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INTRODUZIONE E SCOPO DELLA TESI

Il danno renale acuto ¢ una delle piu frequenti complicanze
associate alla sepsi e determina un incremento significativo di
mortalita e morbilita nei pazienti critici.

Oltre ad avere una funzione di supporto d'organo, le varie tecniche
di sostituzione continua della funzione renale sono state proposte
per modulare la risposta infiammatoria ed immunitaria in corso di
sepsi, attraverso la rimozione di citochine e tossine batteriche.

In particolare, I'impiego di membrane ad elevato cut-off permette
una piu efficace rimozione di mediatori con peso molecolare
elevato (> 45 kDa) rispetto a quello ottenuto con un emofiltro
standard.

L'ipotesi dello studio € che lI'emodialisi veno-venosa continua con
membrane ad alto cut-off, aumentando la clearance dei mediatori
flogistici, possa ridurre la disfunzione multi-organo migliorando
quindi l'outcome di pazienti settici affetti da insufficienza renale

acuta e ricoverati in Terapia Intensiva.



SEPSI E DANNO RENALE ACUTO

EPIDEMIOLOGIA

La sepsi rappresenta il 2-11% delle cause di ammissione in Terapia
Intensiva (TI) e si associa ad una mortalitda compresa tra il 20 ed il
30% per la sepsi grave, raggiungendo valori superiori al 50% per lo
shock settico [1,2].

La sepsi rappresenta una delle principali cause di danno renale
acuto (AKI) nel paziente critico, infatti 'AKI si sviluppa in circa il
19% dei pazienti con sepsi, nel 23% dei pazienti con sepsi grave ¢
nel 51% dei pazienti con shock settico [3,4].

Nonostante 1 progressi effettuati negli ultimi decenni nel campo del
trattamento, 1'insorgenza di AKI sepsi-correlata resta un fattore di
rischio indipendente per mortalita e morbilita nei pazienti ricoverati
in TI [5].

La combinazione di sepsi ed AKI ¢ associata, infatti, ad una

mortalita superiore al 70% [4].



DEFINIZIONI

Sepsi, sepsi grave e shock settico

In accordo con la “Consensus Conference” della Surviving Sepsis
Campaign [6], la sepsi ¢ definita come la presenza di infezione
(probabile o documentata) associata ad almeno uno tra 1 criteri
mostrati in Tabella 1 [7].

La sepsi grave ¢ invece definita da un quadro di sepsi complicata da
ipoperfusione tissutale o disfunzione d'organo (Tabella 2), mentre
lo shock settico si riferisce ad un quadro di sepsi associata ad
insufficienza cardiovascolare acuta, definita da una pressione
arteriosa sistemica (PAS) < 90 mmHg o di almeno 40 mmHg
inferiore rispetto ai valori basali nei pazienti ipertesi oppure da un
valore della pressione arteriosa media (PAM) < 70 mmHg,
refrattaria alla fluidoterapia con necessita di supporto con

vasopressori [6,7].



Parametri generali

Febbre > 38°C

Ipotermia < 36°C

Fc > 90/min o 2 DS sopra il valore normale per I'eta
Tachipnea

Alterazione stato di coscienza

Edema o bilancio idrico positivo (>20 ml/kg nelle 24h)

Iperglicemia >140 mg/dl in assenza di diabete

Parametri emodinamici

Ipotensione arteriosa (PAS < 90 mmHg, PAM < 70 mmHg o riduzione della
PAS > 40 mmHg)

Parametri infiammatori

Leucocitosi > 12000 pl

Leucopenia <4000 pl

> 10% di GB immaturi

Proteina C reattiva > 2 DS sopra valore normale

Procalcitonina > 2 DS sopra valore normale

Parametri di disfunzione d'organo

Ipossiemia arteriosa (PaO,/FiO, < 300)

Oliguria (output urinario < 0,5 ml/kg/h per almeno 2h nonostante adeguata
fluidoterapia)

Aumento della creatinina > 0,5 mg/dl

Anomalie della coagulazione (INR > 1,5 0 aPTT > 60 sec)
Ileo paralitico

Trombocitopenia (Ptl < 100000 ul)

Iperbilurubinemia (bilirubina totale > 4 mg/dl)

Parametri di ipoperfusione tissutale

Iperlattatemia ( > 1 mmol/L)

Ridotto refill capillare

Tabella 1

Criteri diagnostici per la definizione di sepsi, modificata da [7].




Sepsi grave: ipoperfusione indotta da sepsi o disfunzione d'organo
(qualsiasi tra le seguenti)

Ipotensione indotta da sepsi
Iperlattatemia ( > 1 mmol/L)

Oliguria (output urinario < 0,5 ml/kg/h per almeno 2h nonostante adeguata
fluidoterapia)

Danno polmonare acuto con (PaO,/FiO, < 200) in presenza di focolai infettivi
polmonari

Danno polmonare acuto con (PaO,/Fi0, < 250) in assenza di focolai infettivi
polmonari

Creatinina > 2 mg/dl

Bilirubina > 2 mg/dl

Trombocitopenia (Ptl < 100000 pl)

Anomalie della coagulazione (INR > 1,5 0 aPTT > 60 sec)

Tabella 2

Criteri diagnostici per la definizione di sepsi grave, modificata da

[7].




Danno renale acuto

Clinicamente I'AKI puo essere definita come una rapida riduzione
della filtrazione glomerulare, che si verifica nel giro di qualche ora
o giorno, associata a ritenzione dei prodotti terminali del
catabolismo proteico, ad alterazioni elettrolitiche, dell'equilibrio
acido base e del bilancio dei fluidi; 1'oliguria ¢ frequente ma non
costante.

Al fine di standardizzare ed uniformare la definizione di AKI,
identificare precocemente 1 pazienti con disfunzione renale e quindi
attuare prontamente interventi volti a trattarne e prevenirne la
progressione, sono state recentemente proposte una serie di
classificazioni.

Il gruppo di lavoro ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative) ha
introdotto nel 2004 1 criteri RIFLE (Risk-Injury-Failure-Loss of
kidney function-End Stage Renal Disease), Tabella 3 [8].

Il sistema RIFLE identifica tre classi di gravita (Risk, Injury e
Failure) in funzione delle modificazioni della creatininemia e
dell’output urinario e due classi prognostiche (Loss of kidney
function ed End Stage Renal Disease) in funzione della durata della

perdita della funzione renale.
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Nel 2007 ¢ stata pubblicata una versione modificata della
classificazione RIFLE, conosciuta come AKIN (Acute Kidney
Injury Network), Tabella 4 [9].
Rispetto alla classificazione RIFLE sono state apportate alcune
variazioni importanti [10]:
¢ le classi Risk, Injury e Failure sono state sostituite dagli stadi
1, 2 e 3 rispettivamente
¢ J’aumento assoluto della creatinina di almeno 0.3 mg/dl ¢
stato aggiunto come criterio aggiuntivo nello stadio 1
¢ 1 pazienti che iniziano la RRT sono automaticamente
classificati come stadio 3, indipendentemente dai livelli di
creatinina e dall’output urinario
¢ le categorie come Loss ed End stage renal disease sono state
eliminate
¢ sono stati eliminati il GFR e la creatinina di base tra 1 criteri
diagnostici
Sebbene sia la classificazione RIFLE che la AKIN presentino una
simile elevata accuratezza sia in termini diagnostici che prognostici
nei pazienti critici [11-12], sono da segnalarsi alcune incoerenze tra

le due classificazioni.
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Le piu recenti Linee Guida internazionali KDIGO (Kidney Disease:
Improving Global Outcomes) conciliano queste definizioni,
utilizzando per la caratterizzazione della prima classe di severita un
aumento documentato di creatininemia > 0.3 mg/dl nelle 48h
oppure un aumento > 50% rispetto al basale documentato o
presunto in un arco di 7 giorni [13], Tabella 5.

Caratteristica comune a tutte e tre le recenti classificazioni di AKI
(RIFLE, AKIN, KDIGO) ¢ il fatto che esse siano basate su criteri
funzionali quali creatininemia e diuresi, due fattori che possono
alterarsi anche tardivamente in caso di AKI.

Al fine di definire il danno renale sub clinico che si realizza anche
in assenza di alterata funzione, il gruppo di consenso ADQI (Acute
Dialysis Quality Initiative), ha prospettato di integrare le precedenti

classificazioni con dei criteri di danno strutturale, basati sulla

positivita di biomarcatori di danno renale precoce, Tabella 6 [14].
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RIFLE

Creatinina e GFR Diuresi
Aumento Crx 1,5 <0,5 ml/kg/h
0 X 6h
GFR ridotta > 25% RISK
Aumento Cr x 2 <0,5 ml/kg/h
O x 12h INJURY
GFR ridotta > 50%

Aumento Cr x 3
0
GFR ridotta > 75%
0
Cr >4 mg/dl (con rapido
aumento > 0,5 mg/dl)

< 0,3 ml/kg/h
x 24h
0

anuria X 12h FAILURE

IRA persistente= completa perdita della LOSS
funzionalita renale per > 4 sett

End Stage Renal Disease / ESDR

Tabella 3

Classificazione AKI secondo criteri RIFLE, modificata da [10].
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AKIN

Creatinina e GFR

Output Urinario

Aumento Crx 1,5

< 0,5 ml/kg/h
0 x 6h
> 0,3 mg/dl 1
Aumento Cr x 2 < 0,5 ml/kg/h STADIO
x 12h 2

Aumento Cr x 3
0
Cr>4 mg/dl
(con rapido aumento
> 0,5 mg/dl)

< 0,3 ml/kg/h
X 24h
0
anuria x 12h

STADIO
3

I pazienti in trattamento con RRT sono considerati come stadio 3 a
prescindere dallo stadio di appartenenza al momento dell'inizio della RRT.

Tabella 4

Classificazione AKI secondo criteri AKIN, modificata da [10].

14
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KDIGO

AKI ¢ definita come una delle seguenti:
- aumento Cr >0,3 mg/dl in 48h

-aumento della creatininemia > 1,5 volte il valore basale nei 7 giorni precedenti
- diuresi < 0,5 ml/kg/h per 6 h

STADIO Cr Diuresi
1,5-1,9 volte il valore basale
! o incremento > 0,3 mg/dl < 0,5 mlkg/h per 6-12h
2 2-2,9 volte il valore basale < 0,5 ml/kg/h per >12h
3 volte il valore basale

0 1gcrementp ~ 0’4 mg/dl \ < 0,3 ml/kg/h per >24h o

3 o inizio di RRT o in pazienti con eta < nuria per > 12h
18 anni riduzione del GFR < 35ml/min anufia pe
per 1,73 m2

Tabella 5

Classificazione AKI secondo criteri KDIGO, modificata da [13].
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Criteri funzionali Criteri di danno

RIFLE R .
0 Biomarkers
AKIN 1 positivi (+)
RIFLE I Biomarkers
AK(I)N , positivi (++)
RIFIaE F Biomarkers
AKIN 3 positivi (+++)

Tabella 6
Definizione di AKI secondo criteri funzionali e di danno strutturale,

modificata da [14].
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CONSIDERAZIONI MICROBIOLOGICHE

La sepsi pud essere causata dall'estensione sistemica di
un’infezione sia comunitaria che nosocomiale.

Nel paziente non post-chirurgico la sepsi polmonare ¢ quella
associata a piu elevati tassi di incidenza e mortalita [16].

Altri comuni siti di infezione sono il tratto genitourinario,
intraddominale (paziente post-chiurgico), cute e tessuti molli,
“device-related”, sistema nervoso centrale ed endocardio [15, 16].
L'eziologia microbica della sepsi ¢ soggetta a variazioni temporali,
in parte correlate con la pressione selettiva che si genera con
I'utilizzo di farmaci antibiotici, sia in ambito ospedaliero che
comunitario [19].

Ad oggi 1 batteri gram negativi risultano essere causa di sepsi grave
nel 62% dei pazienti critici, mentre quelli gram positivi nel 47% ed

i funghi nel 19% [20].
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FISIOPATOLOGIA

Fisiopatologia generale della sepsi

La sepsi grave rappresenta 1’espressione clinica di un'incontrollata
risposta immunitaria avviata dal riconoscimento di alcuni “pattern
molecolari associati a patogeni” (PAMP) rappresentati da
componenti di batteri gram negativi (Lipopolisaccaride, Lipide A,
Flagellina, Peptidoglicano), gram positivi (Acido Teicoico,
Lipoteicoico, Peptidoglicano) e funghi (Mannanoproteine) [21].

[ PAMP attivano le cellule del sistema immunitario interagendo con
recettort monocitari (CD 14) e con co-recettori (“Toll-like
Receptors”) [22].

Da cio deriva l'attivazione della SIRS (Systemic Inflammatory
Response Syndrome), caratterizzata da una cascata di eventi
intracellulari che portano al rilascio di citochine con proprieta
inflammatorie (Tumor Necrosis Factor (TNF)-a, Interleuchine (IL)-
1, IL-2, IL-6) [23].

La prolungata e persistente stimolazione infiammatoria determina,
inoltre, 'attivazione di una risposta immunitaria compensatoria atta

a modulare la stessa SIRS.
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Tale risposta, definita CARS (Compensatory Anti-infiammatory
Response Syndrome), si estrinseca attraverso la produzione di un
pattern citochinico anti-inflammatorio (IL-4, IL-10, IL-11, 1L-13,
antagonisti del recettore IL-1 e recettori solubili per il TNF) [24].
Dalla risultante complessiva delle risposte SIRS e CARS derivano
le manifestazioni cliniche della sepsi, definite secondo 1'acronimo
CHAOS [25]:

C: “Cardivascular compromise” (shock settico, dominanza SIRS)
H: “Homeostasis” (bilancio SIRS/CARS)

A: “Apoptosis” (dominanza SIRS)

O: “Organ dysfunction” (MODS, dominanza SIRS)

S: “Suppression of immune system” (anergia, dominanza CARS)
Quindi, in generale, mentre le reazioni pro-infiammatorie (dirette
all'eliminazione dei patogeni invasivi) sono ritenute responsabili del
danno e delle insufficienze d'organo nella sepsi grave e nello shock
settico, la risposta anti-inflammatoria (importante per limitare
l'estensione del danno tissutale localizzato e sistemico) ¢ implicata
nel determinare uno stato di immunosoppressione che si caratterizza
per l'incapacita di eradicare l'infezione primaria e per lo sviluppo di

possibili infezioni secondarie [18].
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Fisiopatologia del danno renale acuto sepsi-correlato

Per lungo tempo I’AKI in corso di sepsi ¢ stata attribuita
all’ipoperfusione renale causata dall’ipovolemia funzionale tipica
dello shock distributivo [4].

Studi recenti, al contrario, hanno dimostrato che il rene va incontro
ad uno stato di iperperfusione e che quindi la riduzione della
filtrazione glomerulare ¢ da ascriversi principalmente alla riduzione
della pressione capillare glomerulare determinata da alterazioni del
tono vasomotorio dell'arteriola afferente ed efferente, Figura 1 [26-
28].

Nuove teorie, inoltre, focalizzano il ruolo fondamentale dei
mediatori circolanti prodotti sia a livello locale che sistemico
(citochine, PAMP, prodotti di degradazione tissutale e specie
reattive dell'ossigeno) nel determinismo dell'AKI sepsi correlata
[18, 26-28].

In particolare, 1 mediatori circolanti sarebbero 1 responsabili diretti
sia del danno necrotico ed apoptotico a livello delle cellule tubulari,
sia delle disfunzioni mitocondriali e delle alterazioni

microcircolatorie cui fanno seguito alterazioni del trasporto e
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dell'utilizzo tissutale di ossigeno con conseguente disfunzione
renale, Figura 2 [2].

I mediatori circolanti, inoltre, sono gli elementi centrali delle vie di
segnalazione molecolare tra rene, polmone, sistema nervoso
centrale, sistema gastro-intestinale (definite con il concetto di
“organ cross-talk™), Figura 3 [30].

Come in un circolo vizioso queste vie hanno carattere bidirezionale,
causando, una volta iniziate, un ulteriore peggioramento dell'AKI
ed un significativo incremento della mortalita del paziente critico

[31].
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m M EA

UF
2] AA * EA
UF
3] AA + F

Figura 1

A

Rappresentazione schematica della circolazione microvascolare
renale in corso di normalita (1) ed in corso di AKI (2) e (3). In
particolare: (2) vasodilatazione arteriola efferente (EA) > arteriola
afferente (AE) con riduzione della pressione di filtrazione
glomerulare; (3) apertura di shunt con ipoperfusione dei glomeruli

renali; modificata da [28].



Bilancio tra 02,

Interazione NO e ROS

Figura 2
Ipotesi integrata di fisiopatologia dell'AKI sepsi-correlata,

modificata da [29].
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SNC
encefalopatia
aumento permeahilita vascolare

FUCI'R.E ] . POLMONI
u}ﬁ_ltr.'um-ne ﬂﬁtrﬂ'_ﬁ:l-lﬂ aumento permeabilita vascolare
riduzione contrattilita edema polmonare

apoptosi cellulare emorragia alveolare

apoptosi cellulare

FEGATO

infiltrazione neutrofili INTESTING

stresso ossidative aumento permeahilita
necrosi cellulare vascolare

infiltrazione neutrofili
necrosi ed apoptosi cellulare

Figura 3

“Organ cross-talk” nell' AKI sepsi-correlata, modificata da [30].
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TERAPIA RENALE SOSTITUTIVA

DEFINIZIONE

La terapia renale sostitutiva (RRT, Renal Repalcement Therapy) ¢
un'insieme di metodiche di purificazione ematica extracorporea che
hanno lo scopo di sostituire la funzione renale quando questa risulta
essere compromessa.

Sebbene numerosi studi non riportino differenze significative in
termini di mortalita tra metodiche intermittenti (IRRT, Intermittent
Renal Repalcement Therapy) e metodiche continue (CRRT,
Continuous Renal Repalcement Therapy), la CRRT ¢ sicuramente
preferibile nel paziente critico in quanto associata ad una migliore
tolleranza emodinamica e ad una migliore efficacia nella correzione

dei disturbi dell'equilibrio idro-elettrolitico [6, 32].
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INDICAZIONI

Le classiche indicazioni “renali” che codificano la necessita di
inizio della CRRT per pazienti critici con AKI sono [5]:

¢ azotemia > 30 mmol/L o complicanze uremiche

¢ kaliemia > 6 mmol/L e/o alterazioni ECG

¢ acidosi grave (pH < 7.15)

¢ oliguria (diuresi <200 ml/12h) o anuria

¢ sovraccarico volemico refrattario al trattamento diuretico
Altre indicazioni non strettamente “renali” comprendono [5]:

¢ overdose di farmaci o tossine dializzabili

¢ sepsi

+ insufficienza cardiaca

¢+ ARDS (Acute Respiratory Distress Syndrome)

¢ sindrome da lisi tumorale
Il razionale alla base delle indicazioni extra-renali ¢ I'eliminazione
di soluti tossici esogeni o endogeni (mediatori infiammatori,
prodotti della citolisi, farmaci) ed il potenziamento del controllo

dell'equilibrio idro-elettrolitico ed acido-base.
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TIMING

Ad oggi non esistono studi randomizzati e controllati che
definiscono il timing ottimale a cui iniziare la CRRT.

E' ragionevole, tuttavia, cosi come dimostrato da alcuni studi
osservazionali, iniziarla precocemente al fine di prevenire e trattare
le complicanze associate all'AKI e migliorare la sopravvivenza dei
pazienti critici [33].

Un approccio particolarmente pragmatico e proattivo per guidare
nella pratica clinica 1'inizio della CRRT, ¢ rappresentato

dall'algoritmo rappresentato in Figura 4 [5].
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Paziente

ammesso in T1

SI
Indicazioni
assolute Yy —-—-—-— Iniziare CRRT e e -
|
per LS
CRRT? |
I'NO '
AKIN III
AKI S RIFLE F
_____ > Ottimizzare il anuria
presente? trattamento di supporto
. |
| 1
| A4 !
| NO Rivalutare il paziente |- —- —- '
i !
v SI !
Potenziali indicazioni Considerare ruolo I
non renali per CRRT? - adiuvante di
CRRT AKIN I-IT
I RIFLE R-1
I NO N
| .
- \
: v : NO AKI rapidqmente
Monitoraggio e progressiva?
rivalutazione clinica |¢-—-—-—-—-—-—-—- Sepsi? -
Sovraccarico di
fluidi?

Figura 4

Algoritmo per I'inizio della CRRT nel paziente critico, modificata

da [5].
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DOSE

La dose ottimale di CRRT, espressa in termini di ultrafiltrazione
oraria normalizzata per il peso del paziente (ml/kg/h) [34], ¢ da anni
oggetto di studio e di dibattito.

Fino ad un recente passato, molti studi avevano ipotizzato una
relazione favorevole tra aumento della dose e la riduzione della
mortalita [34-36].

Tali risultati sono stati completamente confutati da piu recenti trials,
quali RENAL (Randomized Evaluation of Normal versus
Augmented Level study) e ATN study (Acute renal failure Trial
Netwok) [37, 38], Figura 5 [39].

Tuttavia nella pratica clinica, cosi come dimostrato anche dal
DoReMi study (Dose Response Multicentre International
collaborative Initiative) [40], deve essere considerata la possibilita
che la dose prescritta sia inferiore a quella realmente somministrata.
Per evitare questo rischio, ¢ consigliabile sovra-stimare di circa il
25% la dose teorica di 20-25 ml/kg/h indicata da RENAL ed ATN
study, raggiungendo quindi il target di 30-35 ml/kg/h di dose

prescritta [40].
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5
o 50—
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r
a 40—
: "best practice region”
i R B
¥ non befefici derivanti da
e ulteriori incrementi della dose
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z
a o Renal trial (d90)
I T ——— ! |
"dose dependent zone" o ATN trial (d60)
0 T T T T T 1
0 10 20 a0 40 o0 60
Dose di effluente somministrata (ml/lcg/h)
Figura §
Relazione tra dose di effluente somministrata e sopravvivenza,

risultati dal RENAL e ATN studies. Questi studi indicano un

plateau di
comprese

al di sotto

beneficio in termini di sopravvivenza nel range delle dosi
tra 20 e 40 ml/kg/h (“best practice region”); la riduzione

di questi valori influenza negativamente la sopravvivenza

(“dose dependent zone™); l'incremento al di sopra di questi valori,

invece, non modifica ulteriormente la sopravvivenza; modificata da

[39].
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PRINCIPI FISICI E MODALITA' DI TRATTAMENTO

Le varie modalita di RRT che possono essere applicate alla pratica
clinica si differenziano in base a piu fattori:
¢ principi fisici in base ai quali avviene la rimozione di soluti
e/o fluidi
¢ modalita e tipo di accesso vascolare

¢+ tipo di membrana

In tutte le forme di RRT la rimozione di soluti e/o fluidi puo essere
attuata attraverso 1 principi fisici di ultrafiltrazione, diffusione,
convezione, adsorbimento o una combinazione di essi [41, 42].
L"”ultrafiltrazione” ¢ il principio fisico che descrive i1 passaggio di
acqua attraverso una membrana semipermeabile, determinato
dall'applicazione di un gradiente di pressione transmembrana, che
corrisponde alla differenza tra pressione oncotica del plasma e
pressione idrostatica.

[ determinanti del volume ultrafiltrato sono: area e permeabilita
all'acqua della membrana ed il gradiente di pressione

transmembrana.
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La tecnica che si fonda su tale principio ¢ definita ultrafiltazione
(SCUF).

Il termine “diffusione” definisce il passaggio passivo, secondo
gradiente di concentrazione, di soluti attraverso una membrana
semipermeabile, senza concomitante passaggio di solvente.

[ fattori che influenzano la clearance dei soluti sono: il tipo di
membrana (area, spessore, dimensione dei pori, cariche
elettrostatiche), gradiente di concentrazione tra i due lati della
membrana (mantenuto elevato grazie alla presenza di un fluido di
dialisi che scorre ad alta velocita e controcorrente rispetto al
sangue), peso molecolare del soluto (clearance molto efficace per
soluti a basso peso molecolare, < 300 Da).

La diffusione ¢ il principio fisico alla base della tecnica di
emodialisi (CVVHD).

La “convezione” ¢ il trasporto attivo di soluti e solvente attraverso
una membrana semipermeabile.

Come nell'ultrafiltrazione, il gradiente di pressione transmembrana
determina il passaggio di acqua attraverso la membrana, inoltre, per
effetto di trascinamento (o “solvent drug”) determina anche il

passaggio di soluti attraverso la membrana stessa.
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Attraverso questo processo si ottiene un ultrafiltrato che puo essere
rimpiazzato con una soluzione di reinfusione sterile, la cui
composizione puo essere variata a seconda delle necessita cliniche,
garantendo un adeguato rimpiazzo volemico per il paziente.

La reinfusione pud essere effettuata secondo due modalita,
prediluizione o postdiluizione, a seconda che sia immessa nel
circuito prima o dopo il filtro.

L'infusione pre-filtro si associa al vantaggio teorico del miglior
mantenimento del filtro, viceversa l'infusione post-filtro si associa
al vantaggio teorico di una migliore efficacia depurativa.

I fattori che influenzano la clearance dei soluti sono: il tipo di
membrana (area, spessore, dimensione dei pori, cariche
elettrostatiche), gradiente di pressione transmembrana, peso
molecolare del soluto (clearance efficace anche per soluti e proteine
con medio peso molecolare, 500- 50000 Da).

La tecnica basata sul principio di convezione ¢ definita
emofiltrazione (CVVH).

La contemporanea associazione dei principi fisici di diffusione e
convezione ¢ alla base delle tecniche di emodiafiltrazione

(CVVHDF).
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L"”adsorbimento” ¢ il principio attraverso il quale specifiche
membrane di filtrazione attraggono e legano soluti di varie
dimensioni molecolari attraverso una varieta di legami non
covalenti tra cui interazioni idrofobiche, attrazione ionica, legami
ad idrogeno ed interazioni di Van der Waals.

Ad oggi non ci sono chiare indicazioni sulla piu adeguata tecnica di
RRT nel paziente critico, la scelta della strategia da attuare dipende
principalmente dalle indicazioni e dal target di rimozione di soluti
e/o fluidi prescelto, che a sua volta puo essere modulato scegliendo
membrane con specifici cut-off, come indicato in Figura 6 ¢ 7 [39,
43].

Come gia argomentato, nel paziente critico sono sicuramente
preferibili le tecniche di supporto continuo, effettuate con tecnica
veno-venosa per ovviare alle limitazioni ed alle complicanze

derivanti dall'incannulamento arterioso [32].
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Selezionare la modalita in base all'obiettivo di rimozione di fluidi e/o soluti

|

CVVH

Rimozione fluidi
Clearance molecole medio pm

Oliguria
Rabdomiolisi \/

CVVHD

Clearance soluti basso pm
Uremia

CVVHDF

Rimozione fluidi
Clearance molecole basso e medio pm
Sepsi

SCUF

Rimozione fluidi

Figura 6

Tecniche di RRT, modificata da [39].
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Figura 7

Membrane di filtrazione: (1) Membrana High Flux ( < 0,01 um); (2)
Membrana High Cut-off ( < 0,02 pum); (3) Membrana per
separazione di proteine ( < 0,09 pm); (4) Plasmafiltro ( < 0,3 pum);

modificata da [43]
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CRRT NEL PAZIENTE SETTICO

Razionale clinico

La CRRT nel paziente settico svolge un ruolo chiave non solo come
metodica atta al supporto della funzione renale, che assai spesso ¢
compromessa in corso di malattia, ma anche come metodica di
depurazione extracorporea piu ampiamente rivolta alla rimozione
dei mediatori che intervengono nella fisiopatologia della sepsi e che
determinano I'immunodisregolazione del paziente [43].
Recentemente sono state proposte diverse teorie per spiegare gli
effetti immunomodulanti della purificazione ematica.

Ronco et al. [24] hanno proposto la teoria del picco di
concentrazione: l'eliminazione del picco di concentrazione delle
citochine durante le prime fasi della sepsi potrebbe bloccare la
cascata inflammatoria e conseguentemente ridurre il danno
d’organo e I’'incidenza d’insufficienza multipla d’organo.

Secondo I'ipotesi della soglia di immunomodulazione, proposta
da Honoré et al. [44], la rimozione delle citochine dal torrente
ematico potrebbe favorire la riduzione della loro concentrazione nei

tessuti periferici.
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Questa ipotesi giustifica il risultato dei numerosi studi che hanno
riscontrato un miglioramento dell’outcome dei pazienti in assenza
di modificazioni significative della concentrazione ematica delle
citochine [43].

Secondo la teoria del turnover dei mediatori proposta da Di Carlo
e Alexander [45], l'aumentato ricircolo linfatico indotto da
filtrazioni ad alto volume, porterebbe ad una mobilizzazione di
mediatori flogistici tissutali verso il torrente circolatorio rendendoli
disponibili per la rimozione.

Peng et al. [46], infine, hanno suggerito un “modello cito-cinetico™:
la rimozione dei mediatori dal sangue del paziente favorirebbe
anche la clearance dei mediatori nei tessuti infetti, promuovendo il
recupero della funzione immunologica del sistema linfocito-

monocitario sino al ripristino dell'immuno-omeostasi del paziente.
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Tecniche specifiche: considerazioni generali

Il recente progresso tecnologico ha ampiamente allargato lo spettro
di metodiche disponibili per la depurazione ematica nel contesto
della sepsi.

In particolare, risultati promettenti sono stati riportati con alcune
metodiche quali: emofiltrazione ad alti volumi, emoadsorbimento,
plasmaterapie, emodialisi/emofiltrazione con membrane ad elevato
cut-off.

Nonostante 1 progressi nella comprensione del ruolo di queste
tecniche nei processi fisiopatologici di sepsi ed AKI e la loro ampia
applicazione nella pratica clinica, non sono stati ancora effettuati
studi che dimostrino la superiorita di una tecnica rispetto alle altre.
Inoltre, il consenso sul timing, dose ed indicazioni specifiche

rimane ancora incerto ed oggetto di molti studi e dibattiti [43].
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Emofiltrazione ad alti volumi

L'emofiltrazione ad alti volumi (HVHF) ¢ stata la prima tecnica
messa a punto per la rimozione di mediatori infiammatori dal
plasma.

Nonostante cio0 , in letteratura termini come ‘“high-volume”, “high
intensity”, o “high flow” sono utilizzati in modo eterogeneo € non
c’¢ ancora unanimita nella definizione.

Le caratteristiche del trattamento sono state recentemente ridefinite
e modificate da Honoré e al.: si definiscono HVHF quelle
metodiche caratterizzate da una velocita di filtrazione compresa tra
50 e 70 ml/kg/h per 24h, oppure, metodiche definite “pulsate”
caratterizzate dalla combinazione di periodi di HVHF con velocita
di filtrazione di 100-120 ml/kg/h per periodi di 4-8h, intercalati ad
una CVVH convenzionale [47].

Poiche la maggior parte dei mediatori prodotti in corso di sepsi
sono costituiti da molecole a medio peso molecolare (compreso tra
5 e 60 kDa), idrosolubili e non legati a proteine plasmatiche, il
processo fisico della convezione che ¢ alla base di questa tecnica
risulta essere molto efficiente per la loro rimozione dal torrente

ematico [48-49].
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Le restanti molecole con peso molecolare superiore al cut-off della
membrana possono essere rimosse grazie alle proprieta adsorbenti
di alcune membrane utilizzate per questa metodica [43].

Alcuni studi hanno dimostrato gli effetti benefici della HVHF in
termini di riduzione della dose di vasopressori e miglioramento
della stabilita emodinamica dei pazienti con shock settico [50, 51].
Tuttavia 1l recente trial prospettico randomizzato [VOIRE (High
Volume in Intensive Care) ha confutato questi risultati, dimostrando
al contrario l'assenza di benefici in termini di riduzione della
mortalita per la HVHF condotta con una dose di 75 ml/kg/h, se
comparata alla filtrazione con dose di 35 ml/kg/h [52].

Alla luce dei risultati di questo studio, pertanto, 35 ml/kg/h resta la
dose standard di riferimento per 1 pazienti settici, soprattutto in caso
di instabilita emodinamica.

La HVHF presenta, inoltre, delle importanti limitazioni come la
deplezione di molecole a basso peso molecolare (nutrienti, vitamine

e farmaci, tra cui gli antibiotici) e il costo elevato [53, 54].
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Emoadsorbimento

L'emoadsorbimento ¢ una metodica nella quale uno specifico
sorbente ¢ posto a diretto contatto con il sangue mediante un
circuito extra-corporeo.

Queste membrane sono in grado di legare, mediante una varieta di
forze chimiche, molecole target per le quali sono state
specificamente disegnate, permettendone la rimozione dal torrente
ematico.

Caratteristica peculiare di questa tecnica ¢ la capacita di adsorbire
molecole ad elevato peso molecolare, rappresentate da alcune
citochine e dall'LPS originata dalla membrana dei batteri gram
negativi, che non risultano essere altrimenti filtrabili neanche con
emofiltri ad alto flusso [43].

Per adsorbire specificamente I'LPS ¢ disponibile in commercio un
dispositivo in cui la polimixina B (antibiotico battericida,
estremamente nefro- e neuro-tossico in caso di somministrazione
sistemica) ¢ stata immobilizzata su fibre di polistirene
(Toraymyxin; Toray Industries, Inc, Tokyo, Japan).

Lo studio prospettico multicentrico randomizzato controllato

EUPHAS (Early Use of Polymyxin B Hemoperfusion in Abdominal
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Sepsis) ha dimostrato che l'emoperfusione con polimixina B in
aggiunta alla terapia convenzionale ha significativamente
migliorato l'emodinamica, la disfunzione d'organo e ridotto la
mortalita in una popolazione di pazienti con sepsi grave/shock
settico causato da infezione intra-addominale sostenuta da batteri
gram negativi [55].

Un’altra metodica basata sul principio dell’adsorbimento ¢
I’emofiltrazione a elevato adsorbimento, esempio di sinergia fra
meccanismi diversi di purificazione (HVHF + “high adsorption”)
[56].

Recentemente sono stati riportati sugli animali gli effetti positivi di
questa tecnica, che utilizza membrane di poliacrilonitrile la cui
polarita ¢ stata modificata tramite 1’aggiunta di un rivestimento di
polietilenimmina, un polimero carico positivamente, che ¢ in grado

di legare le endotossine [57].
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Plasmaterapie

Tra le tecniche depurative extra-corporee capaci di rimuovere
molecole a medio-alto peso molecolare coinvolte nella patogenesi
della sepsi, si ascrivono anche le plasmaterapie, ovvero Ia
plasmaferesi ed il plasma-adsorbimento.

Nella plasmaferesi il plasma ottenuto dal sangue intero viene
rimosso € sostituito con plasma fresco congelato o con una
soluzione di albumina.

Nel plasma-adsorbimento il plasma ottenuto dal sangue intero viene
depurato selettivamente da molecole target mediante adsorbimento
su colonne di resina specifiche per la rimozione di citochine.

Nella “Coupled Plasma Filtration Adsorbtion” (CPFA), il
meccanismo del plasma-adsorbimento ¢ associato al processo di
emofiltrazione, allo scopo di garantire un'ulteriore purificazione
ematica ed un supporto alla funzione renale [58].

I risultati di questa metodica sono promettenti, come dimostrato da

alcuni studi [58-61].
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Emodialisi/emofiltrazione con membrane ad elevato cut-off

Le membrane ad alto cut-off (HCOM) sono realizzate in
poliariletersulfone, polisolfone o cellulosa triacetato ed hanno pori
di diametro compresi tra 0.01-0,02 um, pertanto 2-3 volte maggiori
rispetto a quelli delle membrane tradizionali ad alto flusso, che
invece hanno dimensioni di 0.003-0.006 um [62].

Questo garantisce la possibilita di ottenere, anche mediante il
processo della diffusione, la rimozione di soluti con peso
molecolare compreso tra 15 ¢ 60 kDa [63].

L'impiego di HCOM ha una logica biochimica ampiamente
accettata: I'aumentata dimensione dei loro pori dovrebbe garantire
una piu efficiente eliminazione delle citochine, dato che la maggior
parte di esse ha un peso molecolare compreso tra 8 e 60 kDa [64].
Tuttavia, l'assenza di una definizione precisa di HCOM in termini
di dimensioni di pori e di cut-off di membrana, la variabilita della
dose somministrata e del tipo di metodica utilizzata (convettiva o
diffusiva), rendono difficoltoso il reale confronto tra i vari studi
riportati in letteratura.

Al fine di valutare la reale efficacia delle HCOM nel determinare la

riduzione delle citochine circolanti ed analizzarne gli effetti clinici
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correlati, ¢ stata recentemente condotta una revisione sistematica
della letteratura [65].

In questa revisione sono stati inclusi un totale di 23 studi (3 su
animali da esperimento, 11 in-vitro/ex-vivo, 3 case report, 6 trial
randomizzati controllati osservazionali) [56, 63, 64, 66-85].

In tutti gli studi analizzati ¢ stata osservata una riduzione efficace
dei livelli di citochine sia infiammatorie che anti-infiammatorie.
Negli studi in cui le HCOM sono impiegate in associazione a
modalita di tipo convettivo ¢ stata osservata una significativa
perdita di albumina, pari a 15 g in 4h.

La prescrizione di dosi di effluente maggiori e l'utilizzo di HCOM
in modalita diffusiva anziché convettiva riduce la perdita di
albumina in modo significativo, senza pero modificare la clearance
totale delle citochine [65].

L'impiego delle HCOM, inoltre, non si associa a modificazioni
nelle concentrazione plasmatiche dei fattori della coagulazione
(AT-III, fattore II, VIII, proteina C e proteina S), mentre si associa
ad una maggiore stabilita emodinamica e respiratoria, come
dimostrato dal miglioramento degli scores di disfunzione d'organo

[65].
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METODO

Razionale ed ipotesi dello studio

Alla luce dei concetti espressi nell’introduzione, I’ipotesi dello
studio ¢ che I’emodialisi veno-venosa continua con membrane ad
alto cut-off (CVVHD con HCOM), aumentando la clearance dei
mediatori flogistici, possa ridurre la disfunzione multi-organo e
migliorare 1'outcome di pazienti critici con sepsi grave-shock settico

associati ad AKI.

Obiettivi dello studio

Obiettivo _primario: valutare la modificazione a 48h di scores di

insufficienza d'organo in pazienti con sepsi grave-shock settico e
AKI sottoposti a trattamento di CVVHD con HCOM

Obiettivi secondari:

¢ valutare le variazioni dei parametri emodinamici, con
particolare riferimento alle variazioni nel dosaggio di
inotropi/vasopressori durante la metodica di CVVHD con

HCOM
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¢ valutare le variazione negli indici di scambio e ventilazione
polmonare durante metodica di CVVHD con HCOM

¢ valutare il grado di rimozione delle citochine pro ed anti-
inflammatorie e la modificazione degli indici di flogosi
durante la metodica di CVVHD con HCOM

¢ valutare 1l ripristino della funzionalita renale dei pazienti
trattati

¢ valutare il possibile impatto della metodica di CVVHD con

HCOM sulla sopravvivenza a 28 giorni dei pazienti trattati

Disegno dello studio

Lo studio effettuato ¢ uno studio osservazionale, prospettico,
multicentrico, in cui ¢ stata valutata l'efficacia biologica e clinica
della. CVVHD con HCOM eseguita con sistema PrismafleX
eXeed™ System e membrana SepteX™ (Gambro™) in pazienti

critici con sepsi grave-shock settico associato ad AKI.

Popolazione dello studio

Lo studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico delle varie TI

toscane che hanno partecipato all'arruolamento dei pazienti
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(Azienda Ospedaliera Universitaria di Careggi, Azienda Sanitaria di
Firenze, Ospedale di Prato, Ospedale di Pistoia, Ospedale di
Empoli).

Ai fini dello studio sono stati considerati eleggibili tutti i pazienti
critici con diagnosi di sepsi grave-shock settico ed AKI, con
indicazione ad eseguire CRRT ed 1nizio del trattamento

extracorporeo entro le 12h dalla diagnosi stessa.

Criteri di inclusione

1. eta>18 anni
2. sepsi grave o shock settico secondo le definizioni
dell’”American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine Consensus Conference”, in particolare:
SEPSI: risposta sistemica ad una infezione (accertata o
sospetta) con 2 o piu delle seguenti:
¢ Temperatura corporea > 38°C 0 <36 °C
¢ Frequenza cardiaca > 90 bpm
¢ Frequenza respiratoria > 20 atti/min o PaCO, < 35 mmHg
¢ Conta leucocitaria > 12000 cell/mm?®, < 4000 cell/mm?’,

oppure > 10% di forme immature
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SEPSI GRAVE: sepsi associata a disfunzione di organo; in

particolare alterazioni a carico dei sistemi:

¢

nervoso centrale: riduzione della coscienza/encefalopatia
(confusione, agitazione e/o sonnolenza); EEG alterato
suggestivo di encefalopatia metabolica

cardiovascolare: PAS < 90 mmHg e/o riduzione > 40
mmHg rispetto al livello basale; aritmie; edemi da
aumento della permeabilita vascolare; riduzione delle
resistenze vascolari periferiche e/o; lattatemia > 2 mmol/I;
depressione miocardica al monitoraggio emodinamico
nvasivo

respiratorio: desaturazione; ipossiemia (con rapporto
Pa0,/Fi0, <300); cianosi centrale e periferica; necessita
di ventilazione meccanica

renale: stadio AKIN > 1

gastrointestinale: ileo e gastroparesi; insufficienza epatica
con aumento di bilirubina e indici di colestasi

metabolico: ipo o iper glicemia

emocoagulativo: alterazioni emocoagulative; CID
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- SHOCK SETTICO: ipotensione con segni di ipoperfusione

d’organo persistente nonostante adeguata fluidoterapia che

costringe all’impiego di amine per sostenere il circolo

3. danno renale acuto definito da stadio AKIN > 1 (incremento

creatininemia > 0.3 mg/dl o > 150-200% dal valore basale o volume

urinario < 0.5ml/kg/h per > 6h)

4. inizio precoce del trattamento con CVVHD con HCOM (non

successivo alle 12h dalla diagnosi di sepsi grave-shock settico).

Criteri di esclusione

l.

2.

gravidanza
pazienti gia sottoposti a CVVHD con HCOM durante lo stesso

ricovero ospedaliero

. Filtro diverso dal SepteX™ (Gambro™)

stato terminale

. 1inizio del trattamento dialitico successivo a 12h dalla diagnosi

CVVHD con HCOM e membrana SepteX™ (Gambro™)

secondo le modalita sotto elencate:

- dose effluente <35 ml/kg/h o flusso sangue < 100 ml/min

- durata del trattamento < 48h
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Procedure dello studio

Sono stati arruolati tutti 1 pazienti consecutivamente ammessi nei
reparti di TI coinvolti nello studio che hanno rispettato 1 criteri di
arruolabilita.

L'arruolamento ¢ avvenuto solo dopo aver ottenuto il consenso al
trattamento dei dati personali firmato dal paziente stesso o dai suoi
familiari.

Al fine di tutelare il diritto alla riservatezza in materia di dati
riguardanti la salute, ad ogni paziente ¢ stato attribuito un numero
progressivo che lo ha identificato durante lo studio.

Tale numero ¢ stato affiancato al nominativo del paziente
unicamente in un “Subject Identification Code List” custodito nel
centro in cui ¢ avvenuto I’arruolamento e di cui € responsabile lo
sperimentatore principale.

Attraverso il suo codice identificativo il paziente ¢ stato inoltre
inserito in forma anonima in un “patient enrollment log”; una copia
di tale documento ¢ stato periodicamente inviato al “principal
investigator” per 1’analisi dell’arruolamento nei vari centri dello

studio.
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Dei pazienti arruolati, sono stati registrati: dati generali (sesso, eta),
comorbilita, stato settico (sepsi grave o shock settico) e la sua
origine (presunta o accertata).

Prima dell'inizio del trattamento (TO), sono state registrate le
condizioni cliniche del paziente espresse tramite parametri
laboratoristici, cardiovascolari, respiratori e renali; inoltre ¢ stato
calcolato come score prognostico 'APACHE II (Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation II, [89]) e come score di gravita e
disfunzione d’organo il SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment, [90]).

La CVVHD con HCOM ¢ stata eseguita con sistema PrismafleX
eXeed™ System e membrana SepteX™ (Gambro™) e sono stati
impostati 1 seguenti parametri:

- flusso sangue > 130 ml/min

- dose effluente > 35 ml/kg/h

- flusso dialisato 500-8000 ml/h

- reinfusione pre-diluizione (PBP) 50-500 ml/h o post-diluizione
50-500 ml/h

- anticoagulazione standard con eparina
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Secondo la tempistica prevista dal protocollo, durante il trattamento
dialitico a 6h, 12h, 24h e 48h dal TO e dopo 24h e 48h dal termine
del trattamento stesso, sono stati registrati nuovamente 1 vari
parametri clinici, laboratoristici ed il SOFA.

Tutti 1 dati raccolti sono stati estrapolati dalle cartelle di reparto, in
quanto routinariamente previsti, sia come tipologia che come
frequenza, per 1 pazienti settici sottoposti a CRRT.

Ha fatto eccezione il dosaggio delle citochine pro infiammatorie
(IL-1B, IL-6, IL-10, TNFa) che ¢ stato effettuato dal Laboratorio
Generale della AOU Careggi.

Per ciascun paziente, sono state registrate anche la durata effettiva
del trattamento CVVHD con HCOM, il numero di set utilizzati
nelle prime 24h, 'eventuale causa di cambio del set (coagulazione
del filtro, tempo massimo di trattamento, ecc).

Inoltre sono stati valutati, sia al termine del trattamento dialitico che
al momento della dimissione dalla TI, lo stadio AKIN, la ripresa di
diuresi spontanea, la necessitd o meno di supporto farmacologico
con diuretici o la necessita di una terapia renale sostitutiva cronica.
Infine ¢ stato registrata la sopravvivenza del paziente al trattamento,

alla degenza in TI ed a 28 giorni.
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La scheda di arruolamento utilizzata per la raccolta dei dati dello

studio ¢ riportata nella Tabella 7.

Endpoints

Endpoint primario

In ogni paziente 1l grado di disfunzione d’organo ¢ stato valutato
mediante calcolo del SOFA score [90], un punteggio con scala di
valori compreso tra 0 e 24 che sintetizza il funzionamento dei
sistemi cardiovascolare, respiratorio, epatico, renale, dell’assetto
emocoagulativo e dello stato di coscienza.

La sua valutazione effettuata a 48h dall’inizio della terapia dialitica

¢ stata confrontata con il valore basale registrato al TO.

Endpoints secondari

¢ La valutazione delle variazioni dei parametri emodinamici
(Pressione Arteriosa Sistolica, PAS; Pressione Arteriosa Media,
PAM; Frequenza Cardiaca, Fc; Pressione Venosa Centrale,
PVC; Lattati) e del dosaggio di inotropi/vasopressori

(noradrenalina ed adrenalina) ¢ stata effettuata confrontando 1
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dati rilevati alle varie tempistiche previste dallo studio con quelli
registrati al TO.

La funzione di scambio polmonare ¢ stata studiata in tutti i
pazienti tramite la valutazione della variazione del rapporto di
Pa0,/Fi0O; e della pressione positiva di fine espirazione (PEEP)
utilizzata durante ventilazione meccanica misurate ai vari tempi
previsti dallo studio.

La rimozione delle citochine pro ed antinfiammatorie durante la
metodica ¢ stata valutata tramite confronto dei valori sierici di
IL-1PB, IL-6, IL-10 e TNFa a 24h, 48h di trattamento dialitico ed
a 24h dalla fine del trattamento rispetto ai valori basali presentati
a TO. Inoltre ¢ stato valutato il grado di modificazione degli
indici di flogosi (globuli bianchi; procalcitonina, PCT; proteina
C reattiva, PCR), rilevati nei vari tempi previsti dallo studio,
rispetto ai valori basali al TO.

Il ripristino della funzionalita renale nei pazienti trattati ¢ stato
valutato tramite misurazione dell’output wurinario e della
microalbuminuria al tempo 0, a 6h, 12h, 24h, 48h di trattamento
ed a 24h e 48h dalla fine del trattamento; ¢ stata inoltre valutata

la creatininemia sierica a 24h e 48h dal termine del trattamento.

56



¢ La variazione di sopravvivenza a 28 giorni dei pazienti trattati ¢
stata valutata confrontando I’effettiva mortalita dei pazienti

trattati con la mortalita attesa dall’APACHE II misurata a TO.
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Site Location and No.:

Patient Study ID number

Date of enrolment \ ICU admission

Sesso M F

Eta anni

Ipertensione arteriosa

BPCO

Diabete Mellito

Insufficienza renale cronica

Cardiopatia (NYHA I-1I o NYHA III-1V)
Vasculopatia (Coronarica o Periferica)
Neoplasia (Metastatica o Non metastatica)
- Malattie ematologiche maligne

Comorbilita

DATI RELATIVI AL MOMENTO DELL’ARRUOLAMENTO

Sepsi grave

tato setti i
Stato settico Shock settico

Respiratorio
Addominale
Urinaria
Ematica
SNC

Origine presunta o
accertata della sepsi

PARAMETRI ED INDICI DI DISFUNZIONE MULTIORGANO AL TEMPO 0

APACHE I
SOFA

PAS mmHg
PAM mmHg
. . . | FC bpm
Parametri cardiovascolari PVC mmHg
noradrenalina mcg/kg/min
adrenalina mcg/kg/min
Parametri Respiratori Pa02/Fi02
PEEP cmH,O
Output urinario ml/h
Parametri renali Creatininemia mg/dl
AKIN
Lattati mmol/L
GB x10°/L
PCT ng/ml
. ... | PCR mg/dl
Parametri laboratoristici L6 pe/dl
IL 1B pg/dl
TNF a pg/dl
IL 10 pg/dl
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MONITORAGGIO DEI PARAMETRI DURANTE IL TRATTAMENTO ED AL SUO

TERMINE

Parametri

Durante il trattamento

Dal termine del
trattamento

6h 12h 24h 48h

24h 48h

SOFA score

PAS mmHg

PAM mmHg

FC bpm

PVC mmHg

PaO2/Fi02

PEEP cmH,O

Output urinario ml/h

Creatinina mg/dl

Microalbuminuria mg/1

GB x10°/L

PCT ng/ml

PCR mg/dl

Lattati mEqg/L

IL 6 pg/dl

IL 1B pg/dl

TNF a pg/dl

IL 10 pg/dl

Durata effettiva del trattamento emodialitico hr

Numero di filtri utilizzati nelle prime 24h (Cause del cambio set)

INDICI DI OUTCOME

Al termine del
trattamento

Stadio AKIN

il paziente necessita di RRT

diuresi mantenuta con stimolo diuretico
ripresa della diuresi spontanea

Alla dimissione dalla TI

Stadio AKIN

il paziente necessita di RRT

diuresi mantenuta con stimolo diuretico
ripresa della diuresi spontanea

Mortalita

Tabella 7

Scheda raccolta dati pazienti arruolati nello studio.

Paziente deceduto durante il trattamento
Paziente deceduto in TI
Mortalita a 28 giorni
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PIANO STATISTICO

I dati qualitativi sono stati espressi come percentuale.

[ dati quantitativi sono stati espressi come mediana + range
interquartile.

La normalita delle distribuzioni campionarie ¢ stata valutata con il
test di Kolmogorov-Smirnov.

La differenza rispetto al TO dei vari parametri clinici e dei dati
laboratoristici rilevati secondo le diverse tempistiche previste dallo
studio ¢ stata valutata tramite il test di Wilkoxon dei ranghi con
segno (campioni non normalmente distribuiti) o tramite test t di
Student (campioni normalmente distribuiti), eseguendo test

bilaterali ad un livello di significativita o = 0,05.
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RISULTATI

Nel periodo compreso tra il 1 Febbraio 2013 ed il 1 Giugno 2014,
nelle TI partecipanti allo studio sono stati arruolati un totale di 17
pazienti (Grafico 1).

Le caratteristiche cliniche e le comorbilita presentate dai pazienti
arruolati sono riportate in Tabella 8.

Al momento dell’inizio del trattamento di purificazione ematica,
1'88% dei pazienti era in stato di shock settico (Grafico 2).

L’origine dell’infezione ¢ risultata essere di natura polmonare nella
maggior parte dei casi (Grafico 3).

Gli agenti infettivi piu frequentemente riscontrati sono stati batteri
gram negativi (Escherichia coli 5 casi, Klebsiella pneumoniae 3
casi, Pseudomonas aeruginosa 3 casi, Serratia marcescens 1 caso);
meno frequenti le infezioni sostenute da gram positivi
(Streptococcus epidermidis 3 casi, Streptococcus pneumoniae 2
casi, Staphylococcus aureus 2 casi) e da miceti (Candida spp. 3

casi).
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B TI Ospedale di Prato

35% . S

B Sub Intensiva Cardiologica
Medico Chirurgica AOUC
TI Oncologica AOUC

B TI Cardiologica Medico
Chirurgica AOUC

12% 24%
Grafico 1

Provenienza dei pazienti arruolati nello studio.

Eta (anni) 78 +13

65% donne
35% uomini

Sesso

Ipertensione arteriosa 65%

BPCO 82,6%

Diabete Mellito 76,5%

Insufficienza Renale Cronica 11,8%
Cardiopatia NYHA I-11 17,7%
Cardiopatia NYHA III-1V 23,5%
Coronaropatia 41,2%

Vasculopatia periferica 17,7 %
Neoplasia non metastatica 17,6%
Malattie ematologiche maligne 5,8%

APACHEII 22+ 10

Stadio I 47%
AKIN al TO Stadio II 29,4%
Stadio III 23,6%

Comorbilita

Tabella 8

Comorbilita e caratteristiche cliniche al TO.
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12%

M Sepsi grave
B Shock settico

88%

Grafico 2

Stato settico al momento dell'arruolamento (TO).

17,6%

B Ematogena
M Urinaria
Addominale

0,
4% M Respiratoria

Grafico 3

Origine della sepsi nella popolazione in studio.
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[ parametri clinico-laboratoristici e gli indici di disfunzione
d’organo evidenziati nei pazienti arruolati ai diversi intervalli di
tempo previsti del protocollo di studio sono espressi in Tabella 9.

In particolare, nella popolazione esaminata ¢ stata osservata una
riduzione del SOFA score mediano nell'ordine del 38,5%, da 13 [+
3] a 8 [£3] (Grafico 4).

Il confronto tra 1 SOFA score calcolati negli intervalli di tempo
previsti dallo studio ed il SOFA score basale al TO, ha evidenziato
differenze statisticamente significative con punteggi pari a 12 [+ 3]
(p <0,001), 11 [£3] (p=0.003), 8 [=3] (p<0,001)e 8 [£3] (p=
0.002), osservati rispettivamente a 6h, 12h, 24h e 48h dall'inizio del
trattamento.

Inoltre la riduzione del SOFA score si € mantenuta anche 24h e 48h
dopo il termine del trattamento, con valori rispettivamente di 7 [+ 1]
(p<0,001)e 7 [+ 3] (p=0.001).

Durante il trattamento ¢ stata osservata una sostanziale stabilita di
tutti 1 parametri emodinamici ed una riduzione statisticamente
significativa nel dosaggio di noradrenalina a 12h (p = 0.02), a 24h
(p = 0.005), a 48h dall'inizio del trattamento (p = 0.004) ed a 24h

dopo il termine del trattamento (p = 0,001), Grafico 5 ¢ 6.
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Parametri | TO T6 T12 T24 T48 T24p T 48p
SOFA 1343 1243* 11+4%* 8+3* 8+3* TE1* T4£3*

PAS 100+£53 107420 110+27 110+£19 120460 111+59 122430
PAM 30423 70£15 70+£10 70+15 75£16 70420 70£15

FC 80+15 85+14 80+14 80+16 80+21 82423 84+20
PVC 1035 12445 11+7 1348,5* 14+8% 1144 11+4
Lattati 23422 2423 2+1,6 1,4+1.4 1,51 1,5+8 1£0,8
Noradren | 0,2+0,2 0,2+0,2 0,2+0,1* 0,1+0,2%* 0,06+0,1°%* 0,04+0,1%* 0

Adren 0,05+0,1 0,05+0,05 0 0 0 0 0
PaO2/FiO2 | 164+100 240+99* 227+97% 235+164* 238+160%* 281+60* 267+100%*
PEEP 6+4 8+5 8+5 743 6+5 6+2 5+6
Outputur | 40+60 18460 30460 20460 20£100 95+50* 100+50%*
Microalbum | ---------- 35,9+76,4 15,2433,7* | 57,5+103,7 | 49,3+79,4 15,6+41,3 25,6+12,8
Creatinina | 1,85+3,25 1,5242,47*% | 1,144£2,01* | 0,97+1,5* 0,67£0,39*  0,89+1,13*  |0,80+1,11*
Gl bianchi | 17,3£24 17,14£24* 13,1£19,5 |10,3+15,1 11,1£9.4 9,6+7,7 9,8£10
PCT 6+22,5 5,8+17* 5422,1 5,1£16,2* 2,5£16,5* 1,6£3,9* 1,2+1,6*
PCR 104+125,1 1054237,8% | 116+266,5* | 102+289,4* |80,4+136,9 |34,5£51,9* |27+55,8*
TNFa 45,7436,2 39,13£31,67 |33,5£19,8 26,148,81% | -mmomemeeeee-
IL6 3185,3+10562 665,9£1633* | 172,5£254,5* | 139,54£269,7* | --------n-m--
IL 1B 33,7£109,2 9,3+12,1 5,9+3,8% 52+0,7 |
IL 10 132+215,9 68,6+130,7 |36,7+51,8 30,3+48,2 | --m-mmemeee-
Tabella 9

Parametri clinici, indici di disfunzione d'organo e parametri

laboratoristici dei pazienti arruolati ai diversi intervalli di tempo

previsti dallo studio.

* p<0,05 vs T0
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Grafico 4

SOFA score mediano nella popolazione in studio.
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Sia durante 1l trattamento CVVHD con HCOM che a 24h e 48h dal
suo termine, ¢ stato osservato un progressivo miglioramento della
funzione di scambio polmonare.

In particolare, ¢ stato osservato un incremento statisticamente
significativo del rapporto PaO,/FiO, a 6h (p = 0,007), a 12h (p =
0,01), a24h (p=0,01) ed a 48h di trattamento (p = 0,04).

Tale miglioramento ¢ stato mantenuto anche a 24h (p = 0,05) ed a
48 h dal termine del trattamento (p = 0,03).

Inoltre, pur non raggiungendo valori di significativita statistica, il
miglioramento del rapporto PaO,/FiO, ¢ risultato essere associato
anche ad una riduzione del livello di PEEP utilizzato durante la

ventilazione meccanica dei pazienti in studio (Grafico 7).
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Funzioni di scambio polmonare della popolazione in studio.
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Riguardo alla concentrazione delle citochine ematiche circolanti, ¢
stata osservata una riduzione statisticamente significativa per i
valori di IL-6 a 24h e 48h dopo I’inizio del trattamento rispetto ai
valori basali (665.9 + 1633 pg/dl p=0.04 ¢ 172.5 £254.5 pg/dl p =
0.03, rispettivamente).

Una minore significativita statistica ¢ stata evidenziata per la
variazione della concentrazione di IL-1p a 48 ore dall’inizio del
trattamento (5.9 pg/dl [+ 3.8] p = 0.02); analoghi risultati sono stati
osservati sia per il valore di TNFa (26.1 £ 8.81 pg/dl p = 0.02) sia
di IL-6 (139.5 = 269.7 pg/dl p = 0.02) a 24h dal termine del
trattamento.

Differenze statisticamente significative rispetto a TO sono state
osservate anche nei valori di procalcitonina (PCT) registrati a 6h (p
=0,01), a 24h (p < 0,001) e 48h (p = 0.01) durante il trattamento;
tali condizioni si sono mantenute anche a 24h (p < 0,001) ed a 48h
(p <0,001) dal termine del trattamento.

Risultati diversi sono stati osservati invece per la proteina C reattiva
(PCR), per la quale ¢ stato osservato un incremento significativo di
concentrazione a 6h (p = 0,03) ed a 12h (p = 0,04) dall'inizio del

trattamento.
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Una riduzione statisticamente significativa ¢ stata invece riscontrata
a 24h (p = 0,02) ed a 48h dal termine del trattamento ( p < 0.001).
Le modificazioni delle concentrazione delle citochine e degli altri

indici di flogosi ¢ rappresentato in Grafico 8 e 9.
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Indici di flogosi durante il periodo dello studio.
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La durata effettiva del trattamento CVVHD con HCOM nella
popolazione in studio ¢ stata di 72 + 65h; la durata temporale del
primo filtro ¢ stata in media di 71 + 32h e la causa piu frequente del
cambio del set nelle prime 24h di trattamento ¢ stata la
coagulazione del filtro stesso.

Il trattamento CVVHD con HCOM ¢ stato associato ad un
sostanziale miglioramento degli indici di funzionalita renale, che si
¢ mantenuto anche alla dimissione dei pazienti dalla TI, come
illustrato in Grafico 10, 11 e 12.

Rispetto al TO sono state osservate variazioni significative di
creatininemia a 24h (p = 0,003) ed a 48h (p = 0,0053) dal termine
del trattamento.

Analogo miglioramento, ¢ stato osservato per l'output urinario a
24h (p = 0,04) ed a 48h (p = 0,01) dal termine del supporto
CVVHD con HCOM.

La mortalita a 28 giorni dei pazienti trattati con CVVHD con
HCOM ¢ stata pari al 25% (12% durante il trattamento, 23%
durante la degenza in TI); il confronto rispetto alla mortalita
predetta dal calcolo dell APACE 1II score al TO ¢ illustrata in

Grafico 13.
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Grafico 10

Evoluzione AKI (espressa come classe AKIN) al TO0, alla fine del

trattamento ed alla dimissione dalla TI.
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Grafico 11

Funzionalita renale al termine del trattamento CVVHD con HCOM.
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Grafico 12

Funzionalita renale al momento della dimissione dalla TT.
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Mortalita predetta al TO e mortalita osservata a 28 giorni.
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DISCUSSIONE

L'insorgenza di AKI-sepsi correlata rappresenta un fattore di rischio
indipendente di mortalita e morbilita per 1 pazienti critici ricoverati
in TI [5, 70].

In questo contesto, ¢ ormai ampiamente noto il ruolo
fisiopatologico delle citochine quali elementi centrali delle vie di
segnalazione molecolare alla base delle disfunzioni multiple
d'organo e del quadro di immunodisregolazione tipicamente
riscontrato nei pazienti settici [30, 25].

Queste evidenze sono alla base del crescente impiego della CRRT
come metodica atta non solo al supporto della funzionalita renale,
ma anche come strategia di trattamento adiuvante per 1'eliminazione
delle citochine dal circolo ematico al fine di ripristinare 1'immuno-
omeostasi [24, 43-46].

Tra le numerose tecniche depurative extra-corporee descritte in
letteratura, 1’utilizzo di HCOM rappresenta un nuovo promettente
approccio terapeutico.

Ci0 nonostante, sono ancora scarsi gli studi clinici effettuati per

dimostrarne un chiaro e significativo ruolo in termini di variazione

78



dei livelli ematici di citochine circolanti e dell'impatto clinico
attraverso la riduzione della disfunzione multipla d'organo ed il
miglioramento dell'outcome.

Alla luce di queste premesse, abbiamo pertanto ritenuto utile
effettuare il  presente studio osservazionale prospettico
multicentrico, in cui ¢ stata valutata l'efficacia biologica e clinica
della CVVHD con HCOM eseguita con sistema PrismafleX
eXeed™ System e membrana SepteX™ (Gambro™) in pazienti
critici con sepsi grave-shock settico associato ad AKI.

Nello studio effettuato sono stati arruolati 17 pazienti, nella
maggior parte di essi (88%) la diagnosi clinica ¢ stata quella di
shock settico.

La diagnosi infettiva di piu frequente riscontro ¢ stata quella di
origine respiratoria sostenuta da batteri quali Staphyloccoccus spp.,
Streptococcus spp., Pseudomonas spp.

Questi risultati sono in linea con quanto riportato in letteratura in
diversi studi osservazionali che riportano 1’epidemiologia delle
infezioni in T1 [20].

Le condizioni cliniche osservate al momento dell’arruolamento

nello studio (TO) sono simili a quanto riportato da Morgera in uno
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studio osservazionale prospettico condotto su pazienti settici trattati
con HCOM-CVVHD [88].

Con particolare riferimento all’obiettivo primario del nostro studio,
¢ stata osservata una riduzione statisticamente significativa nei
valori di SOFA score durante il trattamento ed in particolare a 48
ore dal TO (p <0.002).

Tali risultati sono del tutto sovrapponibili a quelli derivanti da uno
studio prospettico ideato per confrontare la tecnica diffusiva e
quella convettiva in trattamenti di sostituzione renale con HCOM in
pazienti con AKI-sepsi correlata [82].

Gli Autori hanno descritto una riduzione significativa sia dello
score APACHE 1II che del MODS (score ripetitivo per la
disfunzione d’organo utilizzato in alcuni studi in alternativa al
SOFA).

Nel nostro studio la riduzione negli indici di disfunzione d’organo ¢
stata accompagnata da una riduzione nei dosaggi di vasopressori ed
inotropi utilizzati per mantenere adeguate pressioni di perfusione
tissutale e da un incremento negli indici di ossigenazione e scambio

polmonare.

80



In particolare, partendo da un dosaggio mediano di noradrenalina di
0,2 pg/Kg/min al momento dell’inizio del trattamento, ¢ stata
osservata una diminuzione a 0,1 pg/Kg/min dopo 24h, a 0,06
ug/Kg/min dopo 48h e¢ 0,04 pg/Kg/mina a 24h dalla fine del
trattamento emodialitico fino ad arrivare ad una completa
sospensione dell’infusione entro le 48h dalla fine del trattamento.
Un trend simile ¢ stato individuato analizzando i1 dosaggi di
adrenalina nel tempo: da un dosaggio mediano di 0,05 ug/Kg/min al
momento dell’inizio della terapia dialitica, infatti, ¢ stata osservata
una sospensione dell’infusione della stessa gia dopo 12h di
trattamento.

La riduzione del dosaggio di inotropi/vasopressori non ¢ stata
associata a variazione dei parametri emodinamici e degli altri indici
di perfusione periferica.

Tali risultati sono in linea con quanto osservato in letteratura; in
particolare, in un trial clinico prospettico randomizzato, Morgera ha
evidenziato una netta riduzione dei dosaggi di noradrenalina
necessari per mantenere adeguate pressioni arteriose medie in
pazienti assegnati al trattamento con HCOM rispetto a quelli trattati

con membrane high-flux [81].
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Secondo 1 dati di questo studio, infatti, 1 pazienti sottoposti al
trattamento con HCOM presentavano un dosaggio mediano di
noradrenalina pari a 0,3 pg/Kg/min al momento d’inizio del
trattamento e pari a 0,13 pg/Kg/min alla fine del trattamento,
avvenuto dopo 48h; la riduzione del dosaggio di noradrenalina nel
gruppo di pazienti sottoposto al trattamento emopurificativo ad alto
flusso non ¢ risultata essere altrettanto significativa [81].

Il trend in diminuzione dei dosaggi di noradrenalina nei pazienti
sottoposti a CVVHD con HCOM mostrato da quest’ultimo trial si ¢
rivelato simile a quello osservato nel nostro studio, in cui, partendo
da un dosaggio iniziale di 0,2 pg/Kg/min, dopo 48h di trattamento ¢
stata riscontrata una riduzione del dosaggio di 0,14 ng/Kg/min fino
ad arrivare a 0,06 pg/Kg/min.

Nel nostro studio abbiamo osservato anche un miglioramento della
funzionalita polmonare, che ¢ iniziata durante il trattamento e che si
¢ mantenuta anche dopo la sua sospensione.

Sebbene I’incremento dei valori di PaO,/FiO, possano essere
correlati ad una riduzione della disfunzione della barriera

endoteliale indotta dal calo di peso imposta dalla metodica di
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CRRT, un effetto antiinfiammatorio diretto non puo essere escluso.
Non esistono tuttavia dati in letteratura a riguardo.

Numerose evidenze suggeriscono come il miglioramento delle
condizioni cliniche sia strettamente associato alla rimozione
extracorporea effettuata dalla metodica di CVVHD con HCOM nei
confronti delle citochine ematiche circolanti.

Come gia ampiamente argomentato, il razionale fisiopatologico
dell’utilizzo delle HCOM ¢ la piu efficace rimozione dei mediatori
inflammatori con elevato peso molecolare, ottenibile tramite
aumento della grandezza dei pori della membrana, elemento
costruttivo che le caratterizza rispetto a quelle tradizionalmente
utilizzate.

In particolare, nella nostra casistica ¢ stata osservata una riduzione
significativa per I’IL-6.

Sebbene non registrata durante il trattamento, una differenza
statisticamente significativa ¢ stata riscontrata anche nei valori di
TNFa a 24h dalla fine del supporto extra-corporeo (26,1 pg/dl)
rispetto al TO (45,7 pg/dl).

Questi risultati sono in linea con quanto dimostrato da numerosi

studi in letteratura.
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In particolare, in un trial controllato, cross-over, con
randomizzazione in doppio cieco, Haase et al. [80] hanno osservato
una differenza significativa nelle capacita depurative fra le HCOM
e le membrane standard ad alti flussi.

In questo studio gli autori hanno registrato una notevole e costante
diminuzione della concentrazione di I1L-6 gia dopo 4h di
trattamento nei pazienti sottoposti alla metodica con HCOM; gli
stessi risultati sono stati osservati anche per altre citochine, quali
IL-8, IL-10 [80].

In letteratura 1’efficacia delle HCOM nella rimozione delle
citochine ¢ stato descritto anche per condizioni cliniche particolari:
Kade et al. [67] hanno riportato una riduzione di IL-4, IL-6, IL-10 e
IL-12 in pazienti con disfunzione multi organo dovuta a sepsi € in
seguito ad arresto cardiaco; Chelazzi et al. [89] hanno studiato
I’effetto della terapia con CVVHD con HCOM in casi di pancreatite
acuta grave (SAP), osservando una netta riduzione della
concentrazione ematica delle citochine, ed in particolare dell’IL-6,
riconosciuta come una delle piu importanti molecole implicate nella

fisiopatologia della SAP stessa.
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Al contrario nello studio prospettico condotto da Yaroustovsky et
al. [90] in una popolazione di pazienti cardiochirurgici in shock
settico, non sono state osservate variazioni in termini di
concentrazioni di citochine ematiche circolanti tra 1’inizio ed il
termine del trattamento con HCOM ed emoadsorbimento per LPS.
A differenza del trattamento eseguito nel nostro studio,
Yaroustovsky et al. hanno effettuato un trattamento di emodialisi
intermittente: questo potrebbe spiegare la riduzione di efficacia
clinica ottenuta in una popolazione di pazienti sottoposti ad un
trattamento depurativo piu aggressivo e con un'efficienza ridotta per
la riduzione dei tempi di trattamento.

Per quanto riguarda gli altri indici di flogosi, nel nostro studio ¢
stata osservata una riduzione significativa e costante per la PCT.
Come ipotizzato in studio condotto da Caldini et al. [91], le
variazioni della concentrazione di PCT durante il trattamento
CVVHD con HCOM sono sicuramente determinate da diversi
fattori fra 1 quali, da una parte 1’attenuazione della risposta
inflammatoria dovuta alla rimozione citochimica diretta, dall’altra

I'aumentata rimozione ematica della PCT stessa per filtrazione.
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Questo ultimo punto ¢ facilmente spiegabile considerando il suo
peso molecolare (13 kDa), ben al di sotto del cut-off della
membrana (60 kDa).

Sebbene questo fenomeno riduca la possibilita di utilizzare la PCT
quale biomarkers di sepsi utile nel guidare il trattamento ed il
follow up, tale effetto puo essere interpretato in maniera positiva
considerando il ruolo fisiopatologico della PCT in corso di
infezione [91].

Considerate le limitazioni della PCT come biomarkers in pazienti
settici sottoposti a CVVHD con HCOM, diversi autori propongono
I’utilizzo della PCR [91].

Considerando infatti il suo maggiore peso molecolare (115 kDa), ¢
pressoché escludibile un’eliminazione diretta tramite 1 pori della
membrana.

Nel nostro studio I’iniziale incremento dei valori di PCR potrebbe
in parte essere spiegato tramite I’effetto di emoconcentrazione
secondario alla rimozione di fluidi ed al calo di peso imposto dalla
metodica di CRRT, ma anche dall’effetto infiammatorio diretto
indotto dal contatto del sangue con una superficie non self (tubi,

filtro ecc).
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Tale effetto ¢ comunque risultato limitato nel tempo ed 1 valori
osservati dopo 24h e 48h dall’interruzione del trattamento (34,5
mg/dl e 27 mg/dl) sono comunque risultati inferiori rispetto 1 valori

basali (104 mg/dl).

Riguardo gli altri endopint secondari del nostro studio, abbiamo
osservato un progressivo miglioramento degli indici di funzionalita
renali sia durante trattamento con CVVDH e HCOM, sia al suo
termine, con necessita di RRT cronica solo nel 6% dei malati alla
dimissione dalla TI.

Rispetto inoltre ad una mortalita attesa secondo APACHE score del

45%, la mortalita osservata a 28 giorni ¢ stata del 35%.
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CONCLUSIONI

Pur considerando le limitazioni derivanti dall'analisi di una casistica
limitata, riteniamo che il nostro studio sia riuscito a dimostrare che
la CVVHD con HCOM, aumentando la clearance dei mediatori
flogistici, riduca le disfunzioni multiorgano (sia cardiovascolare che
polmonare e renale), migliorando quindi I'outcome dei pazienti con
AKI-sepsi grave/shock settico correlata.

Per una definitiva conferma dei nostri dati saranno necessari studi
con casistiche piu ampie e possibilmente con procedura di

randomizzazione e gruppo di controllo.
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