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a sempre I’emodialisi ha rap-

presentato un ampio campo
diricerca clinica, biologica e tecnologica
che ha visto 'occasione di un connubio
necessario ed indispensabile fra gli ope-
ratori sanitari e I'industria. Laddove in-
fatti vié stata la condivisione di obbietti-
vi, le ideee originali si sono concretizzate
in prodotti e/o applicazioni innovative.
In questi anni, molto si ¢ fatto per otti-
mizzare la fisiologicita della dialisi gra-
zie all’introduzione di tecniche alternati-
ve all’emodialisi tradizionale, ad una piu
soddisfacente correzione dell’acidosi u-
remica, alla migliore qualita dei liquidi
della dialisi e ad un continuo migliora-
mento complessivo della biocompatibi-
lita del trattamento. Tuttavia, in questi
ultimi anni, € aumentata la criticita della
popolazione dialitica. Accanto ad un
progressivo invecchiamento, come os-
servato dalle statistiche europee EDTA
e statunitensi, i problemi clinici derivati
dalla patologia cardiovascolare e dal
diabete mellito hanno notevolmente
complicato la gestione di questi pazienti.
E aumentata pertanto la richiesta di una
dialisi capace di assicurare I’adeguatez-
za, la stabilita cardiovascolare, la corre-
zione ottimale dell’equilibrio acido-base
e del bilancio di massa degli elettroliti.
Ne ¢ derivato lo sforzo da piu parti ten-
dente alla monitorizzazione dei parame-
tri diversi ma di estremo interesse per
una corretta gestione dialitica. Modelli

line degli indici biochimici effettuato
sull’ultrafiltrato.

previsionali intradialitici cosi come la
pronta realizzazione di scollamenti nei
parametri esaminati nel corso della dia-
lisi rispetto alle dialisi precedenti sono
stati alcuni fra i sistemi di controllo della
gestione dialitica e del follow-up del pa-
ziente in dialisi.

In questo editoriale, si cerchera di forni-
re al lettore le attualita e le prospettive
del monitoraggio continuo del paziente
in dialisi secondo I’approccio da noi da
tempo perseguito della valutazione on-
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principalmente su tre categorie di para- Fig. 2 >
metri (Fig. 1): parametri emodinamici, CONFIGURAZIONE DI UN BIOSENSORE
parametri per la verifica della “quanti-
ta” di dialisi somministrata ed infine gli
indici biochimici. Ciascuno di questi pa-
rametri preso singolarmente ed in com-
binazione € stato spesso acquisito ed MISURA

analizzato al fine di orientare verso mo- segnale elettrico
delli previsionali finalizzati o alla sem-
plice segnalazione (visiva o sonora) o
alla modificazione automatica di deter-
minati parametri - macchina (biofeed-
back). Quest’ultimo peraltro puo rap-
presentare un indebito superamento
della valutazione clinica di quanto venu-
tosi a creare. Inoltre, la chiusura del ‘
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studio “on-line” degli indici biochimici. } PR

Si tratta di un argomento certo non nuo- WY EE—— —

vo nel campo della ricerca biochimica e \ strato "sensibile" p

biotecnologica dell’emodialisi che per
molto tempo € rimasto vincolato alle foonoscimantn
limitazioni imposte dalle metodiche e biomolecolare
condizioni di misura. In questo campo
la biochimica e la clinica analitica hanno
in questo ultimo decennio sviluppato un Fig.3 W ANALITA BERSAGLIO
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to soluto. Esistono oggi moltissimi sen-
sori (amperometrici, potenziometrici,
conduttimetrici, fibrottici, ecc.). Per tut-
ti (Fig. 2), tuttavia, la configurazione ¢ la
stessa. Al fine di ottenere un segnale di
uscita, vi deve essere un segnale dell’av-
venuto riconoscimento della molecola
bersaglio, che ¢ generalmente di tipo e-
lettrico secondo una modalita di trans-
duzione elettrochimica, termica, ottica o
basata su variazioni di massa. Un pro-
blema di non facile soluzione ¢ il grado
di specificita nonché di sensibilita del
segnale dell’avvenuto riconoscimento.
Mentre la specificita ¢ tanto maggiore
quanto piu selettivo ¢ il riconoscimento
molecolare della molecola bersaglio
(che puo essere acquisito mediante im-
mobilizzazione di enzimi specifici per un
dato substrato, di anticorpi o di acidi
nucleici per sequenze complementari),
la sensibilita € spesso legata al tipo di
microambiente biologico in cui il bio-
sensore viene posto. Nel campo dell’e-
modialisi, la determinazione di indici
biochimici come urea, Na, K nel sangue
intero non ha fornito misure affidabili.
Le ragioni di questi inzuccessi sono lega-
te all’interazione di superficie fra il bio-
sensore € le componenti cellulari e pro-
teiche plasmatiche.

Interazioni molecolari e fattori reologici
rappresentatno fattori significativi per

I’aderenza (= passivazione) delle super-
fici di contatto e I'innesco di fenomeni
microcoagulativi. Tali fenomeni incido-
no marcatamente sulla sensibilita a bre-
ve termine della misura con comparsa di
derive elettriche e perdita di linearita.
Gli sforzi della biosensoristica si sono
pertanto rivolti alla possibilita di utiliz-
zare approcci alternativi al sangue inte-
ro. Esistono sostanzialmente due possi-
bilita percorribili: la prima ¢ I'utilizza-
zione del liquido di dialisi effluente dal
filtro, la seconda ¢ I'ultrafiltrato (Fig. 3).
Lascelta del primo approccio (=liquido
di dialisi) offre la possibilita della deter-
minazione dello studio dei bilanci di
massa in tempo reale. Per quanto con-
cerne il secondo approccio le uniche me-
todiche che permettono di ottenere ul-
trafiltrato puro non miscelato con il li-
quido di dialisi sono I’emofiltrazione e
I’emodiafiltrazione a camere separate, la
cosiddetta paired filtration dialysis =
PFD. Tuttavia, in emofiltrazione per
l'utilizzazione di biosensori nell’ultrafil-
trato si pongono il problema degli alti
flussi, la conseguente necessita di sistemi
spilling e la brusca caduta delle concen-
trazioni di alcuni metaboliti come nel
caso dell’'urea (B. Canaud, comunica-
zione personale).

In PFD il flusso di ultrafiltrato puro fra
45-60 ml/min € compatibile con una let-
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tura on-line con I’attuale disponibilita
tecnologica dei biosensori. In generale,
le caratteristiche dell’ultrafiltrato dal
punto di vista della composizione dei
diversi soluti (elettroliti, metaboliti, far-
maci, ormoni, mediatori inflammatori,
e polipeptidi) sono condizionate dall’ef-
fetto della membrana utilizzata in con-
vezione per la produzione dell’ultrafil-
trato (Fig. 4).

Da un punto di vista fisico, € importante
sottolineare come I'ultrafiltrato sia un
liquido a densita ottica molto stabile.
Draltra parte, le concentrazioni di diver-
si soluti possono essere viariate nell’ul-
trafiltrato rispetto al plasma per effetto
di fenomeni di tipo diverso (fattore di
Donnan per il Nat, glicosilazione per le
proteine, sieving coefficent quando <1,
adsorbimento al polimero nel caso di
eritropoietina, 32 - microglobulina).

Prospettive di
monitorizzazione degli
indici biochimici

UREA

Una corretta prescrizione dialitica € una
delle maggiori aspirazioni dei nefrologi.
Per una corretta prescrizione occorre in-
nanzitutto, identificare I'oggetto o I'a-
gente, suscettibile di trattamento tera-
peutico e responsabile della patologia,
conoscerne i rapporti con la patologia
stessa e quindi definirne la rimozione.
Nel caso della sindrome uremica, ognu-
no di questi punti ha dei suoi lati ancora
oscuri e mal definiti. Basti pensare che
non abbiamo ancora un marker certo
dell’'uremia che possa essere correlato in
termini quali-quantitativi con gli aspetti
clinici e con la gravita della insufficenza
renale.

In attesa di definirne uno ideale (0 me-
glio in attesa ancora di scoprirlo secon-
do i piu pessimisti tra noi), le nostre
scelte si sono indirizzate verso 1'urea.
L’urea presenta alcuni indubbi vantag-
gi, € presente in grande quantita ed ele-
vata concentrazione, € chimicamente
neutra e quindi utilizzabile per la carat-
terizzazione dei bilanci di massa e I’effi-
cenza del filtro e, soprattutto, & facil-
mente dosabile. Non esiste pero, a tut-
t’oggi, una concreta dimostrazione della
tossicita diretta dell’urea anche se, come
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chiaramente ci ha dimostrato il Natio-
nal Cooperative Dialysis Study, i suoi
livelli possono essere correlati alla mor-
bidita e alla mortalita dei pazienti in
trattamento emodialitico. Le conclusio-
ni pratiche di questo studio erano che i
pazienti con BUN elevato (TAC urea
>100 mg/dl) presentavano un maggior
numero di complicanze di carattere cli-
nico o maggiori probabilita di uscire
dallo studio rispetto a quelli con BUN
piu basso. In realta queste conclusioni si
sono rivelate in seguito un po’ semplici-
stiche in quanto finalizzate a dialisi con
membrane cellulosiche e soprattutto, er-
roneamente svincolate dagli aspetti nu-
trizionali del paziente. Non si pud infatti
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lic Rate (PCR). Ma, fatte salve queste
considerazioni, la cinetica dell’urea ¢
senz’altro un mezzo pratico ed efficace
nell’individualizzazione e personalizza-
zione della terapia dialitica.

La cinetica tradizionale proposta da
Gotch e Sargent ha pero dei limiti di
ordine sia teorico che pratico. A secon-
da, infatti, dell’efficenza del trattamento
e dei tempi di trattamento occorre varia-
re la modellistica, passando da modelli
monocompartimentali a volume fisso
per i trattamenti a lunga durata e bassa
efficenza, a modelli a piu compartimen-
ti, e con volumi variabili, per trattamenti
di breve durata ed alta efficenza. Inoltre
per determinare una esatta clearance del
dializzatore, intesa come clearance effet-
tiva corretta per un eventuale ricircolo

dell’accesso, sono necessari numerosi
prelievi ematici per monitorizzare una
sola seduta dialitica. Lo studio infine &
sempre di tipo retrospettivo ed effettua-
to su un’unica seduta dialitica, che non
necessariamente € rappresentativa della
effettiva dose dialitica nel lungo perio-
do. Infatti, per numerose ragionidi ordi-
ne pratico, che possono facilmente so-
praggiungere in una singola seduta di
dialisi, la terapia prescritta pud non
coincidere con quella realmente sommi-
nistrata (Tab. I). D’altronde I’efficenza
di un trattamento ¢ condizionata da una

TAB.I- FATTORI RESPONSABILI DI DISCREPANZE TRA DOSE DIALI-
TICA PRESCRITTA E REALMENTE SOMMINISTRATA AL PA-
ZIENTE

- flusso ematico insufficiente

- ricircolo dell’accesso vascolare

- riduzione temporanea del flusso ematico
(ipotensione, riposizionamento aghi fisto-
la, ecc.)

Fattori legati al paziente

- errori nella programmazione dei tempi di
dialisi o nell’impostazione dei parametri
macchina (flussi, infusione, ecc.)

Fattori legati al personale

- cattiva calibrazione
- malfunzionamento clock macchina

Fattori dipendenti dalla macchina

Fattori legati al dializzatore - coagulazione

- riuso inadeguato

Fig. 5 - Andamenti della concentrazione di urea in pazienti diversi nel corso di PFD ottenuti mediante
monitorizzazione continua on-line con il Bellco urea sensor.

serie di fattori quali i flussi ematici e del
bagno di dialisi, i tempi di trattamento,
il ricircolo, ecc. suscettibili di modifiche
nel corso del trattamento. Le variazioni
intradialitiche di questi parametri pos-
sono essere non facilmente valutabili ed
apprezzate, ma influenzare ugualmente
la clearance corporea totale di quella
seduta compromettendone I’efficenza.
L’unica risposta concreta alla variabili-
ta della clearance ¢ il monitoraggio di-
retto dell’urea o nel bagno dialisi in usci-
ta o nel sangue.

La disponibilita di un biosensore rende
sinceramente fattibile la misura sul ba-
gno di dialisi. Possono esservi pero alcu-
ni problemi di dosaggio derivanti dalle
basse concentrazioni da misurare e dagli
alti flussi di uscita. Nel sangue la situa-
zione si complica per una serie di proble-
matiche riguardanti la sterilita, la bio-
compatibilita e la trombogenicita del
sensore stesso (Fig. 3). La PFD offre
pero, in questo senso, una opportunita
unica. In PFD infatti, la presenza di un
ultrafiltrato con composizione in urea
pressoché identica a quella dell’acqua
plasmatica facilita enormemente le cose.
La misurain continuo nell’ultrafiltrato ¢
perfettamente sovrapponibile a quella
in acqua plasmatica e permette di segui-
re in maniera dinamica gli andamenti
dell’urea nel corso della seduta dialitica



(Fig.5). Si osservano in genere delle cur-
ve biesponenziali con rapidi declini della
concentrazione nella prima parte della
seduta per rapida sottrazione dell’'urea
dallo spazio extra-cellulare, seguiti da
una fase di riduzione piu lenta, espres-
sione di un continuo trasferimento di
urea dal compartimento cellulare a quel-
lo extracellulare e da questo al dializza-
tore. L’analisi di questi dati permette
facilmente di ricavare “on-line” misure
cinetiche quali la TAC urea, il Kt/Ved il
PCR, ma, soprattutto, ¢ una continua
garanzia dell’efficacia depurativa del
trattamento. Il sensore realizzato dalla
Bellco ha inoltre il vantaggio di una e-
strema praticita (Fig. 6). E infatti perfet-
tamente integrato nel corpo macchina
ed ¢ costituito da una cartuccia, con
ureasi immobilizzata su un supporto i-
nerte, che si trova lungo la linea dell’ul-
trafiltrato. L’ultrafiltrato prima di giun-
gere alla cartuccia passa attraverso un
conducimetro che ne determina la con-
ducibilita di base e successivamente at-
traversa il supporto contenente 'ureasi.
Al passaggio attraverso la cartuccia, I'u-
reasi idrolizza 1’'urea contenuta nell’ul-
trafiltrato producendo ioni NH, che
modificano la conducibilita di base. Un
secondo conducimetro misura questo
gradiente di conducibilita e gli incre-
menti di conducibilita sono direttamen-
te proporzionali alle concentrazioni di
urea. Il passo successivo e finale € I’ana-
lisi computerizzata di questo segnale che
viene integrato con gli altri dati della
seduta per dare, oltre ad una misura in
tempo reale, una serie di indici cinetici e
di efficenza dialitica (Fig. 5).

Le prospettive di questo sistema sono
veramente notevoli, non solo dal punto
di vista strettamente pratico, ma anche
sotto il profilo scientifico potendosi ri-
velare un potentissimo strumento nella
definizione dei modelli cinetici.

SODIO

La rimozione di sodio durante la sedu-
ta emodialitica ¢ determinata sia dal
gradiente del Na fra bagno dialisi e
sangue (diffusione) sia dall’ultrafiltra-
zione (convezione). Il Na nel plasma,
data la presenza di lipidi e proteine che
occupano un certo volume del plasma
totale, si distribuisce nell’acqua pla-
smatica. Qui é presentein formaionica
libera (disponibile ai processi diffusivi

"
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Fig. 6 - Multimat urea sensor in PFD della Bellco.

e convettivi) o in forma complessata
(legato agli anioni del plasma).

La concentrazione di sodio che si ritro-
va nell’ultrafiltrato dovrebbe essere u-
guale a quella dell’acqua plasmatica in
forma ionica. In realta per l'effetto
Donnan essa ¢ sempre inferiore a que-
st’ultima. Una certa quota di cationi &
infatti trattenuta nel versante ematico
per equilibrare la carica negativa degli
anioni non in grado di attraversare la
membrana. Da un punto di vista della
misura delle concentrazioni di Na esi-
stono due approcci, il primo specifico
per il Na, I’altro indiretto (conducime-
tria). Nel primo caso sono compresi
metodologie quali la fotometria a fiam-
me (che misura le concentrazioni di Na
in un volume non diluito comprendente

proteine e lipidi) ed elettrodi iono-selet-
tivi.

Il nostro approccio € attualmente di tipo
conducimetrico molto piu semplice e
pratico. L’intento € quello di effettuare
un bilancio di massa del sodio in tempo
reale in corso di PFD. Per questo € ne-
cessario porre tre celle conducimetriche
fra loro allineate sulla linea dell’ultrafil-
trato e sulla linea in-out del liquido di
dialisi.

Attinente allo studio della cinetica del
Na in PFD, saranno in futuro proponi-
bili modelli matematici in single pool a
volume variabile basati sulle leggi di
Fick e di bilancio di massa. Mediante
tali modelli, sara possibile fornire il pro-
filo orario del Na nel bagno dialisi al fine
di ottenere la sodiemia post-PFD desi-
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derata, la sottrazione oraria di Na co-
stante, il bilancio del Na nella singola
seduta ed il mantenimento del pool sodi-
co post-PFD costante.

Polipeptidi-Citochine

Si intendono per citochine polipeptidi
prodotti da diversi tipi cellulari coinvolti
nella risposta immunologica e infiam-
matoria nonché nella difesa dell’ospite.
Appartengono a questo gruppo le inter-
leukine (IL) 1-12, il tumor-necrosis fac-
tor (TNF), il transforming growth fac-
tor B. Nel paziente uremico ¢ stata da
tempo dimostrata un’alterata produzio-
ne di queste citochine che ¢ stata messa
in relazione a effetti acuti e cronici del
paziente emodializzato. Condizioni di
biocompatibilita del trattamento quali
interazioni sangue-superficie di mem-
brana di dialisi o back-filtration di liqui-
do di dialisi contaminato rappresentano
situazioni di studio efficace all’aumen-
tata produzione di IL-1, IL-8, TNF ed
altresi di loro antagonisti quali I'IL-1
antagonista recettoriale (IL-1Ra). IL-1,
IL-8, TNF e IL-1Ra sono detectabili
nell’ultrafiltrato. Da un punto di vista
metodologico vale la pena ricordare co-
me solo per I'TL-1 i comuni Kit ELISA
non sono utilizzabili come tali dal mo-
mento che le curve di riferimento vengo-
no normalmente costruite con analiti
plasmatici di controllo a varie concen-
trazioni di IL-1 ricombinante. Sara per-
tanto necessario nel caso del dosaggio di
IL-1 nell’ultrafiltrato utilizzare analiti
sierici di controllo con IL-1 = 0 disponi-
bili su richiesta nel commercio. Lo stu-
dio dei livelli delle citochine nell’UF che
riflette almeno in parte la concentrazio-
ne plasmatica non ¢ sufficiente da solo al
fine di uno studio completo di biocom-
patibilita. Abbiamo recentemente pro-
posto la messa a punto di una valutazio-
ne parallela di IL-1-ra nel’UF e nelle
cellule monocitarie. I livelli intramono-
citari di IL-1Ra sono studiabili con una
metodica diisolamento rapida e di facile
esecuzione messa a punto nei nostri la-
boratori. L’IL-1Ra ¢ nella nostra espe-
rienza un parametro sensibile e specifico
delle microstimolazioni intradialitiche
da back-diffusion di prodotti batterici
citochine-inducenti.  Argomento di
grande interesse e rappresentato dallo
studio dell’UF nel paziente settico. In

corso di sepsi la produzione delle cito-
chine ed in particolare di TNF, IL-1Ra,
IL-1, IL-6 raggiungono livelli altissimi
mai osservabili nel paziente uremico in
trattamento cronico. Scopo dell’analisi
dell’ultrafiltrato nello shock settico, per

quanto riguarda gli aspetti sperimentali”

in vitro e quelli piu propriamente clinici
in corso di shock settico, € nella prospet-
tiva di spiegare meglio da un lato i mec-
canismi di rimozione dei mediatori me-
diante le tecniche convettive e, dall’al-
tro, di fornire indici di rimozione avve-
nuta o incompleta di utilita al clinico. In
futuro sara possibile un monitoraggio
continuo con immunosensori secondo
la tecnica dei plasmoni. Si tratta di una
tecnologia attualmente in fase di espan-
sione che consiste nel riconoscimento
del legame antigene anticorpo sulla base
di una modificazione dell’angolo di ri-
frangenza di un fascio di luce incidente.

Conclusione

Numerose sono le prospettive di moni-
torizzazione sull’ultrafiltrato mentre del
tutto aperti sono i campi della nostra
conoscenza sull’adeguatezza dialitica e
sul bilancio dei mediatori pressori. Nuo-
vistudi dovranno apportare, ce lo augu-
riamo, una piu completa conoscenza
della fisiopatologia del paziente uremi-
co e un affinamento delle tecnologie bio-
sensoristiche per una migliore lettura di
quanto avviene, non tanto a livello “pla-
smatico”, ma quanto piu vicino ai deli-
cati meccanismi di equilibrio fraidiversi
compartimenti con particolare attenzio-
ne a quello intracellulare.

E nostra convinzione che la dialisi “in-
telligente” dovra, nel domani, poter ga-
rantire la rimozione di quanto in ecces-
so, impedendo pero il depauperamento
di quanto necessario ed indispensabile
ad un efficiente controllo del milieu in-
terno, con particolare riguardo all’am-
biente e al metabolismo cellulare.
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