD convencional para

evitar la hiperacetatemia cronica’®>. En HDF en linea, la comparacion entre
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ambos ha demostrado que el liquido libre de acetato reduce parametros

inflamatorios y la hiperacetatemia#>+338:59,

También se ha empleado en variantes de HDF como son la reinfusion de
hemofiltrado (HFR), que es una técnica de HDF en la que el liquido de
reemplazo esta constituido por ultrafiltrado del paciente "regenerado” a
través de un cartucho que contiene resina de estireno hidrofébica. Utilizando
esta técnica se observo que la troponina T aumenta tras una sesion de dialisis
con el liquido convencional con 3 mmol/L de acetato, mientras que descendia
significativamente con el liquido con HCI, lo que los autores correlacionaron
con una mejorfa de la funcién microvascular cardiaca®. O en la
hemofiltracion acoplada (PHF, del inglés paired hemofiltration), que es una
técnica de HDF disenada para evitar la interferencia entre los transportes
difusivo y convectivo, de forma que, se acopla un primer filtro, donde se
realiza una ultrafiltracion de 9 — 12 litros, a un segundo donde se realiza HD
convencional. La reposicion del liquido se realiza entre ambos filtros®. Esta
técnica, utilizando un liquido de HCl mejora la tolerancia hemodinamica y la

hiperacetatemia®2.

1.8 Alternativas al acido acético: sustitucion por citrico

La primera publicacion que utiliza citrato en el liquido de dialisis, en el ano
2000, utilizaba una mezcla que incorporaba 0,8 mmol/L de citrato y 0,3
mmol/L. de acetato®. Sin embargo, entre las opciones barajadas para

eliminar el acetato del liquido de dialisis, su sustitucion completa por 1
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mmol/L de acido citrico (pKa: de 3,09, pKa- de 3,74 v pKas de 5,41) se postula

como la opcion mas biocompatible y ventajosa a nivel clinico'>%4.

Una de las principales preocupaciones sobre el uso del citrato han sido los
posibles acontecimientos adversos relacionados con sus efectos de fijacion
del calcio y magnesio® 7. Conocer el balance de calcio en su totalidad es
dificil**"7, pero la calcemia suele aumentar significativamente en las dialisis
con el liquido con acetato. Mas del 80% de los pacientes en dialisis tienen un
balance positivo de calcio incluso con una concentracion de calcio en el
liquido de dialisis de 2,5 mEq/L (1,25 mmol/L)*8-7°, mientras que la quelacion
del liquido con citrato se traduciria en un balance de calcio menor o incluso
negativo™7, De hecho, 1 mmol de citrato es capaz de quelar 1,5 mmol de estos
iones divalentes®, lo que provoca una salida de estos iones desde el plasma

hacia el liquido de dialisis por gradiente difusivo.

2 Citrato (C4Hs037) + 3 Ca?* — Ca3(C4Hs0,),
2CeHs03™ +3 Mg*t - Mg3(CsHs0,);

Por este motivo, muchos autores senalan la necesidad de ajustar al alza el
calcio y magnesio en el liquido de didlisis'>**'7>-%, En el caso del magnesio
es relevante, ya que la hipomagnesemia es un predictor de mortalidad
cardiovascular y por cualquier causa en pacientes en HD™ y se ha evaluado
su relacion con el liquido de dialisis, siendo mas frecuente en aquellos
liquidos con citrato®. En este estudio, sin embargo, corrigiendo por niveles
de magnesio, los pacientes con citrato tenian una mejor supervivencia. No

hay recomendaciones especificas sobre la concentracion de magnesio que
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debe tener el liquido de dialisis, aunque se han evaluado diferentes
concentraciones in vitro que han demostrado efectos positivos en términos
de reduccion del estrés oxidativo y el dano lipidico, especialmente en

condiciones inflamatorias™.

La concentracion de calcio en el liquido de dialisis ha sido, de hecho, un tema
de debate desde que se inicio la HD. En la década de los anos sesenta del siglo
XX, se empezaron a utilizar concentraciones de 2,5 mEq/L por ser los niveles
plasmaticos normales de calcio. Sin embargo, con estos niveles se observaba
un balance negativo que empeoraba el hiperparatiroidismo secundario, por
lo que se adoptdé una concentracion de 3,5 mEq/L. Este cambio se convirtio
en la norma hasta que entraron en escena los quelantes calcicos de fosforo y
los analogos activos de la vitamina D. Dado que la introduccion de estos
farmacos proporciona una mayor ingesta oral de calcio, sus niveles en el

liquido de dialisis se redujeron hasta el estandar actual de 2,5-3 mEq/L".

Si se evaliian los parametros habituales de metabolismo mineral-6seo, como
una forma aproximada de evaluar ese balance de calcio, se observan, de
hecho, diferencias consistentes en la disminucion relativa de calcio ionico y
aumento de parathormona (PTH) comparando el uso del liquido de citrato
con el de acetato que se mantienen a corto™™®-3° y largo plazo®-82. Se ha
senalado la necesidad de suplementar 0,15 mmol/L de calcio en el liquido de
citrato para equilibrar el balance de calcio al conseguido con el de acetato®3,
sin embargo, la suplementacion nos volveria al balance positivo de calcio,
cuando un balance neutro podria tener ciertos beneficios clinicos. Es mas,

diferentes estudios no han detectado diferencias significativas en la



aparicion de acontecimientos adversos®+-%7. Por el contrario, la didlisis con

citrato se ha asociado a un efecto protector en otros estudios™ -8,

Ademas, el calcio i6nico aumenta unos 30 a 60 minutos después del final de
la sesion, ya que el citrato calcico se metaboliza en bicarbonato y libera calcio
en los hepatocitos, por ello el papel de la insuficiencia hepatica en la

acumulacion y toxicidad por citrato'>2°.

Cas(CsHs07), + 9 0, > 6 CO, + 6 HCO3 + 3 Cat + 2 H,0

Ademas, es bien sabido que la ERT conlleva un aumento exponencial del
riesgo de muerte, que se atribuye sobre todo a la enfermedad cardiovascular
y esta estrechamente relacionada con el trastorno mineral y dseo de la
enfermedad renal cronica (ERC) y la inflamacion®9-92. De hecho, la primera
causa de muerte en los pacientes con ERC es la enfermedad cardiovascular,
a tal punto que, las personas con ERC tienen mas probabilidad de sufrir un
evento cardiovascular que de progresar a enfermedad renal cronica terminal

(ERT)*.

En este sentido, la ganancia de calcio durante la dialisis se ha relacionado
con efectos cardiovasculares a corto plazo, principalmente de mejora de la
tolerancia hemodindmica durante las sesiones de didlisis™8188:94-96 por
medio de la reduccion de presion arterial sistolica y diastolica y de las
resistencias periféricas, sin reducir el volumen de eyeccion sistolico®; y la
produccion de arritmias, ya que el calcio bajo alarga el intervalo QT

corregido?”. Pero también con efectos a largo plazo, asociados a la sobrecarga
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cronica de calcio, como la calcificacion vascular, que es menor con un calcio
bajo®8190 y resulta ser un fuerte predictor de mortalidad en esta
poblacion™1316-17:101_Sipy embargo, los resultados clinicos no son claramente
mejores enlre los pacienles con un balance acumulado de calcio negativo, al
entrar en juego otras complicaciones cardiovasculares como la
cardiomiopatia, la insuficiencia cardiaca congestiva o las arritmias'©'.
Ademas, el paro cardiaco repentino se produce tanto con gradientes de
calcio bajos como altos entre el dializador y la sangre'°2. Por lo tanto, es

aconsejable conseguir un equilibrio cero de calcio®®.
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IMAGEN 7. Efecto quelante del citrato sobre el calcio y la inhibicion consecuente de la cascada de la
coagulacion a diferentes niveles. Reproducido de Novel BiCart Select® Citrate system improves dialysis
therapy. HCEN15413_2. 2012.03. Gambro Lundia AB.
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El calcio es un cofactor necesario en la cascada de la coagulacion por lo que
el efecto quelante sobre este provoca una inhibicion a varios niveles de esta
cascada (IMAGEN 7)'°3. Ello, aun cuando la concentracion de citrato es la
quinta parte de la utilizada para la anticoagulacion regional con citrato,
desencadena una menor trombogenicidad, que revierte en un ahorro de
heparina®-3+8>87.104 v yuna mejor dosis de didlisis®>38:195-107 gin afectar a la

seguridad del tratamiento'©3-1,

Ademas, la dialisis induce la activacion del sistema de complemento, lo que
produce efectos a corto plazo como la promocion de la coagulacion e
inflamacion, pero también a largo, como la predisposicion para desarrollar

infecciones, fibrosis y eventos cardiovasculares (IMAGEN 8)"2,
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IMAGEN 8. Modelo propuesto para la activacion del complemento en hemodidlisis. Reproducido de
Poppelaars F, Faria B, Gaya da Costa M, et al. The Complement System in Dialysis: A Forgotten Story?
Front Immunol. 2018;9:71. CC BY 4.0.
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El citrato en el liquido de dialisis tendria un cierto efecto inhibitorio sobre

esta activacion debido a su capacidad de quelar calcio y magnesio (IMAGEN

9)112—115_
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IMAGEN 9. Sistema del complemento. El calcio es un cofactor necesario para la unién de los tres
componentes de C1yjuega un papel fundamental en las colectinas. Por su parte, el magnesio, es necesario
para la formacion de la convertasa de C3 (C4bCz2a), que hidroliza C:3. Reproducido de Poppelaars F, Faria
B, Gaya da Costa M, et al. The Complement System in Dialysis: A Forgotten Story? Front Immunol.
2018;9:71. CC BY 4.0.

Este efecto sobre las cascadas de la coagulacion y el complemento se ha

postulado como causante de una menor adsorcion de proteinas a la
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membrana del dializador, aunque las posibles implicaciones para la eficacia
de la dialisis y la biocompatibilidad de este hallazgo estan aun por

dilucidar™®,

La HD provoca, ademas, la activacion de un conjunto de rutas metabolicas
interrelacionadas y altamente reguladas que inducen apoptosis y se
relacionan con el estrés oxidativo, la activacion de citocinas inflamatorias y
la disfuncion mitocondrial™. El liquido de citrato, en estudios tanto in vitro
como in vivo, en comparacion con el de acetato, provoca menor
inflamacion3+10510713.18-120 = menor  estrés  oxidativo, menor dafio
endotelial™®"9, menor dafio celular?? y menor darno microvascular'©s. Estos
hallazgos parecen relacionados con un efecto quelante sobre otros cationes
metalicos, la menor produccion de citocinas inflamatorias y especies
reactivas de oxigeno (ROS, de sus siglas en inglés), asi como una restauracion

del glutation mitocondrial?°.

Ademas, confiere un mejor equilibrio acido-base, con un efecto neutro o
positivo en los niveles de bicarbonato predialisis, pero, sobre todo, una
menor alcalemia posdidlisis™ #8123, la cual estd relacionada con la
calcificacion vascular. Y de forma pleiotropica, pero probablemente en
relacion con un mejor perfil inflamatorio, mejora los perfiles de anemia'> y

nutricional3+13,

Un aspecto importante es su metabolismo (IMAGEN 10). El citrato regula el
equilibrio energético del organismo. Puede ser oxidado a través del ciclo TCA

o transportado al citosol como sustrato para la enzima ATP citrato liasa, que

30



escinde el citrato para regenerar acetil-CoA y oxaloacetato. Niveles elevados
de citrato citosolico inducen el anabolismo, inhiben la glucdlisis y la
oxidacion de acidos grasos, a la par que aumentan la sintesis de estos
ultimos. Por su parte, el citrato mitocondrial puede inhibir la piruvato
deshidrogenosa, y asi el paso de piruvato a acetil-CoA, y la succinato
deshidrogenasa que cataliza el paso de succinato a fumarato en el ciclo

TCA™.
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IMAGEN 10. Metabolismo del citrato en la célula humana. Reproducido de Williams NC, O'Neill LAJ. A Role
for the Krebs Cycle Intermediate Citrate in Metabolic Reprogramming in Innate Immunity and
Inflammation. Front. Immunol. 2018;9:141. CC BY 4.0.

Se han planteado diferentes situaciones clinicas en las que el uso de citrato

en lugar de acetato seria claramente beneficioso: inestabilidad
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hemodinamica, niveles bajos de PTH, calcificacion vascular, hipercalcemia o
hipermagnesemia, contraindicacion para el uso de heparina, alcalosis
metabolica posdialisis, sintomatologia asociada con el aumento de niveles de
bicarbonato (insuficiencia respiratoria cronica con retencion de CO-, cefalea
o insuficiencia hepatica avanzada), si no se alcanza la dosis de dialisis

deseada o malnutricion.

1.9 Metaboldmica

La metabolomica es el estudio exhaustivo de las moléculas endogenas de
pequena masa molecular, es decir, de menos de 1,5 kDa, denominadas
metabolitos, presentes en muestras que pueden comprender desde células,
liquidos bioldgicos a, incluso, tejidos. A diferencia de lo que ocurre con la
genomica, los metabolitos son dinamicos, ya que los factores extrinsecos los
modifican constantemente, por lo que el momento de la medicion de estos

es crucial.

El metaboloma no es mas que el conjunto de esos metabolitos medidos
mediante metabolomica. Entre estos se encuentran los lipidos, aminoacidos,
vitaminas, esteroides, glucidos, nucleotidos, acidos grasos y acidos
organicos. El metaboloma comprende los productos intermedios de las
reacciones bioquimicas, que representan el ultimo escalon de la cascada

Omica (IMAGEN 11).
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Su estudio proporciona, potencialmente, una vision mas profunda de la
respuesta del organismo a diversas situaciones y ofrece la informacion
necesaria para analizar su relevancia fisiopatologica'® por tanto, representa

la aproximacion mas cercana al estudio del fenotipo que disponemos

actualmente.
/
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IMAGEN 11. Representacion esquematica de la cascada dmica y los diferentes aspectos estudiados en cada
area de investigacion. Reproducido con permiso de Bedia C. Chapter Two - Experimental Approaches in
Omic Sciences. In: Jaumot J, Bedia C, Tauler R, eds. Comprehensive Analyvtical Chemistry, Vol 82: Dala
Analysis for Omic Sciences: Methods and Applications. Elsevier; 2018. Todos los derechos reservados por
licenciatario.

El concepto de metabolismo intermediario se refiere a la suma de una gran
red de procesos quimicos intracelulares implicados en la produccion de los
componentes celulares y la conversion de energia. Incluye la sintesis

(anabolismo) y degradacion (catabolismo) de macromoléculas™®%7,
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La energia celular se genera, principalmente, a partir de la respiracion
aerobica, que consiste en la oxidacion aerobica de glicidos, lipidos o
proteinas derivados, bien de la digestion de una comida, bien la degradacion

de las reservas internas; o del metabolismo anaerdbico de la glucosa'20127,

En la respiracion aerobica, los combustibles metabolicos se descomponen en
sustratos basicos (glucosa, aminoacidos, acidos grasos libres o glicerol). A
continuacion, se producen procesos que oxidan, es decir, eliminan
electrones de estos sustratos de alto potencial y los transfieren a sustratos
de menor potencial. Durante estos procesos se libera energia. Las coenzimas
(nicotinamida-adenina-dinucle6tido [NAD] y flavin adenin dinucledtido
[FAD]) son compuestos intermedios de almacenamiento de energia que
ayudan a la transferencia de electrones de las reacciones metabolicas
(glucolisis y ciclo TCA) a la cadena de transporte de electrones. En la cadena
de transporte de electrones, estos se transfieren a través de una serie de
portadores de menor potencial y la energia liberada durante este proceso se
utiliza para formar ATP. Estos electrones se combinan finalmente con el
aceptor final de electrones, el oxigeno (0O:), para formar agua. Durante el
metabolismo aerodbico, el oxigeno se consume al final de la cadena de

transporte de electrones produciendo CO. a través del ciclo TCA™®,

Por su parte, el metabolismo anaerobico de la glucosa podria resumirse
asi'2;
Glucosa + 2 ADP + 2 NADt - 2 Piruvato + ATP + 2 NADH
— 2 Lactato + 2 NAD*
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Como puede verse, ambos mecanismos implican la oxidacion de moléculas
que constituyen combustibles metabolicos. Su diferencia radica en el tipo de

aceptor final de electrones que utilizan'.
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IMAGEN 12. Representacion esquematica del flujo de trabajo en ciencias 6micas. Reproducido con permiso
de Bedia C. Chapter Two - Experimental Approaches in Omic Sciences. In: Jaumot |, Bedia C, Tauler R, eds.
Comprehensive Analytical Chemistry, Vol 82: Data Analysis for Omic Sciences: Methods and Applications.
Elsevier; 2018. Todos los derechos reservados por licenciatario.

Los estudios metabolomicos comparten unos pasos comunes (IMAGEN 12). En
primer lugar, se debe establecer la hipotesis y los objetivos del trabajo.
Seguidamente, se establece el diseno experimental que mejor consiga
alcanzar esos objetivos. Hay dos enfoques posibles a la hora de realizar un
estudio metabolomico: los estudios dirigidos y los no dirigidos. Los primeros
podrian no considerarse estrictamente metabolomica, pues mide

metabolitos concretos preespecificados con el objetivo de estudiar un



sistema biologico determinado o validar estudios no dirigidos previos. En el
caso de estos ultimos, se analizan e intentan determinar el maximo ntimero

de metabolitos presentes en la muestra.

Ese diseno experimental incluye escoger adecuadamente el tipo de muestra
que queremos analizar y atender a su correcta recoleccion y posterior
procesado en el laboratorio. Se dispone principalmente de dos métodos de
medicion de los metabolitos, la espectroscopia por resonancia magnética
nuclear y la espectrometria de masas. Por tultimo, el analisis estadistico
adecuado para afianzar una correcta interpretacion y evaluacion de los

resultados que den una respuesta fiable a la pregunta de investigacion.

Con estos métodos, aplicados especificamente en HD, donde la técnica, por
si misma puede empeorar varias funciones metabolicas+, se ha investigado
la correlacion de varios metabolitos con enfermedad cardiovascular y
muerte, parametros inflamatorios, el estado nutricional, la funcion
cognitiva, la hipoxia y el estrés oxidativo, el desgaste de la masa corporal, el
prurito urémico y la alteracion del ciclo del sueno '28:33335-133 - Ademds, se ha
utilizado la metabolomica para comparar técnicas v filtros de dialisis, pero
no se ha realizado ningun estudio, hasta donde sabemos, sobre los efectos
del liquido de dialisis en el metaboloma®9:14°,

Un problema a la hora de disenar estudios de metabolomica en HD es que, al
ser los metabolitos de una masa molecular pequena, son ampliamente
dializables?, por lo que la interpretacion de sus cambios en el plasma debe

evaluarse cautelosamente.

36









2

Hipotesis y objetivos






2.1 Hipotesis de trabajo

La concentracion de acido acético que se anade al liquido convencional de
HD para evitar la precipitacion del bicarbonato con los cationes divalentes
provoca una hiperacetatemia en el organismo que aumenta la actividad de
ciertas rutas metabolicas con implicaciones clinicas bien demostradas, pero
cuyos mecanismos bioldgicos subyacentes no han sido dilucidados del todo.
Muchas de estas rutas, ademas, impactan sobre el perfil inflamatorio y el
metabolismo mineral-6seo, dos factores ampliamente relacionados con
resultados cardiovasculares, que representan la causa principal de

morbimortalidad de estos pacientes.

La metabolomica es una herramienta que permite estudiar, de una forma
dinamica, los metabolitos presentes en el plasma. En el campo de la HD,
teniendo en cuenta el factor de confusion que supone la alta dializabilidad
de los metabolitos por ser estos de pequena masa molecular, abre las puertas
a alcanzar un mayor conocimiento de los efectos secundarios del uso del
acido acético en el liquido de dialisis, asi como de los cambios inducidos en

el metaboloma por otras variables de la ERC o del propio tratamiento.

La hipotesis que plantea esta Tesis Doctoral es que la hiperacetatemia
secundaria a la concentracion de acido acético anadido al liquido de HD
activa diferentes rutas metabolicas que tienen implicaciones clinicas en el
corto plazo y pronosticas en el largo plazo en pacientes en programa cronico

de HD.
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2.2 Objetivos

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el de investigar el posible
efecto yatrogénico que tiene la hiperacetatemia inducida por el acido acético
del liquido de dialisis sobre el metabolismo de pacientes con ERC estadio 5D
en programa cronico de HD en comparacion con un liquido que lo sustituye

por acido citrico.

Este objetivo general se desglosa en los siguientes objetivos especificos de

investigacion:

— Evaluar los efectos producidos por el cambio de liquido de dialisis en
el corto plazo en términos de balance de calcio y biomarcadores de

dafio miocardico durante el tratamiento de la HD.

— Comprobar los efectos producidos por ese cambio en el medio plazo

en términos de perfil inflamatorio y metabolismo mineral 6seo.

— Examinar los cambios inter e intradialisis en ciertas rutas
metabolicas de interés mediante metabolomica dirigida con ambos

liquidos de dialisis.
— Comparar las variaciones inter e intradialisis en el perfil metabdlico

de los pacientes inducidos por uno u otro liquido mediante

metabolomica no dirigida.
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3.1 Primera publicacion

Improvements in Inflammation and Calcium Balance of Citrate versus
Acetate as Dialysate Buffer in Maintenance Hemodialysis: A Unicentric,

Cross-Over, Prospective Study

José Jesus Broseta, Luis Carlos Lopez Romero, Alba Cerverd, Ramon Devesa
Such, Amparo Soldevila, Sergio Bea Granell, Pilar Sanchez Perez y Julio

Hernandez Jaras.

Revista: Blood Purification ISSN: 0253-5068
Volumen: 50 Numero: 6  Paginas: 914-920

DOI: 10.1159/000513419

Recepcion: 12 de agosto de 2020
Aceptacion: 27 de noviembre de 2020

Publicacion: 3 de febrero de 2021

Perfil de la publicacion segun Journal Citation Reports
— Ano (acorde al momento de publicacion): 2019
— Factor de impacto de la revista: 2.116
— Ranking por categorias: Hematologia: Q3 (54/76); Urologia vy

Nefrologia: Q2 (41/85)
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Titulo en castellano
Mejoras en la inflamacion y el balance de calcio con el uso de citrato frente a
acetato como tampon del liquido de dialisis en hemodialisis cronica: un

estudio prospectivo, cruzado y unicéntrico.

Resumen en castellano

Introduccion. La composicion del liquido es un aspecto crucial en el
tratamiento de dialisis. Dos de sus elementos mas controvertidos son la
concentracion optima de calcio y el uso de acetato como tampon. Ademas,
entre las diferentes alternativas para conseguir una dialisis sin acetato, el
uso de citrato se postula como la opcion mas adecuada. El objetivo de este
estudio es identificar los posibles efectos beneficiosos del liquido de dialisis
con citrato en comparacion con el de acetato, tanto a corto, especialmente
en lo que respecta al equilibrio de calcio intradialisis y los biomarcadores de
dano cardiaco, como a medio plazo, es decir, tras doce sesiones realizadas
con cada liquido, mediante la evaluacion de biomarcadores inflamatorios y

del metabolismo mineral 6seo.

Métodos: Se trata de un estudio prospectivo, cruzado y unicéntrico. Cada
paciente se sometio a 24 sesiones de dialisis, 12 con cada liquido. Las
muestras de sangre se tomaron en 2 sesiones diferentes con cada acido débil.
Se incluyen biomarcadores inflamatorios y del metabolismo mineral 6seo.
La concentracion de calcio de ambos liquidos fue de 1,5 mmol/L, mientras
que todos los demas parametros de dialisis y el tratamiento de los pacientes

no fueron modificados durante el periodo de estudio.
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Resultados: No hubo diferencias en el calcio ionizado predialisis (1,11 frente
a 1,08 mmol/L) al comparar el liquido con citrato frente al que contenia
acetato. Sin embargo, hubo un aumento significativo del calcio iénico con el
uso de acetato en las muestras de sangre tomadas inmediatamente después
de la dialisis y de 30 minutos después cuando se utilizo acetato. Por el
contrario, los niveles de calcio ionico permanecieron estables con el uso de
citrato. Los biomarcadores inflamatorios también se redujeron tras el uso de

citrato.

Conclusiones: El uso de citrato proporciona interesantes ventajas en
comparacion con el acetato. Mantiene estables los niveles de calcio idnico
durante las sesiones de dialisis con un efecto neutro o negativo en el balance
de calcio y mejora el estado inflamatorio cronico que conlleva el tratamiento
de hemodialisis a largo plazo. Estos efectos beneficiosos podrian conducir a

una mejora de los resultados clinicos.
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Amparo Soldevila, Sergio Bea Granell, Pilar Sanchez Perez y Julio Hernandez
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Perfil de la publicacion segun Journal Citation Reports
— Ano (acorde al momento de publicacion): 2021
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Titulo en castellano
Impacto del acetato frente al citrato en el liquido de dialisis sobre el
metabolismo intermedio - Un estudio metabolémico con un enfoque

dirigido.

Resumen en castellano

El acetato se utiliza ampliamente como tampon del liquido de dialisis para
evitar la precipitacion de sales de bicarbonato. Sin embargo, incluso a bajas
concentraciones que no superarian la capacidad metabolica del ciclo del
acido tricarboxilico de Krebs, se activan otras rutas metabolicas que
provocan consecuencias clinicas indeseables por mecanismos poco
conocidos. Este estudio pretende anadir informacion que permita explicar
de una manera bioldgica las mejoras clinicas encontradas en los pacientes
que utilizan el liquido de dialisis con citrato. Se disendé un estudio
metabolomico con un enfoque dirigido, prospectivo, cruzado y unicéntrico
para analizar las diferencias entre dos liquidos de dialisis, uno con 4 mmol/L
de acetato y otro con 1 mmol/L de citrato. Se escogieron 15 metabolitos para
investigar los cambios inducidos en el ciclo del acido tricarboxilico, la
glucolisis, el metabolismo anaerobico, el metabolismo de los cuerpos
cetonicos vy el de los triglicéridos y los aminoacidos. Veintiun pacientes
completaron el estudio. El citrato aumento durante las sesiones de dialisis
cuando se utilizo el liquido con este, sin superar los valores normales. Otras
diferencias encontradas en los siguientes pasos del ciclo del acido
tricarboxilico mostraron una mayor acumulacion de sustratos cuando se

utilizo el liquido con acetato. Mientras que el lactato disminuyo, el piruvato



se mantuvo estable y la cetogénesis se potencido durante la dialisis. La
acetilcarnitina y el mio-inositol se redujeron durante la dialisis, mientras
que el glicerol se mantuvo constante. Por ultimo, el glutamato y el glutarato
disminuyeron debido a la inhibicion de la degradacion de aminoacidos. Este
estudio plantea nuevas hipotesis que deben ser investigadas para
comprender mejor los procesos bioquimicos que la dialisis y los diferentes

tampones del liquido de dialisis inducen en el metabolismo del paciente.
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The metabolomic differential plasma profile between dialysates. Pursuing
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Romero, Aina Gomez Bori, Elena Cuadrado Payan, Sergio Bea Granell,
Ramon Devesa Such, Amparo Soldevila, Pilar Sanchez Perez y Julio

Hernandez Jaras.

Revista: Frontiers in Physiology EISSN: 1664-042X
Volumen: o Pagina: 2372 DOI: 10.3389/fphys.2022.1013335
Research Topic: Proteomics, mass spectrometry and bioinformatics in renal

pathophysiology

Recepcion: 6 de agosto de 2022
Aceptacion: 27 de octubre de 2022

Publicacion: 13 de noviembre de 2022

Perfil de la publicacion segun Journal Citation Reports
— Ano (acorde al momento de publicacion): 2021
— Factor de impacto de la revista: 4.755

— Ranking por categorias: Fisiologia: Q2 (24/86)



Titulo en castellano
El perfil metabolomico diferencial en plasma entre los liquidos de dialisis.
Persiguiendo comprender los mecanismos de los beneficios clinicos del

liquido de dialisis con citrato.

Resumen en castellano

Antecedentes: En la actualidad, el liquido de dialisis a base de bicarbonato
necesita un tampon para evitar la precipitacion de sales de bicarbonato con
los cationes divalentes y el acetato, a concentraciones de 3-4 mmol/L, es el
mas utilizado. Sin embargo, el citrato se postula como una opcion preferida
debido a su asociacion con mejores resultados clinicos por mecanismos poco
conocidos. En ese sentido, este estudio de generacion de hipotesis pretende
identificar los posibles metabolitos que podrian explicar de una manera
biologica estas mejoras encontradas en los pacientes que utilizan el liquido

de dialisis con citrato.

Métodos: Se diseno un estudio metabolomico con un enfoque no dirigido,
prospectivo, cruzado y unicéntrico para analizar las diferencias entre dos
liquidos de dialisis que solo se diferencian en su tampon, uno conteniendo 4
mmol/L de acetato y el otro, 1 mmol/L de citrato. Las muestras de sangre se
recogieron en cuatro momentos (antes, a mitad, justo después y 30 minutos
después de la dialisis) y se analizaron con un enfoque metabolémico no

dirigido basado en la espectrometria de masas UPLC-Q-ToF.

Resultados: De entre las 31 variables metabolomicas mas discriminantes

obtenidas de las muestras de plasma de los 21 participantes, se seleccionaron



las que tenian potenciales implicaciones clinicas. Estas muestran que, tras la
dialisis con el liquido con citrato, algunas toxinas urémicas parecen ser
mejor aclaradas, la via de degradacion de la lisina se ve afectada y los niveles
de aminoacidos de cadena ramificada son de 9 a 10 veces mas altos que con
el de acetato después de la dialisis, y, por su parte, la dialisis con acetato

afecta al aclaramiento de acilcarnitina.

Conclusion: Aunque la mayoria de los cambios metabdlicos observados en
este estudio podrian ser atribuibles al propio tratamiento de dialisis, este
identifica con éxito algunas variables metabolicas que difieren entre el
liquido de dialisis con citrato y con acetato, lo que plantea nuevas hipotesis
que pueden desvelar, en futuras investigaciones, los mecanismos implicados

en las mejoras clinicas observadas con el citrato.
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4.1 El balance de calcio y el metabolismo mineral-6seo

El uso de citrato, ademas de aportar los beneficios clinicos comentados en la
introduccion, ha demostrado seguridad a largo plazo™ '+ y, en algunos
estudios, una reduccion de la mortalidad#+4°, por lo que su uso cada vez estd
mas extendido. Sin embargo, tal y como se ha expuesto, la capacidad de
quelacion del calcio y magnesio es uno de los elementos que mas
incertidumbre y discusion genera y que mas esta frenando la sustitucion del
liquido de dialisis con acetato por el de citrato como estandar en el

tratamiento de dialisis.

Nuestro estudio evaluo los niveles de calcio ionico predialisis, posdialisis y
en el rebote, es decir, 30 minutos después de finalizar dos sesiones de
dialisis, una con cada liquido. Encontrando que los niveles predialisis no
diferian significativamente entre ambos, pero que, al utilizar el liquido con
acetato, estos aumentaban en la determinacion posdialisis y se mantenian
elevados en el rebote, traduciendo un balance positivo de calcio ionico;
mientras que los niveles al utilizar el liquido con citrato se mantenian sin
diferencias estadisticamente significativas entre mediciones, lo que se

podria interpretar como un balance neutro.

Esta ganancia de calcio que encontramos cuando utilizamos el liquido con
acetato no es baladi. El aumento del calcio posdialisis se relaciona con
calcificacion vascular. De hecho, se ha observado que este provoca la
calcificacion ex vivo de anillos aorticos de rata, mientras que unos niveles

inalterados de calcio sérico conllevan una reduccion en los depositos de
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calcio en estos de hasta cinco veces™. En este mismo sentido, se ha
establecido que la dialisis con citrato afecta favorablemente a la propension
a la calcificacion medida por el test Ts0, que predice la mortalidad en
pacientes en hemodialisis?®. Por lo que se puede establecer que la sustitucion
de acetato por citrato conlleva una reduccion de la calcificacion en los

pacientes en HD.

Los niveles de calcio total predialisis después de doce sesiones con uno u
otro liquidos no mostraban diferencias estadisticamente significativas. Estos
resultados se asociaron a niveles séricos de PTH y de fosforo mas elevados
después de las doce sesiones con el liquido de citrato, lo que se podria
explicar por la eliminacion del efecto inhibitorio de la hipercalcemia relativa
producida por el acetato y no necesariamente por un balance negativo de
calcio™. Aunque los niveles predialisis de fosforo fueron mas altos tras doce
sesiones con el liquido con citrato, su eliminacion intradialisis también fue
superior con este. Sorprendentemente, no encontramos una menor
incidencia de alcalosis posdialisis, otro de los factores que se relaciona con
mayor calcificacion vascular, a diferencia de lo descrito en otros estudios

publicados™.

4.2 Biomarcadores de daho miocardico

La HD se asocia a isquemia miocardica repetida que, en ausencia de
enfermedad arterial coronaria, puede deberse a wuna disfuncion

microvascular coronaria™®. Esta provoca una reduccion global y segmentaria
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de la funcion cardiaca sistolica® y seria, a su vez, responsable del
aturdimiento miocardico inducido por la HD, una entidad frecuente que
puede contribuir al desarrollo de la insuficiencia cardiaca y al aumento de la
mortalidad®®. Ademas, la disfuncion ventricular izquierda inducida por la
HD se asocia a un aumento de las arritmias ventriculares, algo muy
importante si tenemos en cuenta que la muerte subita es la principal causa

de mortalidad de estos pacientes®.

La troponina T ultrasensible (hsTnT) es un biomarcador de la necrosis
miocardica que, ademas, ha demostrado ser util en predecir la mortalidad y
los eventos adversos cardiovasculares en D%+ Nuestros resultados
muestran que sus valores posdialisis son mas bajos tras el uso del liquido con
citrato frente al de acetato. Sin embargo, dado que los niveles de hsTnT
descienden con ambos liquidos, algo que contrasta con otros estudios
publicados®*, no podemos excluir del todo que este hallazgo se deba a un
mayor aclaramiento de hsTnT y no a un efecto cardioprotector. Ademas, los
cambios en la hsTnT no reflejan necesariamente el dano cardiaco inducido
por la dialisis, ya que los niveles de hsTnT solo pueden elevarse después de
6 a 12 horas tras un episodio isquémico, por lo que sacar conclusiones en

base exclusivamente a este hallazgo seria erroneo.

4.3 El perfil inflamatorio

Hay amplia evidencia sobre la respuesta inflamatoria inducida por la HD,

siendo esta respuesta mas notable durante las dos horas posteriores a la
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sesion®®. Nuestro estudio también sugiere que, a medio plazo, incluso
después de solo doce sesiones de dialisis, el cambio de liquido con acetato al
de citrato conduce a una reduccion de todos los parametros de inflamacion
medidos: IL-6, proteina C reactiva ultrasensible (hsCRP) y procalcitonina.
Este hallazgo es de gran importancia, ya que la inflamacion cronica
representa un factor de riesgo cardiovascular independiente?>%7, donde no
solo la IL-6"81%°, sino también la hsCRP*2, se han establecido como fuertes
predictores de mortalidad cardiovascular y por todas las causas en los

pacientes en HD.

4.4 El ciclo TCA

El ciclo TCA consiste en una serie de reacciones quimicas que permiten la

liberacion de energia a partir de la oxidacion del acetil-CoA (IMAGEN 13).

Varios estudios han observado que los niveles posdialisis de acetil-CoA, tras
el uso de un liquido de dialisis con acetato, superan entre 20 y 70 veces los
fisiologicos a pesar de las aparentemente pequenas concentraciones de

acetato en el liquido de dialisis37383,

En nuestro estudio nos propusimos el objetivo de evaluar los diferentes
pasos del ciclo TCA mediante metabolomica dirigida en la busqueda de
generar nuevas hipotesis sobre el efecto yatrogeno de la hiperacetatemia.

Para ello medimos tres metabolitos de la primera oxidacion del carbono
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(citrato, isocitrato y 2-oxoglutarato) y tres de la segunda (succinato, fumarato

y malato).
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IMAGEN 13. Ciclo de los acidos tricarboxilicos, del acido citrico o de Krebs. Reproducido de El ciclo del dcido

citrico (articulo) | Khan Academy. (

https://es.khanacademy.or

/science/biology/cellular-respiration-and-
fermentation/pyruvate-oxidation-and-the-citric-acid-cycle/a/the-citric-acid-cycle). CC BY-NC-SA 4.0.
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En nuestros resultados, durante la dialisis, los niveles de citrato aumentaron
en sangre cuando se utilizo el liquido con este acido débil, mientras que
disminuyeron cuando se utilizo el de acetato, aunque no se produciria una
acumulacion suprafisiologica, pues no se superd en ninguna de las
mediciones el limite superior del rango normal de citrato®-'°2, a diferencia
de la franca hiperacetatemia tras una dialisis con acetato. Esto se podria
deber a un mejor equilibrio entre la generacion de citrato y su pérdida por
el dializador frente al del acetato®®>°. Por otro lado, en el medio plazo, es
decir, tras doce sesiones con el liquido con acido acético, los pacientes
presentaron niveles predialisis elevados de citrato en comparacion con el
uso del otro liquido. Esta diferencia, a la luz de los hallazgos intradialisis,

probablemente estaria en relacion con la acumulacion cronica de acetil-CoA.

El citrato se isomeriza en isocitrato, cuyos niveles disminuyen mas
intensamente durante las sesiones con acetato. Ademas, la diferencia en los
niveles predialisis sugieren que esta se mantendria a largo plazo. Los niveles
de isocitrato observados en todas las condiciones del estudio son

considerablemente inferiores a los fisioldgicos'".

El siguiente paso seria el 2-oxoglutarato, también llamado a-cetoglutarato,
un intermediario clave en el ciclo TCA, entre otros motivos, porque limita su
tasa de metabolizacion'®. Los niveles de 2-oxoglutarato fueron 3-4 veces
superiores a los fisioldgicos en todas las situaciones de nuestro estudio,
con un aumento no significativo durante las sesiones de dialisis, aunque los
niveles posdialisis se vuelven significativamente mas altos con el liquido con

acido citrico, algo que no se encuentra en estudios anteriores®. En el uso del
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liquido con acetato, el bloqueo del cofactor CoA, agravado por el déficit de
carnitina en los pacientes en HD, podria jugar un papel, ya que este es

necesario en los siguientes pasos del ciclo TCA?2,

Si pasamos al estudio de la segunda oxidacion del carbono, los niveles de
succinato aumentan durante las sesiones de dialisis, lo que seria comun a
ambos liquidos; sin embargo, son inferiores a los niveles fisiologicos en todas
las situaciones de estudio®?°1%4 probablemente por sus pérdidas en el

dializador.

El fumarato, un metabolito que también interviene en otras rutas
metabolicas como el ciclo de la urea, no se modifico durante las sesiones de
dialisis, pero mantuvo niveles pre y posdialisis mas altos cuando los
pacientes se dializaban con el liquido con acido acético, alcanzando niveles
10 veces superiores a los observados en adultos sanos?'°%1%4_ En este sentido
la diferencia puede radicar en la potencial inhibicion del citrato sobre la
succinato deshidrogenasa, enzima que cataliza el paso de succinato a

fumarato.

En consonancia con los datos publicados anteriormente, el malato se
mantiene estable durante las sesiones de dialisis y cerca de los niveles

fiSiOlégiCOSZB,l()l,l(u.

Estos cambios en los metabolitos del ciclo TCA no deben considerarse
triviales. El acetil-CoA, el succinato y el fumarato pueden alterar la respuesta

del sistema inmunitario'®. El succinato, el malato y el fumarato promueven

67



la proliferacion de tumores debido a su capacidad para inhibir las enzimas
que contienen la prolil-hidroxilasa'®. La linfangiogénesis y el
mantenimiento de la pluripotencialidad de las células madre se han asociado
con el acelil-CoA y el 2-oxoglutarato, respectivamente. Este ultimo también
esta relacionado con la disminucion del catabolismo proteico, el aumento de
la sintesis de proteinas y el incremento de los niveles plasmaticos circulantes
de hormonas como la insulina, la hormona del crecimiento y el factor de
crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)"3. Ademas, desempenia un papel en la

diferenciacion de las células T CD4+10,

Si bien, los niveles de acetil-CoA no parecen superar la tasa maxima de su
metabolismo por el ciclo TCA, sabemos que este entra en otras rutas

metabdlicas desencadenando alteraciones del metabolismo'38,

4.5 Glucdlisis y metabolismo anaerobio

La glucolisis es un conjunto de reacciones enzimaticas consecutivas que
convierten a la glucosa en dos moléculas de piruvato generando energia.
Tiene tres pasos irreversibles mediados por las enzimas fosfofructoquinasa,
hexoquinasa y piruvato quinasa. El citrato inhibe la fosfofructoquinasa y la
hexoquinasa, mientras que la piruvato quinasa es inhibida tanto por el
citrato como por el acetil-CoA. Por lo tanto, ambos liquidos de dialisis

pueden potencialmente inhibirla.
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El piruvato tiene dos rutas metabolicas posibles. Por un lado, puede producir
acetil-CoA a través del complejo piruvato deshidrogenasa, por otro, puede
convertirse, en una reaccion bidireccional catalizada por la lactato
deshidrogenasa, en lactato, en el conocido como metabolismo anaerobico de

la glucosa.

El metabolismo del acetato del liquido de dialisis desplaza al piruvato como
fuente de acetil-CoA durante las sesiones de HD??, lo que, unido a su
generacion por la glucolisis y a la degradacion del oxalacetato (acumulado a
su vez por el aumento del metabolismo del acetil-CoA en el ciclo TCA), en
piruvato por la accion de la piruvato carboxilasa, podria incrementar sus
niveles3®. Ademads, el efecto de la descarboxilacion y posterior oxidacion de
una molécula de acetil-CoA en el ciclo del TCA, que es favorable a la
oxidacion y desplaza a los pares oxido-reductores, amentaria los niveles de

piruvato a expensas del lactato®.

Si bien, nuestros resultados, de acuerdo con olros previamente
publicados®+7, no mostraron diferencias en los niveles de piruvato entre las
diferentes mediciones, probablemente porque este se esté convirtiendo en
lactato. No en vano, este ultimo es el acido organico producido
predominantemente durante la IID, lo que resulta en un uso ineficiente de
los sustratos metabolicos para la produccion de energia y una pérdida
irreversible de bases, contribuyendo al aumento de la pCO234. En nuestro
estudio, los niveles de lactato se redujeron durante la dialisis,

particularmente cuando se utilizo el liquido con acido citrico, pero se
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mantuvieron por encima del rango fisiologico en todas las situaciones de

estudio.

Es, pues, interesante comparar la relacion lactato/piruvato, que es mayor en
las mediciones de predialisis con acido acético y aumenta durante la sesion
con este, mientras que, con acido citrico, disminuye. Estos resultados son

coherentes con otras publicaciones3738,

4.6 Metabolismo de los acidos grasos

En condiciones de exceso de acetil-CoA, como ocurre durante las sesiones
de HD, este es dirigido fuera de la mitocondria en forma de acetilcarnitina y
se convierte en malonil-CoA (IMAGEN 14), principal precursor de los acidos

erasos, que inhibe su degradacion y activa su biosintesis'®".

En el metabolismo lipidico juega un papel fundamental el conocido como
sistema de las carnitinas (IMAGEN 15). Para que este sistema desempene su
papel en la coordinacion del equilibrio energético, tienen importancia dos
variables alteradas durante la dialisis: la concentracion tisular de carnitina y
larelacion entre estay sus ésteres'®. Y es que la dialisis induce una deplecion
en los niveles de carnitina, ya que esta se dializa con un coeficiente de
cribado elevado, lo que limita el metabolismo de acetato por esa via,
favoreciendo efectos clinicos no deseados®°. En cambio, las acilcarnitinas

aumentan en los pacientes en HD debido a su deficiente excrecion'®.
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IMAGEN 14. Metabolismo de lipidos. Reproducido de Maher M, Diesch J, Casquero R, el al. Epigenetic-
Transcriptional Regulation of Fatty Acid Metabolism and Its Alterations in Leukaemia. Front. Genet.

2018;9:405. CC BY 4.0.

La funcion general de las acilcarnitinas es transportar grupos acilo desde el
citoplasma hasta la mitocondria para que puedan ser descompuestos para
producir energia'™ en un proceso conocido como B-oxidacion de acidos
grasos. La elevacion de sus niveles podria indicar disfuncion mitocondrial y
parece asociarse a mortalidad cardiovascular en pacientes incidentes en

HD'™, Ademas, algunas de ellas son también proapoptoticas'?.

En el estudio de metabolémica no dirigida, encontramos dos acilcarnitinas,
la 3-hidroxidecanoil y la o-decanoilcarnitina, cuyas intensidades se

redujeron significativamente tras una dialisis con el liquido con acetato, pero



no con el de citrato. Estas son acilcarnitinas de cadena media, que son algo
menos abundantes que las de cadena corta™. Se forman a través de la
esterificacion con la L-carnitina o a través del metabolismo peroxisomal de
las acilcarnitinas de cadena mas larga'™' y se han relacionado con
trastornos hereditarios del metabolismo de los acidos grasos'”. En
particular, la 9-decanoilcarnitina esta elevada en el plasma de sujetos con
sobrepeso'™ y disminuida en pacientes con esquizofrenia o fiebre
mediterranea familiar”'7. El estudio de las acilcarnitinas es un area de
investigacion activa, y es probable que se descubran muchas funciones

nuevas tanto fisiologicas como fisiopatologicas'™.
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IMAGEN 15. Papel del sistema de las carnitinas en el metabolismo de lipidos. Reproducido de Melone MAB,
Valentino A, Margarucci S, et al. The carnitine system and cancer metabolic plasticity. Cell Death Dis.
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Por otro lado, en el de metabolomica dirigida, observamos que los niveles de
acetilcarnitina disminuyen durante la dialisis. Esta es una forma acetilada de
la carnitina que constituye el principal representante del grupo acilo y
desempena un papel importante en las vias anabolicas y catabodlicas del

metabolismo celular.

Acetil-CoA + Carnitina < Acetilcarnitina + CoA

La falta de acetilcarnitina en pacientes en HD se ha relacionado con
complicaciones cardiacas, deterioro de la capacidad funcional, hipotension
intradidlisis sintomatica y anemia resistente a la eritropoyetina'?®. También
se ha hipotetizado su papel en varios procesos neurodegenerativos'”. Su
descenso no puede considerarse solo en términos de modulacion de la B-
oxidacion de los acidos grasos, a causa de las importantes pérdidas a través

del dializador?>.

El otro metabolito estudiado en términos de metabolismo lipidico ha sido el
glicerol, liberado al torrente sanguineo cuando se catabolizan lipidos para
producir energia. Los niveles de glicerol no cambiaron durante la dialisis, lo
que apoyaria la inhibicion de la B-oxidacion de acidos grasos; ademas,
algunas mediciones estuvieron por debajo del limite de cuantificacion de la
técnica, lo que representa un potencial sesgo para su interpretacion, pero
apuntarian en la misma direccion. De hecho, los niveles de glicerol medidos

estan muy por debajo de los fisiologicos!o+80,



4.7 Cetogénesis

La HD induce cetogénesis. Los altos niveles de acetil-CoA pueden
combinarse en el hepatocito en acetoacetil-CoA, esencial para sintetizar
colesterol y cuerpos cetonicos 2. Esto es clinicamente significativo, ya que se
relaciona con eventos cardiovasculares y muerte por todas las causas en

pacientes en HD'",

Para evaluar la cetogénesis, en nuestro estudio de metabolomica dirigida,
medimos dos metabolitos. El 3-hidroxibutirato, cuyos niveles aumentaron
durante la sesion de dialisis, independientemente del uso de un liquido o el
otro, lo que es coherente con publicaciones anteriores, que afirman que es
el segundo 4cido organico predominante producido durante la dilisis3+3738,
Y el acetoacetato, cuyos niveles predialisis fueron mas altos tras doce
sesiones con el liquido con citrato, pero los posdialisis fueron mas altos con
el acetato. En cualquier caso, sus niveles fueron suprafisiologicos en todas

las mediciones™ y traducen, de nuevo, un aumento de los cuerpos cetonicos.

4.8 Metabolismo de aminoacidos

Durante la HD, los aminoacidos se pierden a través del dializador con la
consiguiente modificacion de su perfil plasmatico®. Diferentes resultados
de nuestros estudios nos aportan luz sobre la modulacion de su metabolismo

durante la dialisis, mas alla de estas pérdidas.



En el estudio de metabolomica no dirigida se encontré que una variable
caracterizada putativamente como aminoacidos de cadena ramificada
(BCAAS, por sus siglas en inglés), presentaba unos valores que diferian
significativamente entre liquidos tanto en la medicion posdialisis como en la
del rebote, siendo de 8 a 10 veces mayor cuando se utilizo el liquido con
citrato en lugar de acetato. Estos son aminoacidos proteinogénicos y tienen

diferentes rutas metabdlicas (IMAGEN 16).
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IMAGEN 16. Metabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada. Reproducido de de Meets d'Argenteuil
C, Boshuizen B, Oosterlinck M, et al. Flexibility of equine bioenergetics and muscle plasticity in response
to different types of training: An integrative approach, questioning existing paradigms. PLoS One
2021;16(4):€0249922. CC BY-NC-SA 4.0.

La isoleucina se sintetiza a partir de piruvato y o-cetobutirato,
concentraciones de compuestos que pueden verse afectadas por la ganancia
de acetatoy citrato durante la didlisis?®, y se cataboliza a a-cetoglutarato, que
se oxida y se desdobla en propionil-CoA, que posteriormente se convierte en

succinil-CoA, un intermediario del ciclo TCA que, a su vez, puede



convertirse en oxaloacetato, que participaria en la gluconeogénesis, y acetil-
CoA, que puede introducirse en el ciclo TCA o utilizarse en la sintesis de

cuerpos cetonicos o acidos grasos'$3134,

Por su parte, la leucina estimula especialmente la sintesis de proteinas,
aumenta la reutilizacion de aminoacidos en muchos 6rganos e inhibe la
degradacion de las proteinas, algo que se ve favorecido porque también
induce la liberacion de insulina'®-88, Sin embargo, al igual que otros BCAA,
este efecto se asocia con resistencia a la insulina a largo plazo86189:190,
Ademas, dadas sus propiedades cetogénicas, la leucina es una importante
fuente de calorias y podria considerarse una fuente de energia incluso mas
importante que la glucosa'. Asi mismo, la leucina es un componente
importante de las subunidades de la ferritina y de otras proteinas
"tampon"9%, y es necesaria en estados de estrés como la cirugia, los
traumatismos, la cirrosis, las infecciones o la fiebre'?, no solo como fuente
de energia sino, también, por su potencial capacidad de atenuar la respuesta
inflamatoria'®+9°, La ERC y la HD también podrian considerarse estados de
estrés, aunque el papel de la leucina en estos escenarios especificos atin esta

por estudiar.

Del mismo modo, cuando se utilizo el liquido con acido citrico, se produjo
una disminucion significativa de la intensidad relativa de otros dos
metabolitos, el acido 2,3,4,5-Tetrahidro-2-piridinecarboxilico y el acido D-
1-Piperideina-2-carboxilico, que desempenan un papel clave en la
degradacion de la lisina™9®, un aminodcido esencial necesario para la

formacion de proteinas que juega un papel importante en la absorcion de



calcio, la formacion de proteinas musculares, la recuperacion de condiciones

de estrés y la produccion de hormonas, enzimas y anticuerpos'.

El glutamato desempena un papel importante en el metabolismo energético
y en la sintesis de varios aminoacidos, acidos nucleicos y cofactores. Puede
convertirse en 2-oxoglutarato mediante la glutamato deshidrogenasa,
metabolito que, como ya se ha comentado, aumenta durante las sesiones de
dialisis. Por su parte, el acido glutarico se produce durante el metabolismo

de algunos aminoacidos, como la lisina y el triptéfano.

Tanto glutarato como glutamato disminuyeron durante la dialisis en nuestro
estudio, aunque, solo cuando se utilizo el liquido con acido citrico, la
reduccion del glutamato alcanzo significacion estadistica. De hecho, como se
comento antes, los niveles de 2-oxoglutarato utilizando este liquido eran
mayores que con el de acetato. Los niveles de glutarato previos a la dialisis
son superiores a los fisioldgicos'®, mientras que los de glutamato,
inferiores?°°. Esto refleja la inhibicion del metabolismo de los aminoacidos,
lo que compensaria parcialmente sus elevadas pérdidas observadas durante

laS Sesionesl()l,zoz.

4.9 Toxinas urémicas

Se identificaron algunos metabolitos que podrian etiquetarse como toxinas
urémicas segun el Grupo de Trabajo Europeo sobre Toxinas Urémicas?®. Se

caracterizaron putativamente los fenoles, de los cuales el p-cresol, un

-1
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metabolito del metabolismo de los aminoacidos aromaticos producido por la
microbiota intestinal (principalmente las enterobacterias), parece ser la
forma isomérica mas plausible. En las concentraciones encontradas en
condiciones de uremia, el p-cresol inhibe la funcion fagocitica y disminuye
la adhesion de los leucocitos a las células endoteliales estimuladas por
citocinas®?4. También se ha reportado que tiene varios efectos toxicos>®.
Aunque medido como reduccion de intensidad relativa, en 0,16 veces, en
nuestro estudio, esto representaria un 84% de eliminacion que difiere del

30% descrito previamente en hemodialisis de alto flujo>®s.

Otras toxinas urémicas detectadas fueron®®3: Ni-metil-2-piridona-5-
carboxamida, que es un producto de la degradacion de la NAD que produce
la inhibicion de la PARP-1, lo que a su vez conduce al fracaso de la reparacion
del ADN200207 vy que también se ha relacionado con los canceres
colorrectales y la pelagra?°®299; y la N-(3-acetamidopropil)pirrolidina-2-
ona, cuyos niveles aumentan en el linfoma no Hodgkin?'-*' y es un producto
catabolico de la espermidina que se ha identificado como un biomarcador de
la disminucion del filtrado glomerular. Ademas, la creatinina y el fosfato de

hidrégeno también se eliminaron significativamente durante la dialisis.

Cuando se utilizo el liquido con acido citrico, se identificaron tres toxinas
urémicas mas que presentaban cambios significativos: el N-oxido de
trimetilamina (TMAO), el fenol y el acido hiparico*®3. E1 TMAO es un
producto de oxidacion de la trimetilamina derivado de la conversion de la
ingesta dietética de lecitina o carnitina por la microbiota intestinal?. El

organismo lo utiliza como osmolito para contrarrestar los efectos del



aumento de la concentracion de urea®®. Si esta diferencia es consecuencia
de una mejor dosis de dialisis utilizando el liquido de citrato o de un efecto
metabolico no puede definirse con este estudio, pero el aumento de los
niveles de TMAO se asocia a un incremento del depésito de colesterol#+y al
riesgo de sufrir eventos cardiovasculares®'?; por tanto, cuanto mayor sea el

aclaramiento, mayor sera el beneficio cardiovascular conseguido®®.

4.10 Otras variables medidas

Entre las 31 variables metabolicas identificadas en el estudio de
metabolomica no dirigida, siete de ellas no pudieron ser anotadas y
permanecen desconocidas. Una de ellas, concretamente la m/z 539,9853,
resulta de gran interés por ser la inica que incrementa su intensidad en 2,87
veces, lo que refleja que su produccion durante la dialisis con acido citrico

supera su aclaramiento en el dializador.

Por otra parte, se identifican algunas variables metabolicas sin potencial
implicacion clinica. Se trata de compuestos que actian como componentes
de la dieta, elementos que se encuentran en los alimentos de origen vegetal
o se usan como aditivos alimentarios, algunos principios activos o sus
derivados, e incluso otras sustancias quimicas que manifiestan exposiciones
ambientales. Entre estos grupos destacan el acido DL-2-aminooctanoico, un
aminoacido que se ha relacionado con el cancer colorrectal>®?; el
neocaspireno, que es un monoterpenoide, constituyente lipidico de la

membrana celular, pero también un aditivo alimentario; y la L-isoleucyl-L-

9



prolina, que es un producto de descomposicion incompleta de la digestion
de las proteinas o del catabolismo proteico y se ha relacionado con el asma?'°.
Estos tres metabolitos se redujeron durante la sesion de dialisis sin
diferencia entre un liquido u otro. Por su parte, el adrenocromo, un producto
de oxidacion de la adrenalina adquirida por ingestion solo parecio reducirse

de forma estadisticamente significativa cuando se utilizo liquido con citrato.

4.11 Limitaciones

En términos generales, los trabajos publicados comparten tres limitaciones
0o polenciales sesgos: que incluyen pacientes con diferentes accesos
vasculares, diferentes filtros y diferentes modalidades de HD (HD y HDF); y
que no se realizaron analisis del efluente, con lo que no se puede evaluar con
certeza el balance, consumo o generacion ni de las variables analiticas
clasicas ni de los metabolitos, ya que estos se dializan con un coeficiente de
cribado de aproximadamente 1 v no podemos definir cuanto impacta su
eliminacion por dialisis frente al consumo o generacion en una via
metabdlica concreta »; y, por ultimo, se establecieron ciertos tiempos de
medicion de acuerdo con estudios previos y el rebote teorico de urea, pero
un mayor numero de mediciones hubiera aportado mas informacion sobre

la cinética de las variables medidas.

La principal limitacion del estudio focalizado en el perfil inflamatorio y
balance calcico es que no se midieron los niveles de magnesio posdialisis, ya

que, como se comento en la introduccion, la capacidad del citrato como

8o



quelante del magnesio puede inducir hipomagnesemia y aumentar,
consecuentemente, la mortalidad de los pacientes. Ademas, falta
informacion para conocer el balance de calcio exacto, por lo que seran
necesarios futuros estudios para evaluar el equilibrio exacto del calcio con

uno u otro liquidos y su impacto a largo plazo en los resultados clinicos.

En el trabajo de metabolomica dirigida, el nimero de metabolitos medidos
fue limitado, por lo que es posible que se haya pasado por alto la modulacion

de otras rutas metabolicas importantes.

En el trabajo de metabolomica no dirigida la principal limitacion es que solo
se realizo en el modo de ionizacion por electrospray positivo, lo que puede
haber dejado sin identificar metabolitos que solo se hubieran podido medir
en modo negativo. Ademas, nuestros datos solo determinan tendencias o
cambios en las intensidades de respuesta, pero no cantidades exactas. Por
ultimo, no continuamos con una fase de validacion de cada metabolito

anotado.
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A partir de los resultados de la presente Tesis Doctoral y su discusion se

derivan las siguientes conclusiones:

— Eluso de acido citrico en lugar de acético como acido débil para evitar
la precipitacion de sales de bicarbonato constituye un liquido de
dialisis mas biocompatible que proporciona ventajas en términos de
riesgo cardiovascular. Los niveles de calcio ionico medidos reflejan
un efecto neutro o negativo en el balance de calcio, lo que conllevaria
una menor calcificacion vascular en comparacion con el liquido con

acido acético.

— Este liquido con acido citrico también mejora el perfil inflamatorio
de estos pacientes, lo que, de nuevo, puede considerarse una

caracteristica que le otorga mayor biocompatibilidad.

— La dialisis, per se, induce cambios en el metabolismo intermedio por
la alta dializabilidad de los metabolitos, pero también por el
metabolismo del acetato o citrato del liquido de dialisis. Los
resultados obtenidos, en este sentido, muestran una inhibicion de la
B-oxidacion de acidos grasos, un aumento de la cetogénesis, y una
menor degradacion de aminoacidos que, en conjunto, apuntan hacia
una priorizacion del metabolismo del citrato o el acetato por el ciclo
TCA como fuente de combustible celular. En este mismo sentido, el
liquido de dialisis con acido citrico mostré una reduccion de los
niveles de dos de los intermediarios de la via de degradacion de la

lisina.
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— Eluso del liquido con acido citrico, en comparacion con el de acético,

resultd en unos niveles posdialisis mayores de aminoacidos de

cadena ramificada.

El liquido de dialisis con acido acético redujo significativamente los
niveles de acilcarnitinas en comparacion con el de citrico, algo que
podria considerarse beneficioso dado que su acumulacion ha

demostrado relacionarse con malos resultados clinicos.

El liquido de dialisis con acido citrico, en comparacion con el de
acético, consigue un mejor aclaramiento de ciertas toxinas urémicas

ya conocidas, entre ellas, TMAO.

No pudimos identificar la tunica variable metabodlica cuyos niveles
aumentaron durante la sesion de dialisis solo con el liquido con acido
citrico, lo que refleja que su produccion durante la dialisis con este

supera su aclaramiento en el dializador.

Estas diferencias necesitan ser estudiadas mas a fondo para entender
mejor los procesos bioquimicos que la dialisis y, en concreto, los
componentes del liquido de dialisis inducen en el metabolismo del
paciente, lo que llevaria a prescripciones de tratamiento mas

personalizadas.
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Abstract

Introduction: The composition of the dialysate is a crucial
feature in the dialysis treatment. Two of its most debated
elements are the optimal calcium concentration and the use
of acetate as a buffer. Moreover, among the different alterna-
tives to achieve acetate-free dialysis, the use of citrate is pos-
tulated as the most suitable option. The objective of this
study is to identify the potential beneficial effects of citrate
when compared to acetate dialysate (AD) both in short-term
effects (especially regarding intradialytic calcium balance
and cardiac damage biomarkers) and in medium-term ones
with CKD-mineral and bone disorder (CKD-MBD) and inflam-
matory biomarkers measured after twelve sessions per-
formed with each dialysate. Methods: This is a unicentric,
cross-over, prospective study. Each patient underwent 24 di-
alysis sessions, 12 with each dialysate buffer. Blood samples
were taken in 2 different sessions with each acidifier. They
include CKD-MBD and inflammatory biomarkers. The calci-

um concentration of both dialysates was 1.5 mmol/L, while
all other dialysis parameters and patients’ treatment re-
mained unchanged during the study period. Results: When
comparing AD and citrate dialysate (CD), there were no dif-
ferences in pre-dialysis ionized calcium (iCa) (1.11 vs. 1.08
mmol/L) in both groups. However, there was a significant
increase in iCa with the use of AD in immediate and 30-min
post-dialysis blood samples. In contrast, iCa levels remained
stable with the use of citrate. Inflammatory biomarkers were
also reduced after the use of CD. Conclusions: The use of ci-
trate provides interesting advantages when compared to ac-
etate. It maintains iCa levels stable during dialysis sessions
with a neutral or negative effect on calcium balance, and it
improves the chronic inflammatory condition that comes
with long-time hemodialysis treatment. These beneficial ef-
fects may lead to an improvement in clinical outcomes.

© 2021 S. Karger AG, Basel

Introduction
Hemodialysis’ (HD) main physicochemical principle

is the exchange of substances between uremic blood and
dialysate through a semipermeable membrane, the dia-
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lyzer. The dialysate composition is as relevant as the dia-
lyzer, the treatment time, the dialysis modality, or both
blood and dialysate flow rates [1-3]. Among the dialysate
components, there are 2 on which there are controversies:
the optimal calcium concentration and the use of acetate
as a buffer.

The concentration of calcium in the dialysate has been
a topic of debate since the HD treatment began. In the
1960s, concentrations of 2.5 mEq/L (1.25 mmol/L) began
to be used as they were the normal calcium plasma levels.
However, with these levels, a negative balance that wors-
ened secondary hyperparathyroidism was observed, so a
3.5 mEq/L concentration was adopted. This change be-
came the standard until calcium-based phosphate bind-
ers and active vitamin D analogs came to the scene. Since
the introduction of these drugs provides higher calcium
oral intake, its dialysate levels were reduced to the current
standard of 2.5-3 mEq/L [4]. Calcium transfer during di-
alysis has been related not only to short-term effects,
which are mainly related to ionic calcium levels (hemo-
dynamic tolerance and arrhythmias) but also to long-
term effects (cardiovascular calcification and mortality)
associated with chronic overload of calcium (2, 5]. More-
over, it is well known that end-stage kidney disease entails
an exponentially increased risk of death, which is mostly
attributed to cardiovascular disease and closely linked to
CKD-mineral and bone disorder (CKD-MBD) and in-
flammation [6-9], especially in those patients on mainte-
nance HD.

Another key element of the current bicarbonate-based
dialysate is its buffer. Acetate, used at doses of 3-7 mEq/L
to prevent precipitation of bicarbonate salts by contacting
bivalent cations (calcium and magnesium), is widely used
[1]. However, it is not free of adverse events for the pa-
tient. Acetate-based buffer leads to supraphysiological
levels [10], which have been associated with increased in-
flammation, oxidative stress, and cardiac damage [11-
14]. Hence, different alternatives have been sought, in-
cluding the use of other dialysis modalities that allow a
stable mixture without the need of a buffer system (i.e.,
acetate-free biofiltration, now in disuse due to its lower
efficacy), and the use of other weak acidifying agents such
as lactic, pyruvic, hydrochloric, or citric acids [1]. Spe-
cifically, citrate use has a chelating effect on calcium that
raised a concern about its potential role in the occurrence
of adverse events (cramps and hypotension). However,
there are shortcomings in the literature published so far.
On the one hand, there is the difficulty of an accurate
evaluation of calcium balance in the organism [4, 5], and
on the other, pre- and post-dialysis ionic calcium is usu-

Improvements in Inflammation and
Calcium Balance of Citrate Dialysate

ally measured as a comparison variable in citrate dialysate
(CD) studies [15, 16], and nevertheless, there are no pub-
lished reports that analyze the rebound in blood levels
once equilibrium is reached.

This study aims to compare the potential beneficial ef-
fects of CD versus AD in 2 different ways: first, on its con-
sequences in the short term, especially regarding intra-
dialytic calcium balance and cardiac damage biomarkers
and second, the medium-term effects on CKD-MBD and
inflammatory status after 12 sessions performed with
each dialysate.

Materials and Methods

Study Design and Participants

All prevalent patients over 18 year old on HD program, wheth-
er on conventional HD or post-dilution online hemodiafiltration,
with at least 3 months of dialysis vintage, in a thrice-weekly and
4-h-session treatment schema, with a stable clinical condition for
at least this time, were considered for inclusion. The objective of
this unicentric, cross-over, prospective study was to evaluate the
potential cardiovascular benefits of citrate compared to acetate as
dialysate buffer.

To avoid confounding factors, every parameter of the dialysis
session (calcium, sodium, and bicarbonate prescription; blood and
dialysate flows; and dialysis time), as well as medical treatment,
remained unchanged during the study period except for the dialy-
sate acidifier. Therefore, we excluded patients on a low calcium
dialysate (1.25 mmol/L). Dialysate characteristics are detailed in
Table 1. Bicarbonate and sodium prescriptions were individual-
ized to ensure the same concentration in both dialysates. This
study was conducted with Fresenius® 5008 dialysis monitors and
FX CorDiax 100, FX CorDiax 80, FX CorDiax 60 Fresenius®, Evo-
dial 2.2 Baxter®, Solacea Nipro®, and SureFlux Nipro® philters
were used.

Variables

Demographic and medical history data were collected, includ-
ing age, gender, CKD etiology, HD vintage and modality, vascular
access, dry weight, and comorbidities. During this study, each pa-
tient underwent 24 dialysis sessions, 12 with each dialysate acidi-
fier. Blood samples were taken in 2 different sessions (the last one
made with each acidifier so that each patient acted as its own con-
trol) and at 3 different moments per session: pre-dialysis, post-
dialysis, and 30-min post-dialysis (rebound).

Tonized calcium (iCa), phosphate, pH, bicarbonate, and base
excess were measured in plasma in these 3 different moments. Pre-
and post-dialysis high-sensitivity troponin T (hsTnT) was collect-
ed. Post-dialysis concentrations were corrected according to the
ultrafiltrated volume with the Bergstrém formula [17]. Albumin-
corrected total calcium, parathormone, procalcitonin, high-sensi-
tivity C-reactive protein, interleukin-6, and total carbon dioxide
were only determined in pre-dialysis samples. Usual HD param-
eters, demographic variables, and adverse events were also moni-
tored and collected.
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Statistical Methods

Quantitative variables are described as mean and standard de-
viation when normally distributed, and the statistical inference be-
tween the variables was performed by Student’s paired T test. For
those variables with a lognormal distribution, a log transformation
was performed to use parametric tests. Skewed data are presented
by median and interquartile range, and its inference was evaluated
by the Wilcoxon’s signed-rank test. Qualitative data are reported
as absolute frequencies. A two-sided p value inferior to 0.05 was
considered statistically significant. Analyses were performed with
IBM SPSS® Statistics in its 26th version.

Ethical Considerations and Disclosures

All patients gave their written informed consent to participate
in this study, which was also approved by the institute’s committee
on human research. It was conducted following the World Medical
Association Declaration of Helsinki, national and local laws, and
the good clinical practice standards. The authors have no conflicts
of interest to declare. This work has neither received public nor
private funding for its implementation.

Results

Patients Characteristics

Twenty-one patients (10 men and 11 women), with a
mean age of 62.25 + 13.77 years (range 33.05-82.26 years)
on conventional HD (2) or post-dilution online hemodi-
afiltration (19) were enrolled. Twelve patients were dia-
lyzed through an arteriovenous fistula, and 9 were dia-
lyzed through a tunneled catheter. Underlying renal dis-
eases were diabetic kidney disease (6 patients), autosomal

916 Blood Purif 2021;50:914-920
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Table 1. Dialysate compositions once the corresponding dilution
was carried out

Components Fresenius Fresenius smartbag
ACF 3A5 CA 2115
Sodium, mmol/L 140 138

Potassium, mmol/L 2 2

Calcium, mmol/L 1.5 1.5
Magnesium, mmol/L 0.5 0.5
Chloride, mmol/L 106 109
Acetate, mmol/L 4 -
Citrate, mmol/L - 1
Glucose, g/L 1 1
Bicarbonate, mmol/L 35 32

dominant polycystic kidney disease (2 patients), HIV ne-
phropathy (2 patients), nephroangiosclerosis (2 patients),
chronic glomerulonephritis (1 patient), chronic pyelone-
phritis (1 patient), renal cell carcinoma (1 patient), and
other cystic diseases (1 patient), and the remaining were
of unknown cause (5 patients). Concerning other signifi-
cant comorbidities worth mentioning, 1 patient had cir-
rhosis with A Child-Pugh score, 5 patients had liver dis-
ease with normal function (1 polycystic hepatorenal dis-
ease, 2 HCV, 1 HBV, and 1 HCV-HBYV coinfection), and
1 was a liver transplant recipient with normal graft func-
tion. Regarding cardiac diseases, 3 patients had valve dis-
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Table 2. CKD-MBD parameters

Parameters AD CD p value
Pre-dialysis albumin-corrected total calcium, mg/dL, mean + SD 8.9+0.6 8.31+0.75 0.003
Pre-dialysis parathormone, pg/mL, median (IQR) 169 (88.6-386.5) 267 (92.85-454.5) <0.001
Phosphate, mg/dL
Pre-dialysis, mean + SD 4.36+1.17 4.86+1.82 0.007
Post-dialysis, mean + SD 1.84+0.43 1.67+0.51 0.065
30-min post-dialysis rebound, mean + SD 2.35+0.55 2.19+0.64 0.197
Reduction ratio, %, median (IQR) 57.78 (54.23-61.54) 64.71 (59.63-70.24) 0.012
AD, acetate dialysate; CD, citrate dialysate; MBD, mineral and bone disorder.
Table 3. Basic-acid equilibrium parameters
Parameters AD CD p value
pH
Pre-dialysis 7.361+0.049 7.356+0.531 0.422
Post-dialysis 7.449+0.046 7.449+0.051 0.988
30-min post-dialysis rebound 7.445+0.05 7.45+0.05 0.429
Bicarbonate, mmol/L
Pre-dialysis 23.47%2 23.81+2.07 0.353
Post-dialysis 29.49+1.59 29.2+1.4 0.401
30-min post-dialysis rebound 29+1.54 28.95+1.39 0.873
Base excess
Pre-dialysis -1.85+2.25 -1.78+2.25 0.869
Post-dialysis 4.91+2.05 4.65%1.77 0.461
30-min post-dialysis rebound 4.38+2.07 4.5+1.84 0.727
Pre-dialysis total carbon dioxide, mmol/L 22.41+1.98 22.15+2.25 0.217

AD, acetate dialysate; CD, citrate dialysate.

eases, 2 had chronic ischemic cardiopathy, and 1 had hy-
pertensive cardiomyopathy.

CKD-Mineral and Bone Disorder and Basic-Acid

Equilibrium Parameters

There were no differences between AD and CDs’ se-
rum pre-dialysis iCa (1.11 +£0.12 vs. 1.08 £ 0.12 mmol/L).
On the contrary, there was an increase of post-dialysis iCa
(1.29 £ 0.07 mmol/L) that persisted after rebound (1.22 +
0.07 mmol/L) with the use of AD. Moreover, with CD, the
iCa remained stable from the beginning (1.08 + 0.12
mmol/L) to the end of the session (1.07 + 0.06 mmol/L),
even after the rebound period (1.08 + 0.11 mmol/L). Fig-
ure 1 shows the graphic representation with the corre-
sponding levels of significance. Other CKD-MBD values
are shown in Table 2, showing a significant difference in
pre-dialysis albumin-corrected total calcium and para-
thormone levels. On its part, phosphate levels differ sig-

Improvements in Inflammation and
Calcium Balance of Citrate Dialysate

nificantly in pre-dialysis measurement, but this differ-
ence vanished with the dialysis treatment. No significant
differences were found in basic-acid equilibrium, as
shown in Table 3. There were no cramps nor symptom-
atic hypotension events reported during the study period.

Inflammatory and Cardiac Damage Biomarkers

The 3 pre-dialysis-measured inflammatory parame-
ters (hsCRP, PCT, and IL-6) were lower with CD than
with AD, as reported in Table 4. There were no statisti-
cally significant differences between the pre-dialysis
hsTnT values. Interestingly, they decreased with both di-
alysates after the dialysis session (from 71.99 to 39.65
[p < 0.001] with AD and from 78.89 to 33.89 [p < 0.001]
with CD). The reduction ratio of hsTnT was higher when
using CD (48.1 vs. 55.15, p = 0.012). More details are
shown in Table 4.
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Table 4. Inflammatory and cardiac damage biomarkers

Parameters AD CD p value
Pre-dialysis hsCRP, mg/L, median (IQR) 4.32(1.27-12.16) 4.08 (0.98-8.65) 0.031
Pre-dialysis PCT, ng/mL, median (IQR) 0.44 (0.28-0.74) 0.38 (0.29-0.44) 0.037
Pre-dialysis IL-6, pg/mL, median (IQR) 13.7 (7.85-29.03) 11.8 (5-27.13) 0.029
hsTnT, ng/L
Pre-dialysis, mean + SD 71.99+36.81 78.89+46.1 0.193
Post-dialysis, mean + SD 39.64+18.99 33.89+16 0.033
Reduction ratio, %, median (IQR) 48.1 (41.75-54.1) 55.15 (47.45-60.79) 0.012

hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; PCT, procalcitonin; IL-6, interleukin-6; CPK, Cr phosphokinase;
hsTnT, high-sensitivity troponin T; AD, acetate dialysate; CD, citrate dialysate.

Discussion

Citrate is increasingly being used as the weak acidify-
ing element of the dialysate rather than acetate because of
all the potential benefits of acetate-free dialysis and the
extra advantages in anticoagulation [18, 19]. One of the
main concerns about citrate use has been the potential
adverse events related to its calcium-binding effects 19,
20]. Therefore, a supplementation of 0.15 mmol of cal-
cium in the dialysate for each mmol of citrate is widely
recommended to equal the mass balance of calcium trans-
fer to a non-CD [21]. However, most of the studies have
shown that this fear is unfounded, as they have not de-
tected significant differences in the occurrence of adverse
events [13, 18, 22, 23]. On the contrary, CD has been as-
sociated with a protective effect in other studies [11, 16,
24]. We know that more than 80% of dialysis patients
have positive calcium balance even with a 2.5 mEq/L cal-
cium dialysate concentration [25, 26] when using AD.
Furthermore, chronic calcium positive balance leads to
severe consequences, vascular calcification, and is a
strong death predictor [27]. Although clinical outcomes
are not better among patients with cumulative lower se-
rum calcium levels, due to cardiovascular events such as
cardiomyopathy, congestive heart failure, and arrhyth-
mias [27], and the use of low calcium dialysate may ac-
celerate the progression of coronary artery calcification
[28]. Furthermore, sudden cardiac arrest occurs with
both low and high calcium gradients between dialysate
and blood [29]. Therefore, achieving a zero-net balance
of calcium is advisable [30]. Our results showed a lower
pre-dialysis albumin-corrected total calcium after 12 CD
sessions with no statistical differences between pre-dialy-
sis iCa. These findings were associated with higher serum
PTH levels and higher phosphate levels. This can be ex-
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plained by the elimination of the inhibiting effect of rela-
tive hypercalcemia produced by AD [31].

However, not only long-term calcium balance matters.
Azpiazu et al. [32] proved that the recommended dialy-
sate calcium concentrations resulted in an increase of
post-dialysis calcium in more than 88% of the samples
and that these changes caused ex vivo calcification of rat
aortic rings. In contrast, unchanged serum calcium re-
sulted in a 5-fold reduction in calcium deposits. Acute iCa
changes during dialysis sessions have also been related to
changes in arterial stiffness (measured by pulse wave ve-
locity) [33]. In this sense, Lorenz et al. [30] established
that CD favorably affected calcification propensity mea-
sured by the Ts test, which predicts mortality in HD pa-
tients. Notably, CD has proven to reduce calcification in
HD patients without additional cost compared to AD
[34]. This study showed that the use of CD allowed iCa
levels to remain stable during the entire dialysis session
and maintain stability even after the rebound period. On
the contrary, there was a positive calcium balance with
AD that did not correct 30 min after the dialysis session
termination. In that sense, one limitation of this study is
the lack of information regarding the exact calcium bal-
ance, as we could only interpret it from iCa and pre-dial-
ysis albumin-corrected total calcium. A caveat is that we
did not determine the interdialytic calcium absorption
and the removed amount during the dialysis sessions.
Further studies are needed to assess the exact calcium bal-
ance with CD and its long-term impact on clinical out-
comes. We did not find a lower incidence of post-dialysis
alkalosis as previously published [16].

Our results concerning hsTnT (a sensitive cardiac
myocyte necrosis biomarker, and a useful tool to predict
mortality and adverse cardiovascular events in dialysis
[35, 36]) show that its post-dialysis values were signifi-
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cantly lower on CD than on AD. Since the hsTnT levels
go down with both buffers compared to other published
studies [37, 38], we cannot entirely exclude that this find-
ing is due to a higher clearance. Moreover, hsTnT chang-
es do not necessarily reflect dialysis-induced cardiac
damage, as plasma troponin levels may only become el-
evated after 6-12 h following an ischemic episode and
represent a flawed way to investigate dialysis-induced
ischemia. More studies are needed to evaluate the poten-
tial CD protective effect on intra-dialysis cardiac damage.

This study also suggests that in the medium-term,
even after only twelve dialysis sessions, the change from
AD to CD leads to a reduction of all the measured inflam-
mation parameters (IL-6, hsCRP, and PCT). This finding
is of great importance, as chronic inflammation repre-
sents an independent cardiovascular risk factor [9, 39],
where not only IL-6 [40, 41] but also hsCRP [35] have
been established as strong predictors of cardiovascular
mortality among dialysis patients. CD has been previous-
ly reported to produce less oxidative stress and pro-in-
flammatory stimuli [42], to act as a complement inhibitor
even at low concentrations [43], and decrease both endo-
thelial and vascular smooth muscular cells dysfunction
[12], in comparison with AD. A possible limitation of the
study in that sense is that we compared patients with dif-
ferent vascular access (arteriovenous fistula and tunneled
catheter), different dialysis modalities (HD and hemodi-
afiltration), and different dialyzers, some of which may
have played a role in inflammation.

In conclusion, the use of citrate instead of acetate
seems to confer a more biocompatible dialysate that pro-
vides essential advantages in cardiovascular risk terms,
maintaining iCa levels stable during all dialysis sessions
with a neutral or negative effect on calcium balance, and
improving the chronic inflammatory condition of these
patients. These conditions may lead to a relevant im-
provement in clinical outcomes.
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Abstract: Acetate is widely used as a dialysate buffer to avoid the precipitation of bicarbonate
salts. However, even at low concentrations that wouldn’t surpass the metabolic capacity of the
Krebs tricarboxylic acid (TCA) cycle, other metabolic routes are activated, leading to undesirable
clinical consequences by poorly understood mechanisms. This study aims to add information
that could biologically explain the clinical improvements found in patients using citrate dialysate.
A unicentric, cross-over, prospective targeted metabolomics study was designed to analyze the
differences between two dialysates, one containing 4 mmol/L of acetate (AD) and the other 1 mmol/L
of citrate (CD). Fifteen metabolites were studied to investigate changes induced in the TCA cycle,
glycolysis, anaerobic metabolism, ketone bodies, and triglyceride and aminoacidic metabolism.
Twenty-one patients completed the study. Citrate increased during the dialysis sessions when CD
was used, without surpassing normal values. Other differences found in the next TCA cycle steps
showed an increased substrate accumulation when using AD. While lactate decreased, pyruvate
remained stable, and ketogenesis was boosted during dialysis. Acetylcarnitine and myo-inositol were
reduced during dialysis, while glycerol remained constant. Lastly, glutamate and glutarate decreased
due to the inhibition of amino acidic degradation. This study raises new hypotheses that need further
investigation to understand better the biochemical processes that dialysis and the different dialysate
buffers induce in the patient’s metabolism.

Keywords: hemodialysis; targeted metabolomics; dialysate; citrate; acetate; acetate-free

1. Introduction

Chronic kidney disease (CKD) leads to the dysfunction of various metabolic sys-
tems and the accumulation of the so-called uremic toxins [1]. In dialysis-dependent CKD
(DD-CKD) patients, several metabolites have been correlated with cardiovascular disease,
inflammatory parameters, disease progression, nutritional status, cognitive function, hy-
poxia and oxidative stress, body mass wasting, and even sleep cycle disturbance [2—6].
Dialysis by itself may worsen several metabolic functions [1].

One of the most challenging aspects of dialysate production is allowing the coexistence
of a solution of divalent cations and bicarbonate without precipitation [7]. Acetate is widely
used as a weak acid acting as a dialysate buffer, thus avoiding this precipitation. Even at the
low concentrations (3—4 mmol/L) used, it reaches blood levels higher than physiological [8],
leading to undesirable outcomes by poorly understood mechanisms.

Among the several compounds proposed as alternatives to acetate, citrate is impor-
tant [7], as it has been associated with improved hemodynamic tolerance and inflammatory
biomarkers in DD-CKD patients [9-13]. Even though the concentration in the dialysate is
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five times lower than that needed for anticoagulation, citrate also allows patients to receive
a reduced heparin dose without increasing the risk of filter coagulation [14-17]. Using
acetate and citrate as dialysate buffers seems logical, since they would be later mainly trans-
formed into bicarbonate through the TCA cycle. While citrate would enter directly, acetate
would rapidly enter the cell, bind to coenzyme A to form acetyl-CoA, and then be oxidized
in the TCA cycle, acting both as potentially safe and cheap bicarbonate precursors [18].

In this paper, we analyzed the inter-dialysis and intra-dialysis changes in the
metabolomic profile of hemodialysis patients after being exposed to either citrate or acetate
dialysates using a targeted metabolomics approach. Thus, we aim to add information that
could help biologically explain the clinical improvements found in patients using citrate
dialysate [11,19-21].

2. Results
2.1. Participants

Twenty-one patients with a mean age of 62.25 £ 13.77 years were included. Ten (48%)
were male. Two (9.5%) were on high-flux hemodialysis and nineteen (90.5%) on post-
dilution online hemodiafiltration. Twelve (57.1%) were dialyzed through an arteriovenous
fistula and nine (42.9%) through a tunneled catheter.

2.2. Metabolomic Analysis

The concentrations of each metabolite in the four measured times are represented in
Table 1. Normalized data by Z-scoring are also illustrated in a heat map (Figure 1).

Acetylcarnitine
Myo-inositol
Pyruvate
Lactate
Glutarate
Isocitrate
Citrate
Fumarate
Malate
Glutamate
Succinate
3-hydroxybutarate
Acetoacetate

2-oxoglutarate

Acetate di Citrate di; Acetate di Citrate di;

Pre-dialysis Post-dialysis

Figure 1. Heat map representing the normalized data by Z-scoring of each metabolite in the four
measurement times. It is clear that dialysis per se has a catabolic effect and that most of the differences
are produced by the treatment; however, it is visible that, in some cases, the metabolite concentrations
are very disparate between dialysates.
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Table 1. Differences in measured metabolites concentrations expressed in j1g/L as mean =+ standard
deviation or median (interquartile range).

Metabolite
(ug/L)

Acetate Dialysate

Citrate Dialysate

Pre-Dialysis

Post-Dialysis

Pre-Dialysis

Post-Dialysis

Acetylcarnitine
Fumarate
Citrate
Isocitrate
Myo-inositol
Glutamate
Pyruvate
Malate
Glycerol
Lactate
2-oxoglutarate
Acetoacetate
Succinate

3-hydroxybutyrate
Glutarate

2292.83 (1698.3-3835.64)
1275.33 (940.83-1597.34)
23,930.01 =+ 6243.63

13,181.79 (11,407.72-15,441.07)

186,825.86

(115,033.27-325,459.59)

164.33 (112.36-260.19)
5075.38 (3526.28-6168.7)
1418.21 (1015.39-1760.36)

48.5 (48.5-48.5)

347,331.76 + 91,933.58
3755.05 (3476.57-4032.21)
2473.04 (1277.63-4600.98)

722.6 (588.57-1221.9)

14,338.64 (3125-53,089.27)
636.45 (548.76-906.39)

565.12 (75-814.56)
1215.87 (1050.27-1617.92)
13,151.82 + 3245.25
6717.97 (6051.02-7927.15)

34,635.77 (4328.17-69,297.23)

242.62 (166.44-318.71)
3509.35 (2905.18-3952.23)
1418.82 (1138.72-1869.07)

48.5 (48.5-48.5)

263,698.08 + 49,573.01

3968.36 (3587-4421.18)

18,926.55 (7189.31-30,038.77)

1725.48 (1325.02-2012.26)
162,982.81
(48,176.41-401,805.24)
530.86 (480.5-618.66)

2108.21 (1138.39-3206.01)
968.72 (682.95-1169.75)
18,312.77 + 5534.11

15,438.28 (14,109.91-16,918.49)

156,509.77
(123,131.02-315,150.31)
160.35 (102.76-204.39)
4253.1 (3135.06-5031.68)
1080.15 (860.11-1416.11)
48,5 (48.5-129.6)
299,899.63 == 57,695.8
3984.51 (3393.35-4323.3)
4166.43 (2374.53-7277.45)
515.06 (297.41-1150.89)

3125 (3125-23,132.58)
664.43 (528.85-922.1)

16452 (75-643.1)
924.19 (790.46-1109.45)
35,351.74 + 6126.8

10,463.95 (9330.3-12,195.79)

31,586.57 (3125-55,889.43)

239.09 (150.69-342.67)
3322.45 (2664.53-5529.55)
1238.32 (879.48-1496.05)
48.5 (48.5-48.5)
200,315.81 = 68,510.44
4290.49 (3868.34-5168.94)
9580.02 (6992.68-30,978.53)
1838.29 (1344.81-2370.32)
146,012.84
(46,441.35-303,043.91)
526.83 (479.83-668.31)

2.2.1. Acetylcarnitine

There was a statistically significant difference in acetylcarnitine concentrations among
the four measurements, x2(3) = 49.96, p < 0.0001 (Figure 2). A decrease appeared be-
tween pre- and post-dialysis levels using AD (Z = —4.015, p < 0.0001) and CD (Z = —3.98,
p < 0.0001); however, there was no significant difference between AD and CD either in pre-
(Z=—-1.303, p = 0.192) or post-dialysis (Z = —2.461, p = 0.014).

2.2.2. Fumarate

There was a statistically significant difference in fumarate concentrations among the
four measurements, x2(3) = 12.714, p = 0.005 (Figure 2). Its levels remained stable during
the dialysis session with both AD (Z = —0.434, p = 0.664) and CD (Z = —0.017, p = 0.986).
Pre- (Z = —2.555, p = 0.011) and post-dialysis (Z = —3.007, p = 0.003) levels were significantly
different.

2.2.3. Citrate

Mean citrate concentrations significantly differed between the four measurements
[F(2.816, 56.326) = 119.533, p < 0.0001] and consistently in the pairwise comparisons
(Figure 2). During the sessions, citrate decreased [10,778.19 (95% CI, 7147.642-14,408.738),
p < 0.0001] with AD and increased with CD [—17,038.96 (95% CI, —20,739.052-—13,338.871),
p < 0.0001]. Pre- [5617.231 (95% CI, 1538.828-9695.635), p = 0.004] and post-dialysis
[—22,199.92 (95% CI, —25,691.342-—18,708.499), p < 0.0001] levels significantly differed,
being higher in the pre-dialysis AD measurement but higher in the post-dialysis treatment
after one session using CD.

2.2.4. Isocitrate

There was a statistically significant difference in isocitrate concentrations among the
four measurements, x2(3) = 52.029, p < 0.0001. Its levels were significantly reduced during
dialysis with both AD (Z = —4.015, p < 0.0001) and CD (Z = —4.015, p < 0.0001). Moreover,
the pre- (Z = —2.763, p = 0.006) and post-dialysis (Z = —3.285, p = 0.001) significantly
differed.
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Figure 2. Violin plot representing the pre- and post-dialysis measured concentrations of the fifteen
studied metabolites with each dialysate. Statistically significant differences are marked.
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2.2.5. Myo-Inositol

There was a statistically significant difference in myo-inositol concentrations among
the four measurements, x2(3) = 51.641, p < 0.0001. Its levels were significantly reduced
during dialysis with both AD (Z = —4.015, p < 0.0001) and CD (Z = —4.015, p < 0.0001).
However, there were no pre- (Z = —1.13, p = 0.259) or post-dialysis (Z = —1.207, p = 0.027)
significant differences.

2.2.6. Glutamate

There was a statistically significant difference in glutamate concentrations among the
four measurements, x2(3) = 14.257, p = 0.003. During the sessions, its levels increased.
These differences were statistically significant when using CD (Z = —3.493, p < 0.0001)
but not when using AD (Z = —2.068, p = 0.039). Neither, pre- (Z = —1.199, p = 0.23), nor
post-dialysis (Z = —0.643, p = 0.52) results significantly differed (Figure 2).

2.2.7. Pyruvate

There were no statistically significant differences in pyruvate concentrations among
measurements, x2(3) = 4.429, p = 0.219 (Figure 2).

2.2.8. Malate

There was a statistically significant difference in malate concentrations among the
four measurements, x2(3) = 17.857, p < 0.0001 (Figure 2). Its levels did not change because
of the dialysis session with AD (Z = —0.713, p = 0.476) or CD (Z = —0.713, p = 0.476).
Pre- (Z = —3.285, p = 0.001) and post-dialysis (Z = —3.007, p = 0.003) levels were significantly
higher with AD.

2.2.9. Glycerol

There was a statistically significant difference in glycerol concentrations among the
four measurements, x2(3) = 11.842, p = 0.008 (Figure 2); however, in pairwise comparison,
there was neither a significant change during dialysis with AD (Z = —1.826, p = 0.068) or
CD (Z = —2.201, p = 0.028), nor between pre- (Z = —0.77, p = 0.441) or post-dialysis (Z =0,
p =1) results.

2.2.10. Lactate

Mean lactate concentrations differed between the four measurements (F(2.478, 49.568)
= 22.063, p < 0.0001) (Figure 2). Lactate levels decreased after dialysis both with AD
(83633.688 (95% CI, 26,068.803-141,198.572), p = 0.002) and CD (99,583.827 (95% CI,
51,404.704-147,762.949), p < 0.0001). Pre-dialysis levels did not differ (47,432.131 (95% ClI,
—17,205.387-112,069.648), p = 0.265) but post-dialysis levels did (63,382.270 (95% CI,
20,177.688-106,586.852), p = 0.002), with lower levels after a dialysis with CD.

2.2.11. 2-Oxoglutarate

There was a statistically significant difference in 2-oxoglutarate concentrations among
the four measurements, x2(3) = 16.371, p = 0.001 (Figure 2). Its levels did not significantly
change during the dialysis session with AD (Z = —1.79, p = 0.073) or CD (Z = —2.242,
p = 0.025). No differences occurred between pre-dialysis levels (Z = —1.721, p = 0.085), but
post-dialysis (Z = —2.902, p = 0.004) values were found to be higher after a session with CD.

2.2.12. Acetoacetate

There was a statistically significant difference in acetoacetate concentrations among
the four measurements, x2(3) = 37.057, p < 0.0001 (Figure 2). During the sessions, both
AD (Z = =391, p < 0.0001) and CD (Z = —3.18, p = 0.001) induced significant increases.
Pre- (Z = —2.833, p = 0.005), but not post-dialysis (Z = —1.581, p = 0.114) levels differed
between dialysates, being higher in the CD measurement.
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2.2.13. Succinate

There was a statistically significant difference in succinate concentrations among the
four measurements, x2(3) = 34.314, p < 0.0001 (Figure 2). During the dialysis sessions,
succinate levels increased both with AD (Z = —3.771, p < 0.0001) and CD (Z = 3.806,
p < 0.0001), but there were no pre- (Z = —1.06, p = 0.289) or post-dialysis (Z = —1.581,
p = 0.114) differences.

2.2.14. 3-hydroxybutyrate

There was a statistically significant difference in 3-hydroxybutyrate concentrations
among the four measurements, x2(3) = 33.089, p < 0.0001 (Figure 2). Its levels significantly
increased during the sessions with AD (Z = —3.509, p < 0.0001) and CD (Z = —3.733,
p <0.0001), but there were no differences between pre- (Z = —1.761, p = 0.078) or post-
dialysis (Z = —1.408, p = 0.159) levels.

2.2.15. Glutarate

There was a statistically significant difference in glutarate concentrations among the
four measurements, x2(3) = 33.857, p < 0.0001 (Figure 2). During the session, glutarate levels
were reduced with both AD (Z = —3.91, p < 0.0001) and CD (Z = —3.632, p < 0.0001), but no
significant differences were found between pre- (Z = —0.122, p = 0.903) and post-dialysis
(Z = -1.025, p = 0.305) levels.

3. Discussion

Metabolomics opens the door to studying human metabolism in response to dialysis-
induced changes in intermediary metabolism. This study, performed by a targeted metabolomic
approach, found noteworthy differences between dialysates that raise new hypotheses
that should be further investigated to explain the deleterious acetate effects on dialysis
patients [9-13]. Acetyl-CoA levels exceeded by 20-70 times the physiological level despite
the apparently small concentrations of acetate in the AD [8,22-24]. Although they do not
seem to surpass the TCA cycle maximum acetyl-CoA rate of metabolism (diminished from
300 mmol/h in healthy adults to 150 mmol/h in DD-CKD patients [23,25]), acetyl-CoA
enters other metabolic routes triggering metabolism disturbances [7,24].

3.1. First Carbon Oxidation Pathway of the TCA Cycle-Related Metabolites

It is noteworthy that after twelve sessions under AD but not under CD, patients
had elevated pre-dialysis citrate levels linked to chronic accumulation of acetyl-CoA. This
difference reverted during dialysis since citrate rose in blood when CD was used, whereas it
decreased when AD was used. Nonetheless, this is inconsistent with other published papers
in which it remained stable [8,18,24]. Citrate physiological levels are reasonably similar to
our four measurements [26,27], and even after one dialysis with CD did not surpass the
upper limit of the proposed normal range. Hence, a supraphysiological accumulation of
citrate would not occur due to an improved balance between citrate generation and loss by
the dialyzer than with acetate [22,24], in contrast to the 20 to 70 times higher acetate levels
observed with AD.

Citrate is isomerized to isocitrate, whose levels decreased more intensely during the
sessions with AD. Moreover, pre-dialysis levels differed, so this difference was maintained
in the long term. The results observed in all study conditions were considerably lower than
physiological [26].

The next step was measurement of 2-oxoglutarate, a rate-determining intermediate in
the TCA cycle [28]. 2-oxoglutarate levels were 3—4 times supraphysiological in all study
situations [26], with a non-significant increase during dialysis sessions, though post-dialysis
levels became significantly higher with CD. This finding, not found in previous reports [18],
would have short-term impact.
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3.2. Second Carbon Oxidation Pathway of the TCA-Cycle Related Metabolites

Succinate levels rise during the dialysis sessions, which was due to the treatment
itself, as no differences between dialysates were found; however, they were lower than
physiological levels in all study situations. Fumarate, a metabolite that also takes part in
several other pathways, was not modified during the dialysis sessions but had higher pre-
and post-dialysis levels when patients were under AD, reaching levels 10 times higher than
those seen in healthy adults. Consistent with previously published data, malate remained
stable during the dialysis sessions and close to physiological levels [18,26,29].

These changes in the TCA cycle metabolites should not be considered trivial. Acetyl-
CoA, succinate, and fumarate can alter immune system responses [28]. Succinate, malate,
and fumarate promote tumorigenesis due to their ability to inhibit prolyl hydroxylase-
containing enzymes [30]. Lymphangiogenesis and the maintenance of stem cells pluripo-
tency have been associated with acetyl-CoA and 2-oxoglutarate, respectively. The latter
is also related to decreased protein catabolism, increased protein synthesis, and increased
circulating plasma levels of hormones such as insulin, growth hormone, and IGF—1 [28].
Furthermore, it plays a role in CD4+ T-cell differentiation [31].

3.3. Glycolysis and Anaerobic Metabolism-Related Metabolites

Glycolysis has three irreversible steps mediated by phosphofructokinase, hexokinase,
and pyruvate kinase enzymes. Citrate inhibits phosphofructokinase and hexokinase, while
the pyruvate kinase is hampered both by citrate and acetyl-CoA. Therefore, both dialysates
may play a role in glycolysis inhibition. We found no differences in pyruvate levels
during the dialysis session nor between dialysates, as previously reported [8,18]. Pyruvate
represents the sole metabolic pathway of lactate, with a bidirectional conversion between
the two anions activated by lactate dehydrogenase. During dialysis, acetate displaces
pyruvate as a precursor of acetyl-CoA, which, coupled with its generation by glycolysis
and the degradation of oxalacetate by the action of pyruvate carboxylase into pyruvate
(accumulated by increased acetyl-CoA metabolism in the TCA cycle), may increase its
levels [24]. Lactate is the predominant organic acid produced during dialysis, resulting in
inefficient use of metabolic substrates for energy production and an irreversible loss of alkali,
contributing to the increase of pCO, [32]. Moreover, the carbonization and decarboxylation
of an acetyl-CoA molecule in the TCA cycle is favorable to oxidation and displaces the
oxide-reductant pairs increasing pyruvate levels at the expense of lactate [24]. Even with
this overproduction, its levels were reduced during dialysis, particularly when using CD,
but were higher than the physiological range in all study situations. Therefore, comparing
the lactate/pyruvate ratio is interesting. It was higher in AD pre-dialysis measurements
and increased with AD while decreasing with CD during the session. These results are
consistent with prior reports [8,24]. Myo-inositol levels decreased during dialysis, but as
a uremic toxin dialyzed by the membranes, the absence of differences does not provide
information of interest.

3.4. Lipidic Metabolism-Related Metabolites

The decline of Acetylcarnitine levels during dialysis may not be due to activation of
(-oxidation of fatty acids but losses through membranes. The lack of acetylcarnitine in
DD-CKD patients has been related to cardiac complications, impaired functional capacities,
symptomatic intradialytic hypotension, and erythropoietin-resistant anemia [33]. Its role
in various neurodegenerative processes has also been hypothesized [34]. However, pre-
dialysis levels in this study were higher than that of healthy adults [29]. Glycerol levels
did not change, so no fatty acid release seemed to occur; however, some measurements
were under the LQ, representing a potential bias for interpretation. Glycerol levels were far
below physiological levels, despite enormous heterogeneity [29,35].

High levels of acetyl-CoA can combine into acetoacetyl-CoA, essential for synthesizing
cholesterol and ketone bodies. 3-hydroxybutyrate levels increased during the dialysis treat-
ment irrespective of the dialysate, indicating dialysis-induced lipolysis [32] and consistent
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with previous reports stating that it is the second predominant organic acid produced dur-
ing dialysis [8,24,32]. AD pre-dialysis measurements were higher, but CD levels were lower
than physiological values [36]. Pre-dialysis CD acetoacetate levels were higher, but AD
resulted in higher post-dialysis levels, as previously reported [8]. Acetoacetate levels were
supraphysiological in all measurements [26]. This increase in ketone bodies is meaningful,
as it was related to cardiovascular events and all-cause death in a Japanese population
study [37].

3.5. Amionoacidic Metabolism-Related Metabolites

Glutarate and glutamate decreased during dialysis, although only glutamate reduction
when using CD was statistically significant. Pre-dialysis levels of glutarate were higher
than physiological levels [26], but glutamate levels were lower [38], reflecting inhibition of
the metabolism of amino acids in addition to their high losses seen during sessions [39,40].
Glutamate can also be converted to 2-oxoglutarate by glutamate dehydrogenase, which
increased during sessions.

3.6. Limitations

One limitation of this study is that we did not measure the effluent metabolome, which
could have offered a more accurate approach to the real balance of metabolites as they
are cleared with a sieving coefficient of approximately 1 [18]. In addition, we included
patients with different vascular access, dialysis modalities, and comorbidities, that together
with the non-identical electrolytes of both dialysates, may have biased the analysis. The
number of metabolites measured was limited; thus, we may have missed other changes in
important metabolic pathways. Finally, the study lacked a wash-out period, as patients
had to continue their treatments.

4. Materials and Methods
4.1. Study Design and Participants

A unicentric, cross-over, prospective study was conducted at the hemodialysis unit of
Hospital Universitari i Politecnic La Fe of Valencia, Spain, to analyze the inter-individual
pre- and post-dialysis metabolic profile differences between the use of two dialysate acid-
ifiers: Fresenius® ACF 3A5 acting as the acetate dialysate (AD), that contains 4 mmol/L
of acetate, and Fresenius® SmartBag CA 211.5 as the citrate one (CD), with 1 mmol/L of
citrate (Table 2).

Table 2. Dialysate characteristics and compounds.

Fresenius ACF 3A5 Fresenius Smartbag CA 211.5

Sodium (mmol/L) 140 138
Potassium (mmol/L) 2 2

Calcium (mmol/mL) 1.5 1.5

Magnesium (mmol/mL) 0.5 0.5

Chloride (mmol/mL) 106 109
Acetate (mmol/L) 4 -
Citrate (mmol/L) - 1
Glucose (g/L) 1 1
Bicarbonate (mmol/L) 35 32

In-use dilution 1+44 1+44

Each DD-CKD patient over 18 years old, prevalent (i.e., for at least three months),
with a treatment scheme of four-hour sessions three times per week, was considered for
inclusion. Patients were excluded if they had been admitted to the hospital within the
previous month, refused to give written informed consent, or were on treatment with a low
calcium dialysate (i.e., 1.25 mmol/L).
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Every included patient received twelve dialysis sessions with each dialysate. We could
not perform a wash-out period, given that dialysis is a life-sustaining treatment. Four
blood samples were taken, pre- and post-dialysis on a midweek session after being exposed
to each dialysate acidifier for four weeks. Dialysis parameters, medical treatment, and
dialysate components, other than the acidifier, remained unchanged during the study to
avoid potential confounders. In that sense, and to make the treatment parameters as similar
as possible, bicarbonate and sodium concentration in both dialysates were adjusted in the
monitor to 32 and 138 mmol/L, respectively. More details on the parameters of the dialysis
treatments have been published previously [9].

4.2. Variables

Quantitative data from a group of fifteen predetermined intermediate metabolites
were collected (Table 2): 3-hydroxybutyrate and acetoacetate to evaluate ketogenesis;
citrate, isocitrate, and 2-oxoglutarate to evaluate the first carbon oxidation pathway of
the TCA cycle, and succinate, fumarate, and malate to evaluate the second pathway;
pyruvate to evaluate glycolysis; lactate to evaluate anaerobic metabolism; acetylcarnitine
to evaluate oxidation of fatty acids; glycerol, to evaluate triglyceride metabolism; myo-
inositol to evaluate inositol phosphate metabolism; and glutamate and glutarate to evaluate
aminoacidic metabolism (Table 3). Demographics and past medical history data were

collected from electronic health records.

Table 3. Analyzed metabolites and their biochemical characteristics.

Metabolite Chemical Formula Molecular Mass (g/mol) Biochemical Class Main Metabolic Pathways
Acetylcarnitine CoH17NOy4 203.236 Fatty acid esters Oxidation of fatty acids
Fumarate C,H,04 116.072 charboxyllc .ac1ds and TCA cycle (2nd carbon 0x1c-iat10n),
derivatives electron transport chain
) Tricarboxylic acids and TCA cycle (1st carbon 0x1d€1tlon),
Citrate CeHgO7 189.1 derivati transfer of acetyl groups into
erivatives . .
mitochondria
Isocitrate CcHgO7 189.1 Trlcarboxyhc Iamds and TCA cycle (1st carbon oxidation)
derivatives
Inositol phosphate metabolism,
Myo-inositol CeH1206 180.16 Alcohols and polyols secondary messenger in signal
transduction pathways
Glutamate Cs5HgNO4 147.13 Amino acids, peptides, and Aminoacidic metabolism
analogues
Pyruvate C5H,05 88.06 Alpha—kgto a}ads and Glyc01y51§, glucongogenems,
derivatives lipogenesis
Beta hydroxy acids and TCA cycle (2nd catjbon oxidation),
Malate C4H¢Os5 134.08 Jerivati gluconeogenesis, pyruvate
erivatives .
metabolism
Carbohydrates and . . .
Glycerol C3HgO3 92.09 carbohydrate conjugates Triglyceride metabolism
Lactate C3HeOs 90.08 Alpha hyd.roxy acids and Gluconeogenea_s, pyruvate
derivatives metabolism
2-oxoglutarate CsH(Os 14611 Gamma—lfeto.amds and TCA cyFIe (1?t Farbon ox1.dat10n),
derivatives aminoacidic metabolism
Acetoacetate C4H(Os 101.08 Short—chau'& ket.o acids and Ketone bgdy'metab0h§m, fatty
derivatives acid biosynthesis
Succinate C,HeO4 118.09 charboxyhc fiuds and TCA cycle (2nd carbon ox1c'1at10n),
derivatives electron transport chain
g Beta hydroxy acids and Ketone body metabolism, fatty
3-hydroxybutyrate CaHs0s 1031 derivatives acid biosynthesis
Glutarate CsHgOy 147.13 D‘C"‘r?x?’hc acids and Aminoacidic metabolism
erivatives

TCA: Krebs tricarboxylic acid.

4.3. Sample Preparation and Metabolomic Analysis

Metabolomic analysis of the processed samples was carried out in the Analytical
Unit of the Medical Research Institute Hospital La Fe. Blood samples were drawn in
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) tubes, which were processed within 30 min of
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collection to avoid platelet activation and protein production, as well as the decomposition
of thermolabile compounds. Subsequently, they were centrifuged at 1500 g for 10 min at
a temperature of 4 °C to separate the cellular fraction from the plasma. The upper phase,
corresponding to the latter, was recovered and centrifuged again at 2500 g for another
15 min at 4 °C to eliminate platelets. The upper phase was recovered and aliquoted into
cryo-freezing vials in volumes of 100-200 uL for freezing at —80 °C.

For analysis, 50 uL of the plasma samples were extracted, 150 pL of cold methanol
was added, and the mixture was allowed to stand for 20 min at 20 °C to facilitate protein
precipitation. The samples were centrifuged at 13,000 rpm for 10 min at 4 °C, and the
supernatant was recovered in Eppendorf tubes for evaporation in a SpeedVac. The dried
sediment was reconstituted in water: methanol (98:2) 0.2% formic acid solution, to which
phenylalanine-d5 was added as an internal calibrator.

An Agilent® 6460 triple-quadruple mass spectrometer, using a liquid chromatography-
mass spectrometry-based multiple reactions monitoring metabolomics platform optimized
for detecting TCA cycle metabolites, was used to analyze the processed samples. A cali-
bration curve was prepared, and the concentrations (ppb or ug/L) were calculated with
internal calibration using the internal standard phe-d5. All reagents and chemicals were
purchased from Sigma Aldrich.

4.4. Statistical Analysis

Quantitative variables are reported with mean and standard deviation when normally
distributed, or median and interquartile range when non-normally distributed, according
to the Shapiro-Wilk test, while qualitative data are reported as absolute and relative frequen-
cies. Results below the limit of quantification (LQ), only occurring within glycerol, were
replaced by LQ/2. Data with no signal, or whose value was zero, were set as non-detected.
A repeated-measures ANOVA was conducted to compare the normally distributed studied
metabolites. A Greenhouse-Geisser correction was selected if data failed to meet Mauchly’s
test of sphericity. Post-hoc analysis with a Bonferroni adjustment was performed to make
pairwise comparisons. If data had significant outliers or marked deviations from normality,
the Friedman test was chosen as the non-parametric alternative. Post hoc analyses with
Wilcoxon signed-rank tests were conducted with a Bonferroni correction applied to make
the pairwise comparisons. A 2-sided p < 0.05 was considered statistically significant; thus,
after the Bonferroni adjustment, the new significance level was stated as 0.0125. Analy-
ses were performed with IBM SPSS® Statistics 26th version and graphics with GraphPad
Prism® 8th.

5. Conclusions

In conclusion, dialysis has a catabolic effect, and both dialysates modify the major
pathways of intermediary metabolism. Still, this study provides some striking data compar-
ing CD against AD that need further study to better understand the biochemical processes
that dialysis and the different dialysate options induce in the patient’s metabolism, leading
to more personalized treatment prescriptions.
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Background: Currently, bicarbonate-based dialysate needs a buffer to prevent
precipitation of bicarbonate salts with the bivalent cations, and acetate at
3-4mmol/L is the most used. However, citrate is being postulated as a
preferred option because of its association with better clinical results by
poorly understood mechanisms. In that sense, this hypothesis-generating
study aims to identify potential metabolites that could biologically explain
these improvements found in patients using citrate dialysate.

Methods: A unicentric, cross-over, prospective untargeted metabolomics study
was designed to analyze the differences between two dialysates only differing in
their buffer, one containing 4 mmol/L of acetate (AD) and the other 1 mmol/L of
citrate (CD). Blood samples were collected in four moments (i.e., pre-, mid-, post-,
and 30-min-post-dialysis) and analyzed in an untargeted metabolomics approach
based on UPLC-Q-ToF mass spectrometry.

Results: The 31 most discriminant metabolomic variables from the plasma
samples of the 21 participants screened by their potential clinical implications
show that, after dialysis with CD, some uremic toxins appear to be better
cleared, the lysine degradation pathway is affected, and branched-chain amino
acids post-dialysis levels are 9-10 times higher than with AD; and, on its part,
dialysis with AD affects acylcarnitine clearance.

Conclusion: Although most metabolic changes seen in this study could be
attributable to the dialysis treatment itself, this study successfully identifies
some metabolic variables that differ between CD and AD, which raise new
hypotheses that may unveil the mechanisms involved in the clinical
improvements observed with citrate in future research.

01 frontiersin.org
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1 Introduction

Metabolomics is the comprehensive study of endogenous
small mass molecules (i.e., less than 1.5 kDa) referred to as
metabolites, such as lipids, amino acids, vitamins, steroids,
sugars, nucleotides, fatty acids, and organic acids. Unlike
genomics, metabolites are dynamic, as extrinsic factors
constantly modify them. Their study potentially provides a
deeper insight into the human body’s response to various
situations and delivers the information necessary to analyze
their pathophysiological relevance (Roca et al., 2021). In the
field of chronic kidney disease (CKD), it has been used to
discover new uremic toxins, biomarkers that improve the
stratification of the disease, and its interaction with other
diseases such as diabetes, inflammatory conditions, stress,
energy metabolism, kidney disease progression, or renal
cancer, among others (Sharma et al, 2013; Duranton
et al,, 2014; Hallan et al, 2017; Hocher and Adamski,
2017; Oto et al., 2020; Zhu et al., 2021).

Moreover, with these methods and specifically in dialysis-
dependent CKD (DD-CKD) patients, several metabolites have
been correlated with cardiovascular disease and death,
inflammatory ~ parameters, nutritional status, cognitive
function, hypoxia and oxidative stress, body mass wasting,
uremic pruritus, and sleep cycle disturbance (Kurella Tamura
et al,, 2016; Hu et al., 2019; Kalantari and Nafar, 2019; Bolanos
etal., 2021). It has also been used to compare dialysis techniques,
but no study on dialysate effects has been performed (Sato et al.,
2011). In fact, the dialysate composition is a relevant element of
the treatment that has been understudied (Basile and Lomonte,
2015).

Currently, bicarbonate-based dialysate needs a buffer to
prevent precipitation of bicarbonate salts with the bivalent
cations, and acetate, at doses of 3-4 mmol/L, is the most used
(Petitclerc et al., 2011). However, its use is associated with
hemodynamic instability, increased oxidative stress, and an
profile (Gabutti et 2009;
Grundstrom et al., 2013; Pérez-Garcia et al, 2017;
Dellepiane et al., 2019; Broseta et al., 2021). Therefore,
tested
From them,

inflammatory cardiac al,

several compounds have been to serve as

being
of
association with an improved hemodynamic tolerance, a

alternatives to acetate. citrate is

postulated as the preferred option because its
reduction in cardiac inflammatory biomarkers, a better
acid-base status, a reduction in vascular calcification, and
the dose of anticoagulants needed, in most cases by unclear
mechanisms (Gabutti et al., 2009; Kossmann et al., 2009;
Daimon et al.,, 2011; Bryland et al., 2012; Kuragano et al.,
2012; Rocha et al., 2014; de Sequera et al., 2015; Pérez-Garcia

et al, 2017; Lorenz et al., 2018; Dellepiane et al., 2019;
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Sequera et al., 2019; Trakarnvanich et al., 2019; Villa-
Bellosta et al., 2019; Broseta et al., 2021). Unfortunately,
all these mentioned metabolomic studies were performed
in patients using acetate as dialysate buffer, while there is
no data on the metabolic profile in patients using citrate or
comparing both.

In this paper, we analyze the metabolic profile in plasma
from DD-CKD patients treated with either citrate or acetate
dialysates to investigate the metabolic variations induced
by the hemodialysis treatment itself and the differences
between both dialysates aiming not to demonstrate causal
relations but to contribute to this lack of information by
these unknown biochemical

raising hypotheses on

mechanisms.

2 Materials and methods
2.1 Study design and participants

DD-CKD patients in chronic hemodialysis at Hospital
Universitari i Politécnic La Fe in Valencia, Spain, were
considered for inclusion in this unicentric, cross-over,
prospective study. Inclusion criteria were being over
18 years old, prevalent (i.e., for at least 3 months), with a
treatment scheme of 4-h sessions three times per week; while
exclusion ones were having been hospital admitted or
discharged within the previous month, being on treatment
with a low calcium dialysate (1.25 mmol/L) or declining to
give written informed consent.

Patients were followed-up for twenty-four dialysis
sessions, twelve with each dialysate (i.e, Fresenius~ ACF
3A5 acting as the acetate dialysate (AD), that contains
4 mmol/L of acetate, and Fresenius” SmartBag CA 211.5 as
the citrate one (CD), with 1 mmol/L of citrate (Table 1)).
Dialysis parameters (blood and dialysate flows and treatment
time), medical treatment received, and dialysates’
components, other than the acidifier, remained unchanged
during the study to avoid potential confounders. More details
on the characteristics of the parameters of the dialysis
treatments can be found in a previously published work

(Broseta et al., 2021).

2.2 Blood samples collection and
preparation

In the twelfth session, which was always a midweek one,

patients’ blood samples were taken at four different moments:
pre-dialysis; 60 min after the start of the session (mid-
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TABLE 1 Dialysate characteristics and compounds.

Fresenius ACF 3A5

Sodium (mmol/L) 140
Potassium (mmol/L) 2
Calcium (mmol/mL) 15
Magnesium (mmol/mL) 0.5
Chloride (mmol/mL) 106
Acetate (mmol/L) 4
Citrate (mmol/L)

Glucose (g/L) 1
Bicarbonate (mmol/L) 35
In-use dilution 1+ 44

Adapted from (Broseta et al., 2021)

dialysis), the time at which metabolism would be saturated, as
based on previous studies Herndndez-Jaras et al., 1994; post-
dialysis; and 30-min post-dialysis (rebound) by analogy to the
urea rebound. They were drawn in ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) tubes and processed within 30 min of collection
to avoid platelet activation, protein production, and the
decomposition of thermolabile compounds.

Subsequently, a protein precipitation step is made by
adding to the 50 uL of plasma samples a cold solvent of
150 uL of acetonitrile (ACN) with 0.1% formic acid (FA)
-20°C.  Afterward,
centrifuged at 13,000 g for 10 min at a temperature of 4°C

and vortexed for 30 min at it was
to separate the cellular fraction from the plasma. The upper
phase, corresponding to the latter, was recovered and
aliquoted into Eppendorf’s tubes for subsequent freezing
and storing at -80°C.

20 pL of this extract were transferred to a 96 well-plate for
LC-MS analysis. Plasma was then diluted by adding 70 uL of H,O
with 0.1% v/v FA and 10 uL of an internal standard solution
containing phenylalanine-d5, caffeine-d9, leukine enkephaline,
and reserpine in H,O:CH;OH (1:1, 0.1% v/v HCOOH) at 20 uM.
Once the plate was ready, 10 pL of each sample were collected
and prepared for quality control (QC). On its part, blank samples
were prepared by replacing plasma with ultrapure H,O in the
same extraction tube and following the same sample preparation
process as the real plasma ones.

To avoid intra-batch variability and enhance quality and
reproducibility, the scheme analysis of samples was performed
by random injection order, and at least 5 QC were analyzed at
the beginning of the sequence to condition the column and
equipment, and at every 5-7 plasma samples to monitor and
correct changes in the instrument response as well for
filtration and identification purposes. Blank analysis was
performed at the end of the sequence and used to identify
artifacts from sampling.
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Fresenius
Smartbag CA 211.5

138

2

1.5
0.5
109

1

1

32

1+ 44

2.3 Untargeted Metabolomics Based on
UPLC-Q-ToF Mass Spectrometry.

The metabolomic analysis of the processed samples was
carried out in the Analytical Unit of the Medical Research
Institute Hospital La Fe by an Ultra-Performance Liquid
Chromatography (UPLC) system coupled to an iFunnel
Q-ToF 6,550 mass  spectrometer  (Agilent
Technologies, CA,  United  States). Reversed-phase
chromatographic separation was performed using a UPLC
BEH CI8 column (100 x 2.1 mm, 1.7 um, Waters, Wexford,
Ireland). Autosampler and column temperatures were set to

Agilent

4 and 40°C, respectively, and the injection volume was 5 pL.
Mobile phase A and Mobile phase B consisted of H,O and ACN,
both containing 0.1% of FA. The gradient elution was 14 min at a
flow rate of 400 pL/min. The mobile phase A (H,O 0.1% v/v
HCOOH) was maintained at 98% for 1 min then decreased to
75% in 2 min, 50% in 3 min, and 5% in 3 more min. 95% of
mobile phase B (CH;CN, 0.1% v/v HCOOH) was held for 3 min,
and then a 0.55 min gradient was used to return to the initial
conditions, which were held for 2.5min for a total column
recovery. Full scan MS data from 100 to 1,700 Da were
collected in positive (ESI +) electrospray ionization mode. All
reagents and chemicals were purchased from Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, United States). An in-depth review of the sample
preparation methodology used by our group has already been
published (Roca et al., 2021).

2.4 Data pre-processing

Data processing was done using an in-house R (v.3.6.1)
processing script with XCMS and CAMERA packages for
peak detection, noise filtering, alignment and normalization.

Parameters selected were: CentWave method (noise = 1,000;
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ppm = 50; k = 5; T = 300; snthresh = 10; min = 6; max = 25;
integrate = 2; nS = 4); matching peaks across samples (grouping):
Density method (mzwid = 0.05; bw = 1; mF = 0.5; mS = 1);
retention time correction (m = 0; e = 0); integration of samples:
FillPeaks method; median fold change normalisation: medFC
technique; and CAMERA isotopes: FindIsotopes.

The data matrix finally obtained was composed of molecular
features consisting of two values: accurate mass (m/z) and
retention time (min). To avoid bias, all the samples were
processed simultaneously and analyzed in the same batch;
therefore, no inter-batch correction was needed. Samples were
randomly analyzed to avoid possible intra-batch variance, and
internal standards were used to calculate possible variations or
drifts during the analysis. Also, a locally estimated scatterplot
smoothing (LOESS) normalization with QC samples was
performed to normalize our data. The data were filtered
according to the quality assurance criteria of coefficient of
variation <30% in QC samples and if the percentage of 0 was
greater than 60%.

2.5 Metabolomics statistical analysis

Firstly, a pre-selection of significant molecular features
between groups was selected by a Volcano Plot carried out
using an in-house script in the R platform, combining a Fold
Change (FC) method with the significance of a paired Student’s
t-test for normally distributed variables or Wilcoxon signed-rank
test for skewed data after performing Shapiro-Wilks test for
normality. From this, molecular features with a stronger
combination of FC (|log, FC|>1) and statistical significance
(p-value < 0.05) in each comparison were selected after a false
discovery rate adjustment by a Benjamini-Hochberg procedure.

A multivariate analysis was then carried out with the
significant features selected in this previous analysis, by using
the OMICS skin of the SIMCA software (Sartorious Stedim
Biotech,
unsupervised  principal

Aubagne, France). Firstly, an exploratory

(PCA) was
performed to extract as much information as possible and to

component analysis
try to recognize patterns of behavior, simplifying the variability of
the data by looking for how they were distributed according to
their similarities or differences and grouping them into principal
components. In a second step, a supervised orthogonal projection
to latent structures discriminant analysis (OPLS-DA) was used to
determine the main discriminant variables responsible for the
differences between groups. The validity and robustness of the
models were evaluated by R*(Y) (goodness-of-fit) together with
Q*(Y) (goodness-of-prediction), considering a Q*(Y) prediction
ability higher than 0,5 as the acceptability threshold, a p-value of
the analysis of variance testing of cross-validated predictive
residuals (CV-ANOVA) analysis inferior to 0,05 as significant,
and a 1,000-iterations permutation test with the new diagnoses
R* and Q’ significantly lower than the real ones.

Frontiers in Physiology

04

10.3389/fphys.2022.1013335

The selected variables were obtained from the first thirty
variables ordered by the variance in importance in projection
values (VIP) with a score greater than 1, a jack-knife confidence
interval that did not include zero, and a FC greater than 1.2. Each
feature was also verified by extracting each ion chromatogram
(m/z) in some QC raw data and checking for peak shape and
retention time. For each comparison, the PCA score plot, OPLS-
DA score plot, and the list of molecular features finally selected
are presented.

2.6 Potential metabolites annotation

Once the discriminant variables were selected, tentative
annotation of the metabolites was made using the METLIN
database (https://metlin.scripps.edu/) and Human Metabolome
Database (HMDB) (http://www.hmdb.ca/) by querying their m/z
within a range of 10 ppm. The following adducts were included:
M + H and M + Na and M + H-H,O. A verification of the
fragmentation spectra in MS/MS mode of the metabolites
annotated in the previous step was performed by comparing
each experimentally MS/MS spectra obtained from both data
dependent (DDA) and data independent analysis (DIA) carried
out in some QC, by comparing their MS/MS spectra with those
presented in databases. Annotation of metabolites has been made
according to the Chemical Analysis Working Group of the
Metabolomics Standards Initiative (Sumner et al., 2007).
Where identified metabolites (level 1) are those confirmed
based on the agreement of their accurate mass (m/z),
retention time, and MS/MS spectral with commercially
available chemical standards. If unavailable, metabolites are
putatively annotated (level 2) when their m/z and MS/MS
spectra match with HMDB and Metlin databases or putatively
characterized (level 3) if only their m/z coincide with those
databases. Molecular features not annotated (level 4) represent
less reliable annotation classifications.

3 Results
3.1 Participants

Twenty-one included patients with a mean age of 62.25 +
13.77 years (range 33.05-82.26) years, a body mass index of
25.19 + 5.52 kg/m?, of which eleven (52%) were females, were
included. Two (9.5%) were on high-flux hemodialysis, and
(90.5%) post-dilution
hemodiafiltration, with a mean dialysis vintage of 151.48 +
308.43 months. Twelve (57.1%) patients were dialyzed through
an arteriovenous fistula and nine (42.9%) through a tunneled

nineteen were on online

catheter. There were no statistically significant differences
between dialysate groups in terms of Kt/V (2.06 + 0.42 with
AD vs. 2.15 + 0.35 with CD), dialyzed blood volume (84.25 +
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FIGURE 1
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Metabolomic variations between pre- and post-dialysis measurements when acetate dialysate is used. (A) Volcano plot, (B) PCA score plot, (C)

OPLS-DA score plot

13.79 L with AD vs. 86.41 + 9.89 L with CD), or substitution
volume (21.12 + 7.95L with AD vs. 20.9 + 7.71 with CD).
Individual measured values and clinical characteristics of each
patient can be seen in Table 2.

3.2 Variations between measurement
times

In a preliminary analysis, the pre-dialysis samples were found
to be statistically significantly different compared to the mid-
dialysis, post-dialysis, and rebound ones; however, there were no
differences in the pairwise comparison of the mid-dialysis, post-
dialysis, and rebound samples. This finding happened both when
using AD and CD and reflects that 60 min after the beginning of
the session, the metabolism has achieved its saturation and
remains stable during the dialysis session, as well as that these
changes in the metabolism are kept for 30 min after its
termination, not arriving to the equilibrium. Thus, we only
further analyzed the pre- and post-dialysis measurements
considering that these would be more reliable than those of
mid-dialysis or the rebound.

The Volcano Plot showed 43 significantly different variables
between patients’ pre- and post-dialysis blood samples after
dialysis performed with the AD (Figure 1A). With these
43 variables, PCA (Figure 1B) and OPLS-DA score plots
(Figure 1C) were constructed, showing that the model
discriminates between pre- and post-dialysis times. The model
diagnostics were adequate, and the model was successfully
validated. As we can observe in Figure 1C, the pre-dialysis
samples showed quite a lot of variability between them, while
at post-dialysis time, the variability decreased and behaved
similarly. From this model, the most important discriminant
variables were selected according to their VIP score (>1), a jack-
knife confidence interval that did not include zero, and a FC
greater than 1.2. A search in the databases was performed for
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annotation of those features as potential metabolites. The
annotated variables are shown in Table 3 if they were found
in the comparisons between times with either dialysate or in
Table 4 if they were only found with AD or CD.

Similarly, the Volcano Plot (Figure 2A) comparing the pre-
and post-dialysis blood samples using CD showed
42 significantly different variables. PCA (Figure 2B) and
OPLS-DA (Figure 2C) score plots were also elaborated, and
the model was validated. The pre-dialysis samples also had
increased variability compared to those of the post-dialysis
time. The most important discriminant variables were selected
according to the previous procedure, and those annotated
metabolites are described in Tables 3, 4, as previously mentioned.

3.3 Variations between dialysates

No metabolomic differences were found between pre-dialysis
samples with AD vs. CD. On its part, when comparing post-
dialysis and rebound measurements, only one variable was
selected in the Volcano Plot (Figure 3), being the same in
both timings; thus, a multivariate analysis was not performed.
This variable and its identification are shown in Table 5.
According to their potential clinical relevance discussed below,
the relative intensities of the selected metabolic variables have
been represented as violin plots (Figure 4).

4 Discussion

CKD has an important impact on metabolism. Thus,
metabolomics has been instrumental in identifying new
biomarkers that can enhance our understanding of the
mechanisms and pathways that underlie renal diseases and
improve diagnosis and prognosis estimations (Hocher and
Adamski, 2017). In that sense, hemodialysis, the most used
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TABLE 3 Identification of the most discriminant metabolomic variables between pre- and post-dialysis with both dialysates.

Accurate
mass
(m/z)

136.0485

98.98454
160.1335

229.1549

151.0617

153.0666

207.1111

307.0875

Retention
time (min)

0.621

0.682
0.715

0.723

0.725

0.726

2.982

3.963

Frontiers in Physiology

Adduct

ion

M + Na

M+H
M+ H

M+H
M + Na

M + Na

M + Na

M +
H-H,0

Formula

C,H;N;0

H,0,P
CgH,,NO,

CiH,0N,04
CIAHZZO

CeHeN,O

CbHMSZ

CsHgNO,
CHsN,0,

C;HsNO,
CoH16N,0,

CaoH,5CIO

CioH14N505
Ci2H200sS

Identification of variables

Metabolite annotation

Creatinine 3

Hydrogen phosphate 3
Pregabalin 3

DL-2-Aminooctanoic acid

Methacholine

Propionylcholine
L-isoleucyl-L-proline 1
2-Benzylheptanol
4-(1.1,3,3-Tetramethylbutyl)-
phenol

Etaspirene

Neocaspirene

a-Irone, (Z)-a-Irone, Methyl-§-
ionone, Methyl-ionone, §-
Methylionone, B-

Methylionone, a-
Isomethylionone

1-Methylhypoxanthine, 7- 3
Methylhypoxanthine
xi-1-(Propylthio)-1-

propanethiol

1,6-Hexanedithiol

Diisopropyl disulfide, Methyl
pentyl disulfide, Dipropyl
disulfide, Methyl isopentyl
disulfide, Butyl ethyl disulfide
Aminochrome o-semiquinone

2-Amino-4-nitrotoluene, 4- 1
Amino-4-nitrotoluene
N1-Methyl-2-pyridone-5-
carboxamide, N-methyl-4-
pyridone-3-carboxamide
3-Pyrimidin-2-yl-Propionic 2
Acid, 2-Pyrimidin-2-yl-

Propionic Acid

2-benzoxazolol 1
N-(3-acetamidopropyl) 3
pyrrolidin-2-one
3-[(3-methylbutyl) (nitroso)
amino]but-3-en-2-one
3-[(3-methylbut-3-en-1-yl)
(nitroso)amino]butan-2-one
4-(2-chloro-1,2- 3
diphenylethenyl)phenol
arabinofuranosylguanine
3,4,5-trihydroxy-6-{[(1-
hydroxy-2-methylidenepentan-
3-yl)sulfanyl]oxy}oxane-2-

07

Confidence
level

Compound class

Fold change (Post-
vs pre-dialysis)

Acetate  Citrate
dialysate dialysate

Alphaamino acidsand ~ 0.46 0.46
derivatives

Non-metal phosphates ~ 0.31 0.25
Gamma amino acids ~ 0.24 0.23

and derivatives

Alpha amino acids

Tetraalkylammonium

salts

Acyl cholines
Dipeptides
Benzyl alcohols
Phenylpropanes

Dihydrofurans
Monoterpenoids

Sesquiterpenoids

Hypoxanthines

Hemiacetals

Alkythiols
Dialkyldisulfides

Indolines

Nitrobenzenes

Nicotinamides

Propanoic acids and

derivates

Benzoxazolones

N-alkylpyrrolidines

a-branched a,p-

unsaturated ketones

Organic N-nitroso
compounds

Stilbenes

Purine nucleosides

0.13 0.13
0.14 0.12
0.34 0.33
0.19 0.19
0.06 0.06

(Continued on following page)
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TABLE 3 (Continued) Identification of the most discriminant metabolomic variables between pre- and post-dialysis with both dialysates.

Accurate
mass
(m/z)

84.04482

91.05471

185.0239

335.0825
364.0358

265.1192

287.1013

153.0665

Retention
time (min)

3.963

3.963

3.963

3.963

3.963

3.963

3.964

0.990

Adduct
ion

M +
H-H,0

M+
H-H,0

M + Na

M +
H-H,0

M+
H-H,0

M + Na
M + H/M

+ Na

M + Na

Formula

C,H;NO,

C;HgO

C,4H,,CIN,0,P

CeH10058

CiHgO4

Ci6H17CIN,O5

Ci5H,CINO,

Ci3H16N204

CiH150,

CisH1aN,O4
CoH 140,

Identification of variables

Metabolite annotation  Confidence
level

carboxylic acid, 3,4,5-
trihydroxy-6-{[(5-hydroxy-4-
methylpent-1-en-3-yl)sulfanyl]
oxy}oxane-2-carboxylic acid

1- 3
Aminocyclopropanecarboxylic
acid, (S)-2-Azetidinecarboxylic
acid
L-3-Aminodihydro-2(3H)-
furanone

2,3-Dihydroxy-2-
methylpropanenitrile

p-Cresol, m-Cresol, o-Cresol 3

Benzyl alcohol
Anisole

Ifosforamide aziridinium 3

1,2-Dihydroxy-3-keto-5-
methylthiopentene
1-(Methylsulfanyl)-1-
oxopropan-2-yl acetate

Bergaptol

Xanthotoxol
N-(Carbethoxyacetyl)-4- 3
chloro-L-tryptophan

7-Chloro-6- 1
demethylcepharadione B
Acetyl-N-formyl-5- 1
methoxykynurenamine
N(2)-phenylacetyl-L-

glutaminate
4.4’-(2-methylpropylidene)
bisphenol, 4.4"-(Butane-1,1-
diyl)disphenol, Bisphenol B
4,4a,5,6,7,8-hexahydro-6-
(p-hydroxyphenyl)-2(3H)-

napthalenone

3',4'-Dihydrodiol 1
S-1-1'Bi-2-naphtol 2
Unknown 4

Confidence level: 1: identified metabolites, 2: putatively annotated, 3: putatively characterized; 4: unknown

kidney replacement therapy though it does not replace all healthy
kidney functions, is associated with perturbations in plasma
metabolic profiles and would add to the alterations already
found in non-dialysis-dependent chronic kidney disease

patients in comparison to healthy controls.

Frontiers in Physiology

Compound class

Alpha amino acids

Alpha amino acid
esters

Alcohols and polyols
Cresols

Benzyl alcohols
Anisoles

Organic phosphoric
acid diamides

a-branched a,p-
unsaturated ketones

Thioesters
Bergaptols

8-hydroxypsoralens

N-acyl-alpha amino
acids

Oligosaccharides
Alkyl-phenylketones

Glutamine and
derivatives

Bisphenols
Cyclohexylphenols

Phenylhydantoins

Naphthols and
derivatives

Fold change (Post-
vs pre-dialysis)

Acetate  Citrate
dialysate dialysate

0.19 0.22
0.16 0.16
0.11 0.12
0.12 0.11
0.11 0.09
0.09 0.09
0.06 0.06
0.34 0.33

This hypothesis-generating untargeted metabolomics study
contributed to the identification of different metabolites whose
measured plasma concentrations were affected by the diffusive
clearance observed from the hemodialysis sessions per se but

also successfully identified some others whose concentrations

08
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TABLE 4 Identification of the most discriminant metabolomic variables between pre- and post-dialysis with differences between dialysates.

Accurate Retention

mass time (min)

(m/z)

Citrate

dialysate

151.1442 0.623
76.07599 0.627

110.0605 0.683

77.03899 3.847

105.0341 3.847

250.0295 3.847
180.0657 3.847

Frontiers in Physiology

Adduct Formula
ion

M + Na CoHag
M+H C,H,NO
M+H CeH,NO
M+ CeHsNO,
H- H,0

M+ CeHO
H-H,O

M + C;HeO,
H-H,0

M +

H-H,0

M+H/ M GoHoNO;
+ Na

Identification of variables

Metabolite annotation

2,3,4-Trimethylhexane
4-methyloctane
2,4-dimetylheptane
2,3-dimethylheptane
3,4-dimethylheptane
Nonane

Trimethylamine N-oxide
(TMAO)
1-Amino-propan-2-ol
1-Methyl-2-
pyrrolecarboxaldehyde
2-Acetylpyrrole
N-Phenylhydroxylamine

4-Aminophenol

2.3,4,5-Tetrahydro-2-
pyridinecarboxylic acid

4-Methyleneproline

1-Piperideine-2-carboxylic acid

Phenol

Vinylfuran

4-Hydroxybenzaldehyde 3-
Hydroxybenzaldehyde 2-
Hydroxybenzaldehyde 3-(2-
Furanyl)-2-propenal Benzoic acid

C1oHgN30,S  Nitrososulfamethoxazole

Hippuric acid

Adrenochrome
3-Succinoylpyridine
1-(4-Methoxyphenyl)-2-
nitroethylene

Methyl n-formylanthranilate
[hydroxy(2-methylphenyl)
methylidene]carbamic acid

09

Compound class

Confidence

level

3 Branched alkanes

3 Trialkyl amine oxides
1,2-aminoalcohols

3 Aryl-aldehydes
Aryl alkyl ketones
Benzene and substituted
derivatives
Aniline and substituted anilines

3 Alpha amino acids and
derivatives
Proline and derivatives
Tetrahydropyridines

3 1-hydroxy-4-unsubstituted
benzenoids Furans

3 Hydroxybenzaldehydes
Heteroaromatic compounds
Benzoic acids

3 Benzenesulfonamides and
derivates

3 Hippuric acids Indoles and

Fold
change
(Post-
vs. pre-
dialysis)

0.12

0.20

0.21

0.21

0.22

0.23

0.16

derivates Gamma-keto acids and

derivatives Anisoles

Acylaminobenzoic acid and

derivatives Carbamic acids

(Continued on following page)
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TABLE 4 (Continued) Identification of the most discriminant metabolomic variables between pre- and post-dialysis with differences between

dialysates.
Accurate  Retention = Adduct Formula Identification of variables Compound class Fold
mass time (min) ion change
(m/z) (Post-
vs. pre-
dialysis)
Metabolite annotation Confidence
level
539.9853 0.733 Unknown 4 2.87
206.0394 3.847 Unknown 4 0.22
218,0129 3,847 Unknown 4 0.25
202.0476 3.848 Unknown 4 0.14
Acetate
dialysate
314.2335 6.3387 M+ H Cy;H3NO, 3-hydroxydecanoyl carnitine 3 Acyl carnitines 0.23
M + C7H33NOs  9-Decenoylcarnitine 3 Acyl carnitines
H-H,0
204.1244 0.7264 Unknown 4 0.34
133.0520 3.7396 Unknown 4 0.44

Confidence level: 1: identified metabolites, 2: putatively annotated, 3: putatively characterized; 4: unknown

were affected by the dialysate used. Concretely, 31 metabolic
variables were identified, grouped by class, and interpreted
within a potentially clinical real-life context with the aim to
deepen the beneficial mechanistic effects shown by citrate
versus acetate in clinical or phenotypical terms. But its
results can also be further studied to identify novel uremic
toxins, alternatives to improve the urea kinetics model to
approach dialysis dosing, and the role of CKD in the high
cardiovascular mortality, infectious diseases, and impaired
cognitive function, among others.

Notably, only one metabolic variable was found to be
significantly different between dialysates at post-dialysis and
rebound moments, being 8 to 10 times higher when CD was
used as dialysate instead of AD. These metabolic variables were
putatively ~characterized as branched-chain amino acids
(BCAAs)
L-isoleucine); compounds that are proteinogenic amino acids

(ie, D-leucine, L-leucine, L-alloisoleucine,
and have different metabolic routes, with leucine being ketogenic
and isoleucine being both a glucogenic and ketogenic amino acid.
BCAAs also play a key role in stress states, energy, and muscle
metabolism; in fact, isoleucine deficiency is characterized by
muscle tremors (Wilkinson et al., 2013; Duan et al, 2016;
Plotkin et al., 2021). But its accumulation in blood and other
body fluids can exert neurotoxic effects (Yudkoff et al., 2005;
Murin and Hamprecht, 2008).

Isoleucine is synthesized from pyruvate and a-ketobutyrate,

compounds concentrations that may be affected by the gain of
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acetate and citrate during dialysis (Hernandez-Jaras et al., 1994),
and catabolized to a-ketoglutarate which is oxidized and split
into propionyl-CoA, which is converted into succinyl-CoA, a
tricarboxylic acid (TCA) cycle intermediate which can be
converted into oxaloacetate for gluconeogenesis (hence
glucogenic); and acetyl-CoA, which can be fed into the TCA
cycle or used in the synthesis of ketone bodies or fatty acids
(Adeva-Andany et al., 2017; Rajendram et al., 2018).

On its part, leucine particularly stimulates protein synthesis,
increases the reutilization of amino acids in many organs, and
reduces protein breakdown; this is promoted because leucine also
induces insulin release (Stipanuk, 2007; Yang et al., 2010; Yang
et al., 2012; Duan et al., 2016). However, like other BCAAs, this
effect is associated with insulin resistance in the long term (Yang
et al, 2010; Lynch and Adams, 2014; Bloomgarden, 2018).
Furthermore, given its ketogenic properties, leucine is an
important source of calories and could be considered an even
more important energy source than glucose (Newsholme et al.,
2011). Moreover, leucine is also a major component of the
subunits in ferritin and other ‘buffer’ proteins (Khan, 2018),
and it is required in stress states such as surgery, trauma,
cirrhosis, infections, or fever (Holecek, 2018), not only as a
great energy source but also given its potential capacity to
attenuate inflammatory responses (Kato et al., 2016; Xia et al.,
2017; An et al., 2020). CKD and hemodialysis could also be
considered stress states, although leucine’s role in these specific
scenarios is yet to be studied.
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FIGURE 3
Volcano plot of the metabolomic post-dialysis variations
between acetate and citrate dialysates.

The dialysis process affected the relative intensity of
17 metabolic variables, as significant reductions were identified
when both dialysates were used. Among them, some uremic toxins
were identified according to the European Uremic Toxin Working
2012).
characterized, from which p-cresol, a metabolite of aromatic

Group (Duranton et al, Phenols were putatively
amino acid metabolism produced by intestinal microbiota
(mainly enterobacteria), seems to be the more plausible isomer
form. At concentrations encountered during uremia, p-cresol
inhibits phagocyte function and decreases leukocyte adhesion to
cytokine-stimulated endothelial cells (Brunet et al., 2003). It also has
been reported to have several toxic effects (e.g., diminishing the
oxygen uptake of rat cerebral cortex slices; increasing the free active
drug concentration of warfarin and diazepam; being related to
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growth retardation in the weanling pig; altering cell membrane
permeability, at least in bacteria; to induce LDH leakage from rat
liver slices; inducing susceptibility to auditive epileptic crises;
blocking cell K+ channels; inhibiting the release of platelet-
activating factor in rat peritoneal macrophages; and altering the
hepatocyte growth and increase aspartate aminotransferase release
(Vanholder et al,, 1999)). Although measured as relative intensity
reduction, the FC of 0.16 in our results would represent 84%
removal which differs from the 30% previously described in
high-flux hemodialysis (Vanholder et al., 1999).

Other detected metabolic variables that are also uremic toxins
2012):  N1-Methyl-2-pyridone-5-
carboxamide, which is a product of nicotinamide-adenine
dinucleotide (NAD) degradation that produces inhibition of
PARP-1, which in turn leads to failure of DNA repair
(Rutkowski et al., 2003; de Lorenzo et al, 2013), and has also
been related to colorectal cancers and pellagra (Creeke et al., 2007;

were (Duranton et al,

Brown et al.,, 2016); and N-(3-acetamidopropyl)pyrrolidin-2-one,
whose levels are increased in non-Hodgkin’s lymphoma (Hessels
etal, 1991; van den Berg et al., 1986) and is a catabolic product of
spermidine which has been identified as a biomarker of glomerular
filtration rate decline. Moreover, creatinine and hydrogen
phosphate were also significantly removed during dialysis.

Apart from these molecules, differences between measurements
were found with one but not the other dialysate. AD affected plasma
levels of three of the measured metabolites and CD, eleven. Two
acylcarnitines, 3-Hydroxydecanoyl and 9-Decenoylcarnitine, were
putatively characterized as a metabolic variable whose intensities
significantly reduced after an AD dialysis. The general role of
acylcarnitines is to transport acyl groups (organic acids and fatty
acids) from the cytoplasm into the mitochondria so they can be
broken down to produce energy. This process is known as beta-
oxidation (Dambrova et al., 2022). Regarding their relation to CKD,
serum acylcarnitines increase in CKD and DD-CKD patients due to
their impaired renal excretion (Fouque et al.,, 2006) and have been
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TABLE 5 Identification of the most discriminant metabolomic variables between AD and CD in post-dialysis and rebound measurements.

Accurate Retention Adduct  Formula Identification of variables Compound class  Fold
mass (m/z) time (min) ion change
(Citrate
VS.
Acetate)
Metabolite annotation Confidence
level
114.0919 3.3666 M+ H CgH; NO 2,5-Dihydro-2,4,5-trimethyloxazole 1 Oxazolines Post-
dialysis: 9.27
2-Acetylpyrrolidine Pyrrolidines
Epsilon-caprolactam Caprolactams
1-Piperidinecarboxaldehyde Piperidines
M + CeHi3NO,  Aminocaproic acid 6-Deoxyfagomine 3 Fatty acids and
H-H,0 N-(2-Hydroxyethyl)-morpholine N-(2- conjugates
hydroxy-2-methylpropyl)acetamide 2-
hydroxy-3-(propylamino)propanal N-
(3-hydroxy-2-methylpropyl)acetamide,
N-(2-Methylpropyl)glycolamide N,N-
diethyl-2-oxoethanamine oxide, 2-
[Ethyl(2-hydroxyethyl)amino]
acetaldehyde2-[ethyl(1-hydroxyethyl)
amino]acetaldehyde, 2-(diethylamino)-
2-hydroxyacetaldehyde L-Isoleucine,
L-Leucine, p-Leucine, D-Leucine,
L-Norleucine, L-Alloisoleucine, 3-
Aminocaproic acid, N-methylvaline, 4-
(dimethylamino)Butanoic acid, N,N-
Diethylglycine
Piperidines
Morpholines
Alcohols and polyols
Pyrazoles
Carboxylic acid
derivatives Amines
Amino acids, peptides,
and analogues
M+ CeHi4sNO,  1-Nitrohexane 3 Organic nitro
H-H,0 compounds

Confidence level: 1: identified metabolites, 2: putatively annotated, 3: putatively characterized; 4: unknown

associated with IgA nephropathy and diabetic nephropathy as
potential biomarkers (Xia et al, 2019; Mu et al, 2022). In fact,
its elevation could indicate mitochondrial dysfunction and seems
associated with cardiovascular mortality in incident dialysis
(Kalim et al., 2013). Moreover, some of them are also pro-
apoptotic (Ferrara et al., 2005). According to a recent review,
both 3-Hydroxydecanoyl and 9-Decenoylcarnitine would be
classified as medium-chain acylcarnitines, which are somewhat
less abundant than short-chain acylcarnitines (Dambrova et al.,
2022). They are formed either through esterification with
L-carnitine or through the peroxisomal metabolism of longer
chain acylcarnitines (Ferdinandusse et al., 1999; Violante et al.,
2019), and have been related to inherited disorders of fatty acid
2022).
decenoylcarnitine is elevated in the plasma of overweighted

metabolism (Dambrova et al, Particularly, 9-

subjects (Kang et al,, 2018) and decreased in patients with
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schizophrenia or familial Mediterranean fever (Kiykim et al.,
2016; Cao et al., 2020). The study of acylcarnitines is an active
area of research, and many novel roles in health and disease will
likely be uncovered (Dambrova et al., 2022).

Among the eleven metabolic variables’ intensities that
significantly differ when using CD, three uremic toxins were
identified (i.e., Trimethylamine N-oxide, Phenol, and Hippuric
acid) (Duranton et al., 2012). Trimethylamine N-oxide (TMAO)
is an oxidation product of trimethylamine derived from the
conversion of dietary intake of lecithin or carnitine by the
intestinal microbiota (Tang et al, 2013). It is used by the
body as an osmolyte to counteract the effects of increased
concentrations of urea (Lin and Timasheff, 1994). Increased
TMAO levels are associated with an increase in cholesterol
deposition (Koeth et al, 2013) and risk of incident major
adverse cardiovascular events (Tang et al, 2013); thus, the
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higher the clearance, the most beneficial the cardiovascular effect
achieved (Mair et al., 2018).

Apart from these uremic toxins, when CD was used, a relative
intensity significant decrease of two more metabolites (ie., 2.3,4,5-
Tetrahydro-2-pyridinecarboxylic and D-1-Piperideine-2-
carboxylic acid) playing a key role in the lysine degradation
(Chang and Charles, 1995; Matthews, 2020), which is an essential
amino acid that is a necessary building block for proteins, plays a
major role in calcium absorption, building muscle protein, recovering
from stress conditions, and the production of hormones, enzymes,
and antibodies (Singh et al., 2011).

Among the 31 metabolic variables, seven of them could not

acid

be annotated and remain unknown. One of them, specifically m/z
539.9853, results of great interest as it is the unique one that has a
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FC > 1 (2.87), reflecting that its production during dialysis with
CD surpasses its clearance in the dialysate.

Moreover, some metabolic variables annotated have not been
further discussed since we wanted to focus on those with a
potential clinical implication or prognosis in CKD, the dialysis
treatment, or the effects of acetate or citrate. Those are
compounds that act as dietary components (i.e., piperidines,
2,5-Dihydro-2,4,5-trimethyloxazole,
Branched 1-Amino-propan-2-ol,
pyrrolecarboxaldehyde,  2-Acetylpyrrole,

2-Acetylpyrrolidine,
1-Methyl-2-
4-Aminophenol,

alkanes,

3-(2-Furanyl)-2-propenal,
xi-1-(Propylthio)-1-
XanthotoxolHypoxanthines,
L-3-

Hydroxybenzaldehydes,

Propionylcholine,  Sesquiterpenoids,

Dialkyldisulfides,
o-semiquinone,

propanethiol,

Aminochrome 2-benzoxazolol,
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Aminodihydro-2(3H)-furanone, 1,2-Dihydroxy-3-keto-5-

methylthiopentene, 1-(Methylsulfanyl)-1-oxopropan-2-yl
acetate, Bergaptol, N-(Carbethoxyacetyl)-4-chloro-
L-tryptophan, 7-Chloro-6-demethylcepharadione B, N(2)-

phenylacetyl-L-glutaminate); found in food of plants origin
(i.e. 4-Methyleneproline), or food aditives (ie., Benzoic acid,
Epsilon-caprolactam,  1-(4-Methoxyphenyl)-2-nitroethylene,
Methyl 4-(1.1,3,3-Tetramethylbutyl)-
phenol, Etaspirene, 1,6-Hexanedithiol); some drug compounds

n-formylanthranilate,

or their metabolites (i.e, morpholines, aminocaproic acid,
3'4/-
represent

Pregabalin, methacholine, arabinofuranosylguanine,
Dihydrodiol); that

environmental exposures or exposome (i.e., Benzyl alcohol, S-

and even other chemicals
1-1'Bi-2-naphtol). Of particular interest among these groups are
DL-2-Aminooctanoic acid, an amino acid that has been related to
colorectal cancer (Brown et al., 2016); Neocaspirene, which is a
monoterpenoid, lipidic constituent of the cellular membrane, but
also a food additive; and L-isoleucyl-L-proline, which is an
incomplete breakdown product of protein digestion or protein
catabolism and has been related to asthma (Mattarucchi et al.,
2012). These three metabolites were reduced in the dialysis
session with either dialysate. On its part, adrenochrome, an
oxidation product of adrenaline acquired by ingestion, only
seemed statistically significantly different when CD was used.
This study has some limitations. Firstly, the analysis was only
made in the positive electrospray ionization mode, which may have
led to the non-identification of some metabolites that could have
been measured in the negative mode. Secondly, the metabolomic
analysis of the effluent was not performed; hence, this study failed to
discriminate whether reduced metabolite blood relative intensities
were due to their dialysis clearance or consumption in a particular
metabolic pathway. In that sense, comparing relative intensity
means is less meaningful than differential tendencies between
times for each dialysate. Thirdly, our data only determines
trends or changes in response intensities but not exact
concentrations. Fourthly, if we had identified every annotated
metabolite, we would have been able to continue to a validation
phase that is missing. And finally, the chosen times for sample
extraction were helpful to verify that 60 min after the start of the
session, the metabolism had reached saturation and that 30 min
after the dialysis session, it still did not attain the baseline status, and
therefore, the dialysis effects last longer on the metabolomic profile
than the usual urea rebound; but fail to provide data of greater
interest, so more measurements would have given more
information on the kinetics of these metabolites.
this
metabolomic study provides essential data on the metabolic
profile of DD-CKD patients, the effect of the dialysis
technique on the metabolome, and some potential pathways

In conclusion, hypothesis-generating untargeted

that differ when CD or AD are used. There are five pillars on
which further research may bring light. Firstly, we identified
different already known uremic toxins; some of them cleared
better when CD was used. Secondly, the CD also has a role in the
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lysine degradation pathway that was not found with AD. Thirdly,
and on the contrary, AD showed an effect on acylcarnitines
clearance not shown with CD. Fourthly, BCAAs increased
intensities in CD post-dialysis measurement compared to AD
ones. And lastly, the identification of a metabolic variable that we
could not annotate was the only one whose intensity increased
during the dialysis session and only when CD was used.
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