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RESUMO



O estresse oxidativo é reconhecido como caracteristica fundamental
da sepse e pode ser uma via comum para o desenvolvimento da lesdo renal aguda
(LRA). Alguns biomarcadores para a deteccdo precoce da LRA tem sido estudados,
no entanto, apesar da importancia no combate ao estresse oxidativo, a atividade
da superodxido dismutase 1 (SOD1) ainda ndo foi avaliada na LRA em pacientes
criticos. Nosso objetivo foi avaliar a atividade eritrocitdria da SOD1 como
preditora de LRA em pacientes com choque séptico.

Este é um estudo prospectivo observacional que avaliou 175
pacientes consecutivos, maiores de 18 anos e com choque séptico na admissao na
Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Foram excluidos 43 pacientes. Assim, 132
pacientes foram incluidos no estudo. Nas primeiras 24 horas da admissao dos
pacientes, foram coletados os dados demogréficos e amostras de sangue para
determinacdo da atividade eritrocitiria da SOD1 e da concentracdo do
malondialdeido (MDA). Todos os pacientes foram acompanhados durante a
internacdo na UTI e o desenvolvimento da LRA foi avaliado. Além disso, também
foram avaliados 17 individuos controle.

A média de idade dos pacientes com choque séptico foi 63,2 + 15,7
anos, 53% eram homens e a mediana do tempo de internacdo na UTI foi de 8 (4-
16) dias. Aproximadamente 51% dos pacientes desenvolveram LRA durante a
internacdo na UTI. A mediana da atividade eritrocitaria da SOD1 foi 2,92 (2,19-
3,92) U/mgHb. Quando comparado com os individuos controle, os pacientes com
choque séptico tiveram uma maior concentracdo sérica de MDA [grupo choque:
1,4 (0,8-2,2) ymol/L vs grupo controle: 0,8 (0,5-1,1) pmol/L; p: 0,003] e menor
atividade eritrocitdria da SOD1 [grupo choque: 2,9 (2,2-3,9) U/mgHb vs grupo
controle: 4,4 (3,3-4,7) U/mgHb; p: 0,001]. Na andlise univariada, a atividade
eritrocitaria da SOD1 foi menor nos pacientes que desenvolveram LRA. A analise
da curva ROC revelou que a menor atividade eritrocitdria da SOD1 foi associada
com o desenvolvimento LRA no ponto de corte < 3,32 U/mg Hb. No modelo de
regressdo logistica, atividade da SOD1 maior que 3,32 U/mg Hb foi associada com
protecdo do desenvolvimento de LRA quando ajustado pela hemoglobina, fésforo
e escore APACHE II (OR: 0,309; IC 95%: 0,137-0,695; p: 0,005) e quando ajustado

pela idade, género, doenca renal cronica, categoria da admissdo (clinica ou
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cirurgica) e escore APACHE II (OR: 0,129; IC 95%: 0,033-0,508; p: 0,003). Em
conclusdo, a atividade eritrocitaria da SOD1 é um biomarcador precoce de LRA

em pacientes com choque séptico.

Palavras-chave: superoxido dismutase; lesdo renal aguda; sepse; estresse

oxidativo.
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ABSTRACT



Oxidative stress is recognized as a fundamental characteristic of
sepsis and may be a common pathway for the development of acute kidney injury
(AKI). Some biomarkers for early detection of AKI have been studied, however,
despite the importance in combating oxidative stress, the activity of superoxide
dismutase 1 (SOD1) has not been evaluated in AKI in critically ill patients. Our
objective was to evaluate erythrocyte SOD1 activity as predictor of AKI in
patients with septic shock.

This is a prospective observational study that evaluated 175
consecutive patients over the age of 18 years with septic shock upon Intensive
Care Unit (ICU) admission. Forty-three patients were excluded. Thus, 132 patients
were enrolled in the study. In the first 24 hours of the patients’ enrollment,
demographic information was recorded and blood samples were taken to
determine the erythrocyte SOD1 activity and the concentration of
malondialdehyde (MDA). All patients were followed throughout the ICU stay, and
the development of AKI was evaluated. In addition, we also evaluated 17 control
subjects.

The mean age of patients with septic shock was 63.2 + 15.7 years;
53% were male, and the median ICU stay was 8 (4-16) days. Approximately 51%
of patients developed AKI during the ICU stay. The median erythrocyte SOD1
activity was 2.92 (2.19-3.92) U/mg Hb. When compared to control subjects,
septic shock patients had a higher serum MDA concentration [shock group: 1.4
(0.8-2.2) pumol/L vs control group: 0.8 (0.5-1.1) pmol/L; p: 0.003] and lower
erythrocyte SOD1 activity [shock group: 2.9 (2.2-3.9) U/mgHb vs control group:
4.4 (3.3-4.7) U/mgHb; p: 0.001]. In univariate analysis, erythrocyte SOD1 activity
was lower in patients who developed AKI. The ROC curve analysis revealed that
lower erythrocyte SOD1 activity was associated with AKI development at the
cutoff of < 3.32 U/mg Hb. In the logistic regression models, SOD1 activity higher
than 3.32 U/mg Hb was associated with protection of AKI development when
adjusted by hemoglobin, phosphorus and APACHE II score (OR: 0.309;
CI195%:0.137-0.695; p=0.005) and when adjusted by age, gender, disease chronic
renal, admission category (medical or surgery) and APACHE II score (OR: 0.129;
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CI195%:0.033-0.508; p= 0.003). In conclusion, erythrocyte SOD1 activity is an
early predictor of AKI in patients with septic shock.

Keywords: superoxide dismutase; acute kidney injury; sepsis; oxidative stress.
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INTRODUCAO



Mundialmente, o choque séptico é uma das principais causas de 6bito
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), correspondendo a 1 ébito em cada 4
pacientes criticos e por isso é considerado importante problema de saude
publica.!

A taxa de mortalidade do choque séptico varia de acordo com o pais
estudado. Na Europa e nos Estados Unidos a mortalidade varia de 30 a 50% dos
casos." No Brasil, segundo o Instituto Latino Americano de Sepse, a mortalidade

foi de 65% em 2015.2

(¢

Apesar da elevada mortalidade, a incidéncia do choque séptico nao

()

bem conhecida e, de maneira geral, os dados sdo altamente varidveis devido
diferenca nos critérios diagndsticos utilizados e também limitada ao numero de
leitos de UTT disponiveis em cada pais.’?

Nos Estados Unidos, ocorrem cerca de 750.000 mil casos de choque
séptico por ano, porém sabe-se que a sua incidéncia estd aumentando e
atualmente os custos para o seu tratamento atingem 20 bilhdes de dédlares/ano.*
Dados epidemioldgicos recentes estimam a ocorréncia de sepse em UTI do Reino
Unido e da Franca em 27,1% e 12,4% dos pacientes, respectivamente.’

Na América Latina, incluindo o Brasil, os dados sobre a prevaléncia e
evolucdo da sepse em UTI sdo raros e pouco atuais, atingindo cerca de 27% no
Brasil.* Entre os fatores responsaveis pelo aumento da prevaléncia destacam-se o
envelhecimento da populacdo, que apresentam maior nimero de comorbidades;
maior sobrevida de pacientes imunossuprimidos e com doencas debilitantes;
emprego mais frequente de técnicas invasivas (cateteres vesicais, tubos
endotraqueais, cateteres intravasculares); aumento no numero das infeccoes
hospitalares e melhor reconhecimento da sepse.*

Durante alguns anos a sepse foi definida como sindrome da resposta
inflamatéria sistémica (SIRS) associada a infeccdo presumida ou evidente.” A
associacdo da sepse com hipoperfusiao tecidual, que melhorava apds adequada
ressuscitacdo hemodinamica, caracterizava a sepse grave.® Ja o choque séptico era
definido como quadro de sepse grave com manutencdo da hipotensdo apesar de

adequada reposicdo volémica e necessidade de drogas vasoconstritoras.
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Recentemente, foi publicada nova diretriz onde foram modificados
os critérios diagndsticos.! O conceito sepse grave foi extinto e a SIRS considerada
como resposta adaptativa a infeccdo.

A sepse passou a ser definida como presenca de disfuncdo organica,
avaliado pela pontuacdo do escore SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) >
2 ou quick SOFA > 2 e presenca de infeccdo provédvel ou documentada.' O escore
SOFA apresenta pontuacdo mdxima de 24 pontos e avalia a disfuncdo de seis
orgdos ou sistemas: respiratério (relacdo PaO,/FiO,), hematolégico (plaquetas),
hepatico (bilirrubina), cardiovascular (pressao arterial média com ou sem uso de
droga vasoativa), sistema nervoso central (escala de Glasgow) e renal (creatinina
e débito urinario). O quick SOFA por sua vez avalia trés parametros: alteracdo do
estado mental, frequéncia respiratéria > 22 mpm e pressdo arterial sistélica <
100 mmHg.*

Ja o choque séptico, passou a ser caracterizado pela presenca de
sepse com importantes anormalidades circulatérias, metabdlicas e celulares
capazes de aumentar drasticamente a mortalidade.! Clinicamente, os pacientes
com choque séptico passaram a ser identificados pela presenca de sepse associada
ao lactato sérico acima de 2 mmol/L, hipotensdo tecidual nao responsiva a
reposicdo de volume (>30mL/Kg/min) e necessidade de introducdo de drogas
vasopressoras para manutencdo da pressdo arterial média acima de 65mmHg.*

Atualmente, a sepse é vista como uma resposta do hospedeiro a
infeccdo, em que mecanismos pré e antiinflamatérios podem contribuir tanto
para a resolucdo da infeccdo e recuperacdo dos tecidos quanto para a lesdo
organica e infec¢des secundarias.® Além disso, a resposta a infeccdo é dependente
do tipo de patégeno (carga e viruléncia) e do hospedeiro (caracteristicas
genéticas e presenca de comorbidades).

Durante a sepse ocorre a invasdo do organismo por agentes
infecciosos, que podem ser bactérias, virus ou fungos. Os componentes da parede
celular das bactérias gram-negativas e gram-positivas, além da infeccdo fiingica,
sdo os principais ativadores da resposta inflamatéria do hospedeiro, que apesar
de importantes para destruir os microorganismos invasores, podem aumentar de

forma descontrolada e evoluir para choque séptico.®
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Podemos dividir em trés alteracdes sistémicas fundamentais
observadas no choque séptico: alteragées hemodinamicas, microcirculatorias e
disfuncdo mitocondrial.

As arteriolas e o endotélio vascular sdo os maiores responsaveis pelas
alteracdées hemodinamicas observadas no choque séptico. Primeiramente, ocorre
vasodilatacdo intensa, em maior parte devido ao aumento na producdo de 6xido
nitrico pelo endotélio vascular, a hiperpolarizacdo das membranas das células
musculares lisas das arteriolas e ao esgotamento dos estoques de vasopressina,
liberada nas primeiras horas do choque.’

O oxido nitrico ativa o monofosfato de guanosina ciclico (GMP) e
uma quinase responsavel por desfosforilar a miosina das células musculares lisas
das arteriolas e reduzir a contracdo muscular. A hiperpolarizacdo da membrana
promove a abertura dos canais de potdssio ATP dependentes, com consequente
eliminacdo deste para fora da célula, impedindo a abertura dos canais de célcio
responsdveis pela vasoconstricao.®

Além das alteracdes hemodinamicas, é importante destacarmos as
alteracées microcirculatérias, que sdo independentes da pressdo arterial e
caracterizadas pela reducdo da densidade capilar, aumentando a distancia para
difusdo de oxigénio para os tecidos.’

Uma das maiores causas atribuidas para as alteracées na
microcirculacdo é a disfuncdo endotelial. As células endoteliais quando ativadas
pelas endotoxinas da membrana bacteriana e pelas citocinas inflamatoérias (TNF-q,
IL-1, IL-6 e IL-8), adquirem funcdo pro-coagulante e pré-trombética.” A formacao
de trombos na microcirculacdo e a adesdo de leucdcitos no endotélio vascular
levam ao estreitamento do vaso e a redistribuicdo do fluxo sanguineo,
contribuindo ainda mais para o agravamento da hipéxia tecidual.’

Em relacdo a disfuncdo mitocondrial, estudos experimentais e
clinicos sdo controversos. Alguns estudos mostraram reducdo da atividade dos
complexos mitocondriais e, mesmo com a oferta adequada de oxigénio, as células
mantiveram o metabolismo anaerdbico.'® Entretanto, essa disfuncdo depende do
6rgao estudado e parece ser uma alteracdo dinamica ao longo do processo da

sepse, sendo mais frequente nos pacientes que evoluem ao ébito.*
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Concomitantemente a esses processos adaptativos, os patdgenos
invasores sdo também responsaveis por ativar a resposta imune inata através da
interacdo com receptores que reconhecem estruturas conservadas nas espécies
microbianas.® Esses receptores sdo o toll-like receptors (TLR), C-type lectin
receptors (CLR), retinoic acid inducible gene 1-like receptors (RLR) e nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptors (NLR).®

A ativacdo desses receptores desencadeia uma resposta pro-
inflamatodria que, se exagerada, pode levar a danos teciduais e necrose celular.
Para atenuar esses efeitos o sistema imune ativa mecanismos celulares, humorais
e neurais.® Os fagdcitos, por exemplo, mudam para um fenétipo antiinflamatoério
que promove a reparacdo tecidual. Ocorre aumento da producdo de células T
reguladoras e células supressoras mieldides, que reduzem ainda mais a resposta
inflamatéria.®

Além disso, a ativacdo de mecanismos neurais pode inibir o processo
inflamatério. Interessante destacarmos que pacientes que sobrevivem a fase
inicial do choque séptico, mas que permanecem dependentes de cuidados
intensivos, tem evidéncias de imunossupressdo.®

Diante de todas as alteracdes observadas no choque séptico, a
hipoperfusdo tecidual pode ser considerada a mais grave por estar presente
durante toda a evolugdo da doenca e ser a maior causa de disfuncdo de multiplos
6rgaos (DMO). Inicialmente a hipoperfusao ocorre em decorréncia das alteracdes
hemodinamicas, principal responsavel pela mortalidade precoce nos pacientes
sépticos.'* Posteriormente, a hipoperfusdo ocorre devido as alteracdes
mitocondriais e microcirculatdrias'' que levam a hipéxia tecidual em diversos
érgaos e sistemas, com destaque para o comprometimento da funcédo renal.

A lesdo renal aguda (LRA) é complicacdo grave e frequente, com
estimativa de desenvolvimento em cerca de 35% dos pacientes criticos e em até
60% dos pacientes sépticos.'” Além de muito prevalente, a presenca de sepse
associada a LRA aumenta consideravelmente a morbimortalidade dos
individuos.'>**

A LRA é uma sindrome clinica caracterizada pela reducdo abrupta da

taxa de filtracdo glomerular (TFG), associada a retencdo de produtos
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nitrogenados do metabolismo como ureia e creatinina, disturbios acido-basicos,
de fluidos e eletrdlitos.*?

De maneira geral, a hipoperfusdo sistémica presente no choque
séptico é responsavel pela isquemia renal, considerado um dos principais gatilhos
para o desenvolvimento da LRA."”> No entanto, devido a elevada incidéncia de LRA
em pacientes sépticos, a hipoperfusdo renal apesar de importante parece nao ser
um fator isolado.

A fisiopatologia da LRA induzida pela sepse é multifatorial e
complexa, envolvendo mudancas na hemodinamica renal, disfuncdo endotelial,
infiltracdo de células inflamatérias no parénquima renal, trombose
intraglomerular e congestdo dos tubulos por necrose celular.™

Estudos experimentais e clinicos sugerem que, além da isquemia e
inflamacdo, alguns mecanismos imunolégicos também poderiam estar associados
ao desenvolvimento da LRA na sepse.” Clinicamente, sdao conhecidos como fatores
de risco para o desenvolvimento de LRA: presenca de infeccdo ndo controlada,
menor concentracdo sérica de hemdcias e plaquetas, presenca de doenca renal
cronica (DRC), reducdo da TFG e a idade. *°

Sdo conhecidas inumeras definicbes diferentes para LRA, sendo o
critério mais aplicado para o diagndstico médico a elevacdo da creatinina sérica
(aumento absoluto da creatinina superior a 0,3 mg/dl ou relativo de 50% do
valor basal) e/ou deteccdo de oliguria (débito urindrio inferior a 0,5 ml/kg/h por
mais de 6 horas).!®* No entanto, a medida da creatinina sérica é considerada um
teste limitado para a deteccdo dos estdgios iniciais da LRA.*?

Apesar de amplamente utilizado na pratica clinica, a avaliacdo da
creatinina sérica ndo é o melhor indicador de LRA, pois a sua elevacdo é
considerada tardia, ocorrendo em até 72 horas apods o insulto renal inicial.'” Além
disso, a creatinina sérica pode estar aumentada sem que ocorra lesdo tubular
propriamente dita pela presenca de alguns fatores como o peso corporal,
metabolismo muscular e uso de algumas medicagdes.’

A falta de marcadores capazes de detectar a lesdo renal
anteriormente a elevacdo da creatinina, associado ao quadro assintomdtico que
muitos pacientes apresentam mesmo nos estdgios avancados da doenca,

contribuem para a reducdo da eficacia do tratamento e consequente aumento da
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mortalidade.”” Diante do exposto, torna-se imprescindivel a busca por novos
biomarcadores para identificacdo da LRA nas fases iniciais em pacientes criticos.

Mais de 20 biomarcadores ja foram estudados na LRA, em diversas
situacdes clinicas, principalmente em pacientes sépticos.'® Os marcadores mais
citados na literatura sdo o NGAL (Neutrophil gelatinase-associated lipocalin), IL-
18 (Interleucina-18), KIM-1 (Kidney injury molecule-1) e cistatina-C.'*

Entretanto, alguns desses marcadores podem ser influenciados por
diversos fatores como funcdo renal basal, gravidade da LRA, idade, inflamacéo
sistémica e infeccdo, sendo as duas ultimas situacdes caracteristicas nos pacientes
com sepse.’? Além disso, o NGAL, a IL-18 e a cistatina C urinarios apresentam
menor sensibilidade e especificidade em pacientes com DRC preexistente e em
portadores de outras comorbidades.'”*!

De maneira ideal, o melhor biomarcador seria aquele capaz de
detectar precocemente a lesdo renal, de facil mensuracdo e que ndo sofresse a
interferéncia de outras varidveis bioldgicas. Associada a importante influéncia
exercida por essas varidveis, outra barreira para a descoberta de novos
biomarcadores especificos é a compreensao insuficiente da fisiopatologia da sepse
induzindo a LRA. Nos ultimos anos, o estresse oxidativo vem ganhando destaque e
seu estudo pode contribuir para a melhor compreensao da LRA séptica e para
descoberta de novos biomarcadores.*

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio no balanco
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de
nitrogénio (ERNs) e as defesas antioxidantes do organismo.”> Tanto as EROs
quanto as ERNs possuem importantes papéis fisiologicos na modulacdo da
sinalizacdo, proliferacdo, apoptose e protecdo celular.?® Nos tltimos anos, diversos
estudos tem evidenciado o aumento da producdo de EROs e ERNs na sepse.”*?>
Quando em excesso, EROs e ERNs também sdo capazes de lesar proteinas,
polissacarideos, acidos nucléicos e dcidos graxos poliinsaturados, resultando em
dano ou morte celular e disfuncdo dos tecidos.”> Em pacientes criticos, EROs
podem ser produzidas principalmente a partir da disfuncdo mitocondrial,
endotelial e da ativacdo da enzima NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido
fosfato) oxidase, como ¢ classicamente observado no choque séptico.”? Ademais,

EROs podem estimular a liberacdo de citocinas e a expressdo de moléculas de
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adesdo, levando a infiltracdo de granuldcitos nos tecidos. Os granuldcitos por sua
vez também aumentam a geracdo de EROs e amplificam a resposta inflamatéria e
a lesdo tecidual subsequente.”

Para avaliacdo do estresse oxidativo ainda néo existe consenso sobre
qual método é o padrdo ouro. Entretanto, no que se refere a peroxidacao lipidica,
o malondialdeido (MDA) é o marcador mais amplamente utilizado para a
determinacdo do estresse oxidativo em humanos.?®* O MDA é um aldeido de baixo
peso molecular formado a partir da degradacdo da membrana fosfolipidica
celular pela agressio das EROs, principalmente do radical hidroxil.?” Sua
concentracdo acima dos valores de normalidade tem sido associada a maior
gravidade e menor sobrevida em pacientes sépticos.*’

Por outro lado, existe complexo sistema de defesa enddgeno
designado para proteger os tecidos da lesdo celular induzida por EROs. Esse
sistema antioxidante pode ser dividido em enzimatico, onde se destacam enzimas
como a superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase e a
tiorredoxina; ndo enzimatico hidrofilico, composto por proteinas, acido urico,
acido ascorbico, selénio e zinco; e ndo enzimatico lipofilico, em que se destaca o a-
tocoferol.?® Em pacientes criticos ha reducdo dos estoques antioxidantes, reducdo
das concentragdes intracelulares e plasmaticas de co-fatores e diminuicdo da
atividade dos sistemas enzimaticos envolvidos na desintoxicacdo das EROs.?
Dentre as enzimas antioxidantes a SOD merece destaque.

A SOD é uma das principais enzimas antioxidantes e consiste em trés
classes de enzimas: cobre(zinco SOD (CuZn-SOD, SOD1), que esta localizada no
citosol, nucleo e espaco intermembrana da mitocéndria; manganés SOD (Mn-SOD,
SOD2), encontrada na matrix mitocondrial; e a ferro SOD (Fe-SOD, SOD3),
localizada no meio extracelular.?®

A SOD1 é o membro mais abundante dessa familia de enzimas
antioxidantes, representando cerca de 90% do total de SODs.”® Além disso, é
considerada a primeira linha de defesa do sistema antioxidante contra as EROs.
Tem como funcédo catalisar a conversao do radical superdxido em perodxido de
hidrogénio, que ao final é dissociado em dgua e oxigénio pelas enzimas glutationa
peroxidase e catalase, transformando assim uma espécie altamente reativa em

uma forma menos nociva as células.?®

INTRODUCAO 14



Por serem consideradas cofatores da SOD1, as concentracdes
corporais de zinco e cobre podem interferir na atividade desta enzima. Pacientes
criticos podem apresentar baixa concentracdo plasmatica de zinco como resultado
da redistribuicdo do compartimento vascular e aumento da sua excrecdo.” Baixas
concentracdes do mineral estdo associados com a gravidade da doenca e com a
intensidade da resposta inflamatoéria sistémica.’*

Na circulacdo sanguinea, cerca de 95% do cobre é encontrado na
forma de ceruloplasmina.®* Esta é uma proteina de fase aguda, que estd
aumentada na inflamacédo e, como resultado, os niveis plasmaticos de cobre estdo
frequentemente elevados em pacientes criticos.*

Devido as alteracdes esperadas nas concentracées dos minerais
citados, torna-se dificil quantificar os seus reais estoques em pacientes graves,
pois parece haver importante redistribuicdo fisiolégica, induzida principalmente
pelo endotélio vascular e pela inflamagdo, e ndao necessariamente presenca de
déficit ou excesso dos mesmos. Além do mais, os eventos sdo simultianeos e a
presenca tanto do estresse oxidativo, quanto da concentracdo e utilizacdao dos
minerais poderiam interferir na atividade da SOD1 em pacientes criticos.

Os dados na literatura sdo escassos e ndo existem estudos que
avaliaram a atividade eritrocitaria da SOD1 em pacientes criticos, nem tampouco
na populacdo de individuos com choque séptico e LRA. Alguns dados podem ser
extrapolados baseados nos resultados de estudos experimentais e clinicos
conduzidos na DRC, onde mostraram que as concentragées da SOD1 foram
reduzidas e os marcadores de dano oxidativo foram aumentados nesse
cendrio.”****> Além disso, algumas estratégias tem sido adotadas para aumentar a
atividade SOD1, como o uso de moléculas recombinantes da SOD1 e a
transferéncia de genes, levando a reducdo da inflamacdo e do estresse oxidativo
em modelos experimentais de LRA induzida por isquemia-reperfusdo e por uso de
contraste.’®*®* Também ¢ interessante observar que em pacientes submetidos a
transplante renal, as concentracbes de MDA foram preditoras de perda do
enxerto.’>*® Apesar da importancia do estresse oxidativo tanto na fisiopatologia
da sepse quanto da LRA, a atividade da SOD1 ainda nao foi avaliada como

biomarcador do desenvolvimento de LRA em pacientes com choque séptico.
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HIPOTESE



Formulamos a hipdtese de que a sepse levaria a reducdo da atividade
da SOD1 no eritrdcito, favorecendo o aumento do estresse oxidativo no
organismo e consequentemente o desenvolvimento da LRA em pacientes com
choque séptico. Logo, a atividade da SOD1 no eritrécito poderia ser um marcador

de LRA.
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OBJETIVO



O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
eritrocitdria da SOD1 como biomarcador do desenvolvimento de LRA em

pacientes com choque séptico.
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CAsUISTICA E METODOS



Delineamento

A pesquisa foi iniciada somente apds aprovacdo do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa de seres humanos da nossa instituicdo sob protocolo
n® 30457414.7.0000.5411. O termo de consentimento livre e esclarecido foi
obtido de todos os pacientes ou de seus familiares antes da sua inclusdo no
estudo.

Trata-se de um estudo clinico observacional prospectivo, conduzido
de maio de 2014 a junho de 2015. Foram avaliados pacientes com choque séptico
admitidos no Servico de Terapia Intensiva (SETI) ou no Centro de Terapia
Intensiva (CTI) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HC/FMB), totalizando 28 leitos de internacéo.

O tamanho amostral foi calculado usando a férmula de Fisher e
Belle*!, com as seguintes varidveis: taxa de mortalidade do choque séptico de 40 -
60%, intervalo de confianca de 95% e erro amostral de 10%. O tamanho amostral
minimo foi de 96 pacientes.

Foram incluidos no estudo todos os individuos maiores de 18 anos,
de ambos os sexos, com o diagnéstico de choque séptico na admissdo na UTI e
com uso de droga vasoativa por tempo superior a 24 horas. Os critérios de
exclusdo foram: pacientes com LRA na admissdo na UTI, pacientes com DRC
estdgios 4 ou 5 (clearance de creatinina menor que 30 mL/min/1,73 m?), atraso
no diagndstico de choque séptico (tempo superior a 24 horas), gestantes, dose de
noradrenalina > 2,0ug/Kg/min, pacientes com morte encefdlica confirmada,
pacientes em cuidados paliativos e associacdo de outros tipos de choque
(cardiogénico, hemorragico ou hipovolémico).

Na admissdo dos pacientes foram registrados os dados demogréficos,
clinicos, os escores de gravidade (APACHE II - “Acute Physiology and Chronic
Health Evoluation” e SOFA) e os exames bioquimicos. Amostras de sangue foram
coletadas dentro das primeiras 24 horas da admissao dos pacientes na UTI, apos
a estabilizacdo hemodinamica, para avaliacdo da atividade eritrocitdria da SOD1 e
concentracgdo sérica do MDA. Todos os pacientes foram acompanhados ao longo

da sua permanéncia na UTI e o desenvolvimento da LRA foi avaliado durante esse
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periodo. A taxa de mortalidade e o tempo de internacdo na UTI também foram
registrados.

O choque séptico foi definido por pressdo arterial sistélica < 90
mmHg ou pressdo arterial média < 70 mmHg apesar de reposicdo volémica
intensa (infusdo de cristaldide > 30ml/Kg/h), com infeccdo provédvel ou
documentada e necessidade de utilizacdo de droga vasopressora.”> A LRA foi
definida conforme os critérios do KDIGO (Kidney Disease Improving Global
Outcomes), sendo eles: aumento na creatinina sérica > 0,3mg/dL no intervalo de
48 horas ou aumento na creatinina sérica > 50% do valor basal.*® A creatinina
basal foi atribuida como o menor valor de creatinina nos 6 meses anteriores ao
desenvolvimento da LRA ou, para os pacientes que ndo tinham essa medida, foi
considerado o menor valor de creatinina atingido durante a internacdo na
auséncia de didlise. A DRC foi definida como clearance de creatinina menor que
60 mL{min(1,73 m?por um periodo minimo de 3 meses.

Além disso, foram incluidos 17 individuos controles (individuos nao
hospitalizados e sem qualquer tipo de doenca aguda). Estes foram coletados no
setor de doacdo de sangue do Hemocentro do HC/FMB ou em Instituicdo de
Longa Permanéncia, ambos na cidade de Botucatu. Todos os participantes do
grupo controle foram devidamente orientados em relacdo aos objetivos da

pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

Coleta de Materiais Biologicos

Aproximadamente 10 mL de sangue foram coletados de cada
paciente em até 24 horas de sua internacdo na UTL. Cerca de 5 mL de sangue
total foram transferidos para tubos sem anticoagulante para obtencdo do soro e
5mL para tubos com anticoagulante EDTA para obtencédo dos eritrdcitos.

O soro foi obtido por centrifugacdo dos tubos em temperatura
ambiente a 3000 x g durante 15 minutos. Apds esse procedimento, as amostras
foram identificadas e acondicionadas em tubos de polipropileno, sendo a seguir

armazenados a -80°C.
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A separacdo dos eritrdcitos seguiu método jd padronizado na
literatura.** Primeiro, o plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo em
3000 x g durante 15 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Em seguida, a
massa eritrocitaria obtida do sangue total foi lavada 3 vezes com 5 mL de solucéo
fisioldgica de cloreto de sédio a 0,9%. Estas eram homogeneizadas lentamente por
inversdo e centrifugadas em 10000 x g durante 10 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante desprezado. Apds a ultima centrifugacdo, a solucdo fisioldgica era
descartada e os eritrdcitos cuidadosamente extraidos e transferidos para tubos de

polipropileno e armazenados a -80°C.

Analises laboratoriais

A analise laboratorial referente a atividade eritrocitaria da SOD1 foi
realizada no Laboratério de Nutricdo e Minerais do Departamento de Alimentos e
Nutricdo experimental - USP/Sdo Paulo. A andlise da concentracdo de MDA foi
realizada na Unidade de Pesquisa Experimental - UNESP/Botucatu. Ja os exames

bioquimicos, foram realizados no laboratério clinico do HC/FMB.

Determinacao da atividade eritrocitaria da SOD1

As  enzimas  antioxidantes em  geral estdo  presentes
predominantemente no meio intracelular, sendo amplamente utilizado os
eritrdcitos para a sua analise, pois apresentam meia vida de 120 dias.****

Neste estudo, a determinacio da atividade da enzima SOD1 foi feita
nos eritrocitos, utilizando-se o kit comercial Ransod; Randox®, conforme
metodologia recomendada pelo fabricante. Esta analise foi constituida por duas
etapas, sendo primeiro adicionado 100uL da amostra de massa eritrocitaria em
um tubo contendo 900uL de solucdo tampao fosfato (lisado 1). Posteriormente,
100uL da solucido do lisado 1 foi adicionada em um outro tubo contendo 2900uL

de tampao fosfato, com volume total de 3mL, obtendo-se o lisado 2 e fator de

diluicdo total de 300. Em seguida, foi realizada a leitura das amostras, utilizando-
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se o analisador bioquimico Lyasis e o resultado obtido corrigido pela
concentracdo de hemoglobina.

Paralelamente a este processo, foi feita a dosagem da hemoglobina
pelo método de cianometahemoglobina. Neste processo, 50 pL do eritrdcito
foram diluidos em 50 pL de dgua deionizada (lisado 1). Em seguida, trés aliquotas
de 10 pL do lisado 1 foram diluidas em 5mL de solucdo de Drabkin, com protecdo
da luz e imediatamente lido em espectrofotometro UV visivel Genesys® 20, em
comprimento de onda de 540nm. A concentracdo de hemoglobina do hemolisado
foi determinada para que o resultado final fosse expresso em unidades de enzima

por miligrama de hemoglobina (U/mg HD).

Concentracao de MDA no soro

A concentracdo de MDA no soro foi realizada com base na reacido
com o 4cido tiobarbitiirico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de
acordo com o método estabelecido na literatura.*> A deteccdo por UV foi efetuada

a 532 nm e os resultados expressos em umol/L.

Exames bioquimicos

Os exames bioquimicos foram realizados na admissdo do paciente na
UTI. Foram realizados os seguintes exames: soédio, potdssio, fésforo, ureia,
creatinina, proteina C reativa e albumina (método e quimica seca - Ortho-Clinical
Diagnostics VITROS 950°, Johnson & Johnson); hemograma completo (método de
automacdo em auto-analisador Coulter STKS) e lactato (Roche OMNI® S Blood
Gas Analyzer).

Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média + desvio padrdo, em

mediana (incluindo o menor e maior quartil) ou porcentagem.
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Para comparacdo entre dois grupos, foi utilizado o teste t de Student
quando as variadveis continuas apresentaram distribuicdo normal e o teste de
Mann-Whitney quando tiveram distribuicdo ndo normal.

Também para comparacdo entre dois grupos, mas com varidveis
categodricas, foi utilizado o teste de Chi-quadrado ou o teste exato de Fisher.
Comparacgdes entre varidveis continuas foram realizadas usando a correlacdo de
Spearman.

A andlise da curva ROC (Receiver Operating Characteristic) foi
construida para avaliar o desempenho da atividade eritrocitdria da SOD1 em
predizer o desenvolvimento da LRA. A atividade eritrocitdria da SOD1 foi testada
como varidvel categérica (> 3,32 U/mg Hb, ponto de corte obtido pela curva
ROC). Foram construidos dois modelos de regressdo logistica para predizer o
desenvolvimento da LRA. No primeiro modelo, a atividade eritrocitaria da SOD1
foi ajustada pelos parametros que exibiram diferenca significante nas analises
univariadas. As Unicas excessOes foram as varidveis que apresentaram elevada
colinearidade entre elas (ureia, creatinina, potassio, MDA, DRC e escore SOFA). No
outro modelo, a varidvel SOD1 foi ajustada por idade, género, DRC, categoria da
admissao (clinica ou cirurgica) e escore APACHE II.

As andlises dos dados foram realizadas usando o software SigmaPlot
para Windows v12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). O nivel de
significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS



1. Composicao dos grupos e caracteristicas clinicas dos pacientes

Durante a pesquisa, foram avaliados prospectivamente 175 pacientes
com o diagnodstico de choque séptico admitidos na UTI. Entretanto, 43 pacientes
foram excluidos, sendo 27 pacientes devido a presenca de LRA na admissdo na
UTT; 12 pacientes por atraso no diagndstico de choque séptico e 4 pacientes
portadores de DRC avancada. Dessa maneira, foram avaliados e incluidos no
estudo 132 pacientes com choque séptico, destes 67 (51%) desenvolveram LRA

durante a internacdo na UTI (Figura 1).

175 pacientes avaliados

27 pacientes: LRA na admissao na UTI

v

43 pacientes excluidos

\ 4

12 pacientes: Atraso no diagndstico

4 pacientes: DRC estagios4 e 5

A4

132 pacientes incluidos

67 pacientes com choque 65 pacientes com choque
séptico desenvolveram LRA séptico ndo desenvolveram LRA

Figura 1. Numero de pacientes incluidos no estudo.

Os pacientes tiveram média de idade de 63,2 + 15,7 anos e 53%
eram do género masculino. A mediana do tempo de internacdo e a taxa de
mortalidade na UTI foram de 8 (4 - 16) dias e 66% respectivamente.

Em relacdo a causa da sepse, 58% dos pacientes apresentaram
infeccdo de foco pulmonar, 24% de foco abdominal, 7% de foco cutdneo, 5% de

foco urindrio e 6% de outros focos (Figura 2).
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W Pulmonar

B Abdominal

B Cutaneo
Urinario

W Qutros

Figura 2. Distribuicao dos tipos de foco de infeccao.

Os pacientes com sepse e os individuos controle foram semelhantes
em relacdo a idade e ao sexo. Como esperado, o grupo séptico apresentou maior
estresse oxidativo, caracterizado pela maior concentracdo sérica do MDA

associado a menor atividade eritrocitaria da SOD1 (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas e laboratoriais dos grupos sepse e

controle.
5 Grupos Valor Valor de
Variavel .
Sepse (n=132) Controle (n =17) referéncia p

Idade, (anos) 66 (55 —-73) 60 (54 — 80) - 0,756
Homens, n (%) 70 (53%) 10 (59%) - 0,847
SOD1 (U/mg Hb) 2,9(2,2-3,9) 44 (3,3-4,7) 1,1-1,6 0,001
MDA (umol/L) 1,4 (0,8 -2,2) 0,8(0,5-1,1) 0,36 — 1,24 0,003

SOD1: superédxido dismutase 1; MDA: malondialdeido. Dados foram expressos como mediana
(incluindo o menor e maior quartil) ou porcentagem. Foram utilizados os testes t de Student, Mann-
Whitney, Chi-quadrado ou exato de Fisher.

2. Desenvolvimento da lesao renal aguda

Entre os pacientes com choque séptico, 67 (51%) desenvolveram LRA

durante a interna¢do na UTIL. Em relacdo a gravidade da LRA segundo os estdgios
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do KDIGO', 17,9% dos pacientes foram classificados como KDIGO 1, 19,4% como
KDIGO 2 e 62,7% como KDIGO 3, sendo considerada a classificacdo 3 a de maior
gravidade. O intervalo de tempo para o diagndstico da LRA foi de 2,3 dias apds a
admissdo dos pacientes na UTL.

Os dados demogrificos e clinicos de acordo com o desenvolvimento
da LRA estdo sumarizados na Tabela 2. Ndo houve diferenca entre os grupos em
relacdo ao sexo e a idade. Entre os pacientes que desenvolveram LRA, 18%
necessitaram de tratamento dialitico durante a permanéncia na UTI e 85,1%
tinham DRC em estdgios 1 a 3. Os escores de gravidade APACHE II e SOFA foram
maiores nos pacientes com LRA, com aumento da taxa de mortalidade (77,6%)
quando comparado aos pacientes sem LRA (53,8%). Além de mais graves, boa
parcela dos pacientes que desenvolveram LRA receberam transfusdo de sangue
(53,7%), fizeram uso de corticéides (56,7%), tiveram como principal foco de
infeccdo o pulmonar (62,7%), necessitaram de suporte ventilatério durante a
internacdo (89,6%) e foram de especialidades cirurgicas (73,1%). Apesar de
prevalentes, estas varidveis ndo foram estatisticamente diferentes dos pacientes
sem LRA. Além disso, pela maior gravidade demonstrada pelos escores de
gravidade e pela taxa de mortalidade, os pacientes com LRA tiveram menor tempo

de internacdo na UTI e no hospital, mas sem diferenca estatistica.
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Tabela 2. Dados demograficos e clinicos de 132 pacientes com choque séptico.

. Les&do Renal Aguda Valor de
Variavel
Sim (n = 67) Nao (n = 65) p

Idade, (anos) 67,0 (59,0 — 75,0) 64,0 (50,5 - 72,5) 0,201
Homens, n° (%) 35 (52,2) 35 (53,8) 0,992
APACHE I 18,7+6,0 16,0+ 6,4 0,011
SOFA 10,0 (8,0 — 12,0) 8,0(7,0-9,5) <0,001
Transfuséo sangue, n° (%) 36 (53,7%) 29 (44,6) 0,380
Corticoides, n° (%) 38 (56,7%) 30 (46,2%) 0,300
Categoria admisséao, n° (%) 0,110
Clinico 18 (26,9%) 27 (41,5%)
Cirurgico 49 (73,1%) 38 (58,5%)
Foco infecgao, n° (%) 0,464

Pulmonar 42 (62,7) 34 (52,3)

Abdominal 16 (23,8) 16 (24,6)

Urinario 3 (4,5) 4 (6,2)

Outros 6 (9,0) 11 (16,9)
Dialise, n° (%) 12 (18) 0 (0) 0,001
DRC, n° (%) 57 (85,1%) 7 (10,8%) <0,001
VM, n° (%) 60 (89,6) 55 (84,6) 0,557
Tempo UTI (dias) 7,0 (5,0 -15,0) 9,0 (4,0-16,5) 0,634
Tempo internagao (dias) 16 (9 - 25) 21 (12-32) 0,067
Mortalidade UTI, n° (%) 52,0 (77,6) 35,0 (53,8) 0,007

APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; DRC: Doenca
Renal Cronica; VM: Ventilagdo Mecanica; UTI: Unidade de Terapia Intensiva. Dados foram expressos como média + desvio
padrao, mediana (incluindo o menor e maior quartil) ou porcentagem. Foram utilizados os testes t de Student, Mann-

Whitney, Chi-quadrado ou exato de Fisher.

As informacoes

referentes

exames

laboratorias

estao

apresentados na Tabela 3. Os pacientes que desenvolveram LRA tiveram maior

concentracdo sérica de potdssio, fésforo, ureia, creatinina e MDA e menor

concentracdo de hemoglobina e atividade da SOD1 quando comparado aos

individuos que ndo desenvolveram LRA. Ndo houve diferenca estatistica para os

demais exames bioquimicos.
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Tabela 3. Dados laboratoriais de 132 pacientes com choque séptico.

. Les&do Renal Aguda Valor de
Variavel
Sim (n = 67) N&o (n = 65) Y
Lactato (mmol/L) 22(1,4-3,5) 21(1,2-3,4) 0,782
Hemoglobina (g/dL) 11,0 (9,1 —12,0) 11,6 (10,0 - 12,7) 0,025
Hematdcrito (%) 32,0+6,4 34,1+57 0,056
Leucocitos (103/mm?3) 16,6 (12,2 — 21,6) 16,3 (12,2 — 24,0) 0,891
Na (mmol/L) 145 (140 -149) 141 (137- 149) 0,212
K (mmol/L) 45+0,9 41+0,7 0,013
P (mg/dL) 4,7 (3,4 -6,6) 3,9 (2,7-4,9) 0,004
Glicemia (mg/dL) 145 (118 -186) 146 (115 — 184) 0,871
PCR (mg/dL) 36,0 (28,0 — 44,1) 32,0 (8,5-41,5) 0,073
Albumina (g/dL) 2,3(2,0-2,5) 2,1(1,8-2,8) 0,606
Ureia (mg/dL) 95 (67 — 159) 53 (32 - 87) <0,001
Creatinina (mg/dL) 21(1,6-2,6) 0,7 (0,5-1,1) <0,001
SOD1 (U/mg Hb) 2,6 (2,0-3,6) 3,6 (2,6 —4,3) <0,001
MDA (umol/L) 1,6 (1,0-2,5) 1,3 (0,6 - 2,0) 0,009

Na: sédio; K: potassio; P: fosforo; PCR: proteina C reativa; SOD1: superdxido dismutase 1; MDA:
malondialdeido. Dados foram expressos como média + desvio padrdo e mediana (incluindo o
menor e maior quartil). Foram utilizados os testes t de Student ou Mann-Whitney.

A atividade eritrocitaria da SOD1 foi menor nos pacientes que desenvolveram
LRA (sem LRA: 3,6 (2,6 — 4,3) vs LRA: 2,6 (2,0 — 3,6) U/mg Hb; p: <0,001) (Figura

3).
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Figura 3. Atividade da superdxido dismutase em pacientes com choque séptico.

Torna-se relevante destacarmos que embora a concentracdo de
creatinina na admissdao na UTI tenha sido maior nos pacientes que desenvolveram
LRA, a atividade eritrocitaria da SOD1 ndo esteve relacionada com a creatinina

sérica na admissdo na UTI (Figura 4).
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Figura 4. Correlacdo da creatinina sérica da admissio na UTI com a

atividade eritrocitaria da SOD1.

A andlise da curva ROC demonstrou que a menor atividade
eritrocitdaria da SOD1 foi associada com o desenvolvimento de LRA (AUC:
0,686; IC 95%: 0,595-0,777; p:<0,001) no ponto de corte inferior a 3,32
U/mgHb [sensibilidade: 68,7% (IC 95%: 57,6-79,8%); especificidade: 55,4%
(IC 95%: 43,3-67,5%); valor preditivo positivo: 61,3% (IC 95%: 50,3-
72,3%); valor preditivo negativo: 63,2% (IC 95%: 50,7-75,7%)] (Figura 5).
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Figura 5. Curva ROC da atividade eritrocitaria da SOD1 e o desenvolvimento de

LRA.

No modelo de regressdo logistica (Tabela 4), a atividade da SOD1
maior que 3,32 U/mg Hb foi associada com protecdo para o desenvolvimento da
LRA quando ajustada pela hemoglobina, fésforo e escore APACHE II (OR: 0,309;
IC 95%: 0,137-0,695; p:0,005). E também quando ajustado pela idade, género,
DRC, categoria da admissdo (clinico ou cirtirgico) e escore APACHE II (OR: 0,129;
IC 95%: 0,033-0,508; p: 0,003).

Tabela 4. Modelo de regressao logistica para a predicdo de lesdo renal aguda em

132 pacientes com choque séptico.

Variavel OR IC5-95% Valor de p
SOD 1 (U/mg Hb)* 0,326 0,158 — 0,671 0,002
SOD 1 (U/mg Hb)** 0,309 0,137 — 0,695 0,005
SOD 1 (U/mg Hb)*** 0,129 0,033 - 0,508 0,003

SOD1: superoxido dismutase 1. * Nao ajustado; **Ajustado por hemoglobina, fosforo e APACHE II; *** Ajustado por
idade, género, DRC, categoria da admissdo e APACHE II.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade eritrocitdria da
SOD1 como marcador de LRA em pacientes com choque séptico. Este estudo
mostrou pela primeira vez na literatura que em pacientes com choque séptico a
atividade eritrocitaria da SOD1 é um biomarcador precoce do desenvolvimento de
LRA.

Apesar da criacdo de diretrizes internacionais para o diagnodstico
precoce e o tratamento adequado do choque séptico, as taxas de mortalidade
continuam elevadas, cerca de 30 a 65% da populacdo acometida.?

No nosso estudo, 66% dos pacientes com choque séptico evoluiram
ao obito, taxa superior ao encontrado em estudo prévio, onde a mortalidade foi
observada em 54,5% dos pacientes.** Apesar de muito elevada, nossas taxas,
infelizmente, estdo de acordo com os dados encontrados na literatura.'?

Os fatores determinantes para a pior evolucdo dos pacientes nao sao
completamente esclarecidos. Entretanto, acredita-se que além do perfil do agente
infeccioso, a modulacdo da resposta pré e anti-inflamatéria decorrentes das
caracteristicas individuais do hospedeiro sejam também fundamentais.?

De maneira mais agravante, nos pacientes que desenvolveram LRA a
mortalidade foi ainda maior, representando 77,6% dos casos. A LRA ¢é
complicacdo frequente em pacientes com sepse e esta associada com desfechos
adversos incluindo o aumento do tempo de internacao, desenvolvimento de DRC e
aumento no risco de 6bito.*"*®

Como condicbes que favorecem o aumento da mortalidade na LRA
podemos citar a oliglria e a necessidade de ressuscitacdo volémica, situacdes que
levam a sobrecarga de volume, acidose e disturbios eletroliticos.*” A resposta
inflamatoéria desencadeada pela LRA, pode levar a desordens sistémicas, como a
sindrome do desconforto respiratdrio agudo.”® Semelhante a DRC, é provével que
toxinas urémicas presentes na LRA possam prejudicar a imunidade e aumentar as
taxas de infeccdo.”® A terapia de suporte renal ndo reverte completamente os
riscos associados a LRA.’! E, finalmente, a dose de vdrios medicamentos quando
ajustada pela funcao renal de forma incorreta pode levar a falhas no tratamento
e efeitos adversos.>?

Neste estudo, os pacientes com LRA tiveram maior mortalidade

porque foram mais graves. Fato demonstrado pelo maior escore de gravidade
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APACHE II, maior escore de disfuncdo de multiplos 6rgaos SOFA e maior
frequéncia da classificacdo de lesdo renal KDIGO 3, considerada a mais grave.

Esses dados sugerem que apesar do tratamento considerado
adequado, no momento da identificacdo da LRA, o organismo jd apresentava
repercussdes sistémicas graves e de dificil resolucdo. Assim, tdo importante
quanto a aplicacdo do tratamento eficaz, é necessdrio o diagnéstico cada vez mais
precoce da LRA para a reducdo da morbimortalidade.

Vérios estudos foram realizados em diferentes situacdes clinicas para
identificar biomarcadores preditores de LRA, principalmente em pacientes
criticos.*®*

A lesdo renal inicia-se através da inducdo de alteracdes bioldgicas e
moleculares que podem evoluir para danos celulares, permitindo dessa forma o
uso de diversos biomarcadores para a sua identificacdo.” Como definicdo, o
biomarcador pode corresponder a um parametro de alteracdo estrutural,
bioquimico ou genético capaz de indicar a presenca, gravidade ou o progresso de
determinada doenca.’*

Geralmente, a funcdo renal é avaliada pela concentracdo de
creatinina sérica, reducdo da TFG e pelo débito urindrio.'® No entanto, estes
marcadores subestimam a deteccdo da LRA nos estdgios iniciais e apresentam
baixa sensibilidade e especificidade em pacientes com LRA associada a sepse.'”>

A sepse em si é responsavel por diminuir a producédo de creatinina e
a sobrecarga de volume que alguns pacientes com choque podem receber
contribuem para o atraso na elevacdo desta.”® O débito urindrio é também
influenciado por diversos fatores confundidores, uma vez que a rapida reducéo
no débito pode ser considerada uma alteracdo subclinica da LRA, sem associacédo
com a reducdo da TFG e presenca de lesdo do parénquima renal propriamente
dito.”

Por outro lado, existem algumas dificuldades para a interpretacao
dos novos biomarcadores para a identificacdo mais precoce da LRA. Uma delas é a
distincdo entre LRA e DRC, pois ambas as doencas compartilham semelhante
fisiopatologia e a presenca de uma aumenta o risco de desenvolvimento da

outra.'” Além disso, esses biomarcadores sdo sempre comparados com os critérios
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considerados falhos na identificacdo precoce da LRA mencionados acima e alguns
deles sao influenciados também pelo estado inflamatério da sepse.>

No entanto, apesar dessas limitacdes, vdrios estudos tém
demonstrado melhora substancial do diagndstico utilizando diferentes moléculas
como o NGAL, a IL-18, a cistatina C e o KIM-1.>*

O NGAL ¢é considerado marcador precoce de LRA em diversas
situacdes clinicas, sendo extensivamente estudado em pacientes com sepse e esta
aumentado tanto no plasma quanto na urina durante a evolucdo da lesdao renal.”?
Porém, uma das limitacdes para o uso do NGAL é que o seu aumento pode ser
causado pela inflamacdo induzida pela sepse e ndo somente pelo desenvolvimento
da LRA.>® Estudos sugerem que o NGAL tanto no plasma quanto na urina esta
mais associado com a gravidade da sepse e a presenca de DMO do que com a
incidéncia de LRA.>>

Além disso, o NGAL, a IL-18 e a cistatina C urindrios apresentam
menor sensibilidade e especificidade em pacientes com DRC preexistente e em
portadores de outras comorbidades.'”*!

O principal achado do nosso trabalho foi que além de, pela primeira
vez na literatura, a atividade da SOD1 ter sido relacionada com a predicdo
precoce de LRA, os nossos resultados ndo sofreram a interferéncia da idade,
gravidade dos pacientes e presenca de DRC, como observado em outros
biomarcadores ja avaliados. Além disso, como a atividade da enzima foi avaliada
nos eritrocitos, nao sofreu interferéncia do débito urinario e da reposicdo de
volume.

Apesar de todos esses novos marcadores, a predicio da LRA em
pacientes com choque séptico permanece sendo um grande desafio. Além de todas
as dificuldades citadas, a falta de entendimento abrangente a respeito da
fisiopatologia da sepse induzindo a LRA para o estabelecimento de novos
biomarcadores torna-se relevante.?” O estresse oxidativo desempenha papel
importante na fisiopatologia da sepse* e pode ser uma via comum entre o
choque séptico e a LRA.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre o
aumento na producdo de EROs e ERNs e a diminuicdo das defesas antioxidantes,

contribuindo para o dano oxidativo celular. Adicionalmente, existe complexo
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sistema de defesa antioxidante e a SOD ¢é considerada peca fundamental neste
processo.

Estudos experimentais mostraram que a concentracao e atividade da
SOD1 estdo reduzidas na DRC.*>*"?° Vaziri et al. mostraram que a concentracdo
de SOD1 foi reduzida e a expressao da enzima NADPH foi aumentada nos rins de
ratos submetidos a nefrectomia.?®> Adicionalmente, em estudos com moléculas
recombinantes da SOD1 e com transferéncia de genes da SODI1, os animais
submetidos a essas intervencdes apresentaram reducdo da inflamacdo e do
estresse oxidativo em modelos experimentais de isquemia-reperfusdo e LRA
induzida por contraste.?”*

A atividade da SOD1 parece ser modulada por alguns fatores, como a
concentracdo do zinco e cobre, producdo de citocinas inflamatdrias, idade,
hiperglicemia, maior concentracdo de EROs, uremia e necessidade de diélise.

Em pacientes criticos, baixas concentrac¢des de zinco plasmatico estao
associadas com maior gravidade da doenca e maior intensidade da resposta
inflamatoria sistémica.’®*” Durante a sepse, em resposta ao exacerbado quadro
infeccioso e inflamatdrio, ocorre aumento das citocinas inflamatdrias. A IL-6
parece induzir a producdo de metalotioneina, um quelante intracelular dos
minerais, promovendo a compartimentalizacdo celular do zinco e diminuindo a
sua disponibilidade.”®

Na circulacdo sanguinea, 95% do cobre é transportado pela
ceruloplasmina, proteina de fase aguda, e como resultado as concentragoes
plasmaticas de cobre estdo frequentemente elevadas em pacientes criticos®,
excetuando-se os casos de uso de nutricdo parenteral prolongada, grave perda
gastrointestinal e pacientes queimados.?>*

Adicionalmente, sabe-se que a deficiéncia de ferro contribui para
maior concentracdo de zinco nos eritrocitos e menor no plasma.>® Pacientes
criticos  frequentemente  apresentam  importante  perdas  sanguineas
proporcionadas pelo trauma ou doenca de base, procedimentos de dialise, coletas
didrias de sangue para exames bioquimicos, passagem de acessos e cirurgias.
Somado a isto, a propria infeccdo e algumas patologias como a doenca renal

contribuem para o quadro anémico. No nosso trabalho, a possibilidade de
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deficiéncia de ferro nos pacientes foi elevada, ja que 85% tinham DRC estagio 1 a
3 e 73% eram de especialidades cirurgicas.

Importante também considerarmos que a coleta do material
biolégico foi realizada precocemente. Todos os pacientes, pela instabilidade
hemodinamica, estavam em jejum ou recebendo oferta minima de nutricdo
enteral ou parenteral. Por isso, a influéncia da variabilidade da ingestao alimentar
entre os individuos sobre os estoques corporais dos minerais pode ser descartada.

Nesse trabalho, ndo incluimos a dosagem da concentracdo de zinco e
cobre, pois 0 nosso objetivo foi avaliar a atividade da SOD1 como marcador de
LRA e ndo investigar quais mecanismos poderiam levar a alteracdo na atividade
da enzima.

Em estudo realizado em pacientes com DRC em hemodialise, os
autores avaliaram o estado nutricional relativo ao zinco e a atividade da SOD1.**
A atividade da enzima foi menor em relacdo ao grupo controle, porém esse
achado foi atribuido ao estresse oxidativo proporcionado pela prépria doenca e
pelo tratamento dialitico e ndo pela concentracdo de zinco plasmatico reduzida.**

Outra caracteristica marcante do paciente critico é o quadro de
resisténcia a insulina e consequente hiperglicemia. Pelo processo de glicosilacdo
da SOD1 pode haver diminuicdo da sua atividade. Em estudos prévios, a atividade
eritrocitdria da SOD1 foi inversamente correlacionada com o controle glicémico

em modelo experimental®

e em pacientes diabéticos.®® Em estudo recente, foi
observada diminuicdo significante da concentracdo sérica da SOD1 em pacientes
com nefropatia diabética comparado ao grupo controle.®*

Em relacdo a influéncia do tratamento dialitico na atividade da
SOD1, os estudos sdo controversos. Alguns trabalhos mostraram aumento da
atividade da enzima quando comparado pacientes dialisados e individuos
sauddveis®® e também apods a sessao de hemodidlise (HD),***> porém sem diferenca
entre a modalidade da didlise [HD ou diélise peritoneal (DP)].¢?

Ceballos-Picot et al. ndo encontraram diferenca na atividade da SOD1
entre pacientes dialisados e individuos saudaveis.®® Ja outros autores, mostraram
menor atividade da enzima tanto na HD quanto na DP quando comparado com o

34,63

grupo controle e também menor atividade em pacientes em DP quando

comparado com pacientes em HD.®
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Essa divergéncia nos achados pode ser atribuida a diferenca de idade
dos pacientes, uma vez que com o envelhecimento hd reducdo na capacidade
antioxidante do organismo, a variacdo no tempo de terapia dialitica e reducdo na
atividade da enzima proporcionado pelo excesso de peréxido de hidrogénio e
produtos da peroxidacéo lipidica formados durante a hemodialise.**

Apenas 18% (n:12) dos nossos pacientes necessitaram de terapia de
substituicdo renal e pelo nimero pequeno nao foi possivel avaliar a atividade da
SOD1 de acordo com a modalidade de dialise.

No nosso estudo, a atividade eritrocitaria da SOD1 foi menor nos
pacientes que desenvolveram LRA. Esta associacdo continuou estatisticamente
significante mesmo quando ajustada para varidveis confundidoras na analise de
regressdo multivariada que foram idade, género, presenca de DRC, concentracdo
de hemoglobina, fésforo, APACHE II e categoria da admisséo.

Os nossos achados mostram menor atividade da SOD1 eritrocitaria
nas primeiras 24 horas da admissdo na UTI, assim, esta poderia ser usada como
um marcador precoce de LRA, tanto pelo poder preditor quanto por se tratar de
um método facil, com custo intermediario e facilmente aplicidvel na prética
clinica.

E importante lembrar que os pacientes com DRC possuem risco
aumentado de desenvolver LRA. Isso poderia explicar por que os nossos pacientes
que desenvolveram LRA apresentaram maiores valores de creatinina na admisséo
da UTI. Apesar disso, ndo houve correlacdo entre a creatinina e a atividade de
eritrocitos SOD1. Assim, os nossos resultados nao foram influenciados pela
diferenca inicial da funcao renal.

Considerando-se que o desenvolvimento de LRA em pacientes com
sepse estd relacionado com o aumento da mortalidade, a identificacdo de
biomarcadores precoces de lesdo renal é extremamente importante. A atividade
eritrocitaria da SOD1 foi associada com a deteccdo de LRA anteriormente aos
critérios do KDIGO. Nossos resultados tém implicagdes clinicas importantes
porque fomos capazes de identificar pacientes em risco de desenvolver LRA
precocemente. Assim, os pacientes em risco poderiam ser tratados de forma mais

agressiva, melhorando os resultados no choque séptico.
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E também fundamental notar que além da atividade eritrocitaria da
SOD1 ter sido menor, a concentracdo sérica do MDA foi maior nos pacientes com
choque séptico comparado aos individuos controle. Assim, nossos resultados
sugerem que pacientes com choque séptico tem resposta prejudicada da SOD1 e
aumento do estresse oxidativo, e esse comportamento foi mais pronunciado nos
pacientes que desenvolveram LRA.

O MDA ¢é uma marcador de peroxidacdo lipidica e esta aumentado
em pacientes com sepse grave e naqueles que evoluem ao 6bito.”” A sua elevada
concentracdo é observada independentemente do local de infeccdo, tipo de
microorganismo ou disfuncdo organica, sugerindo que a peroxidacédo lipidica seja
atribuida a resposta geral do hospedeiro ao estresse ao invés de reacdo 6rgdo ou
patégeno-especifico. A maior concentracdo sérica de MDA reforca a hipdtese de
que o estresse oxidativo, particularmente a peroxidacéo lipidica, contribuem para
a fisiopatologia da sepse.®’

Devemos considerar algumas limitacdes deste estudo. Foram
incluidos pacientes de um unico servico de Terapia Intensiva. Em relacdo a
definicdo da LRA, s6 temos a creatinina sérica basal de 55% dos pacientes que
desenvolveram LRA; para os outros, utilizamos o valor minimo atingido durante a
hospitalizacdo na auséncia de didlise. Além disso, o diagndstico da LRA foi feito
com base nos valores de creatinina sérica e ndo no débito urinario. E devido ao
numero relativamente pequeno de pacientes, a andlise da atividade da SOD1 néao
foi realizada de acordo com os estagios da LRA. O tipo e o tempo para
administracdo da primeira dose de antibidtico também nao foram registrados.
Finalmente, a coleta do sangue foi feita nas primeiras 24 horas da admissdo na
UTI, o que é uma janela relativamente grande. Apesar dessas limitacdes,
acreditamos fortemente que os nossos dados contribuem com conhecimentos
relevantes sobre o papel da SOD1 como preditora precoce de LRA em pacientes

com choque séptico.
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CONCLUSAO



Em conclusdo, a atividade eritrocitaria da SOD1 é um biomarcador
precoce do desenvolvimento de lesdo renal aguda em pacientes com choque

séptico.
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Abstract

Background: Oxidative stress is a key feature of sepsis and could be a common pathophysiological pathway
between septic shock and acute kidney injury (AKI) Our objective was to evaluate the erythrocyte superoxide dis-
mutase (SOD1) activity as predictor of AKl in patients with septic shock.

Methods: This is a prospective observational study that evaluated 175 consecutive patients over the age of 18 years
with septic shock upon intensive care unit (ICU) admission. However, 43 patients were excluded (27 due to AKI at

ICU admission). Thus, 132 patients were enrolled in the study. At the time of the patients’enrollment, demographic
information was recorded. Blood samples were taken within the first 24 h of the patient’s admission to determine the
erythrocyte SOD1 activity. All patients were followed throughout the ICU stay, and the development of AKI was evalu-
ated. In addition, we also evaluated 17 control subjects.

Results: The mean age of patients with septic shock was 63.2 £ 15.7 years, 53 % were male and the median ICU stay
was 8 days (4-16). Approximately 50.7 % developed AKI during the ICU stay. The median erythrocyte SOD1 activ-

ity was 2.92 (2.19-3.92) U/mg Hb. When compared to control subjects, septic shock patients had a higher serum
malondialdehyde concentration and lower erythrocyte SOD1 activity. In univariate analysis, erythrocyte SOD1 activity
was lower in patients who developed AKI. The ROC curve analysis revealed that lower erythrocyte SOD1 activity was
associated with AKI development (AUC 0.686; CI 95 % 0.595-0.777; p < 0.001) at the cutoff of <3.32 U/mg Hb. In the
logistic regression models, SOD1 activity higher than 3.32 U/mg Hb was associated with protection of AKI develop-
ment when adjusted by hemoglobin, phosphorus and APACHE Il score (OR 0.309; Cl 95 % 0.137-0.695; p = 0.005) and
when adjusted by age, gender, chronic kidney disease, admission category (medical or surgery) and APACHE Il score
(OR 0.129; Cl 95 % 0.033-0.508; p = 0.003).

Conclusions: In conclusion, our data suggest that erythrocyte SOD1 activity could play a role as an early marker of
septic AKl and could be seen as a new research avenue in the field of biomarker in AKI. However, our study did not
show a strong correlation between SOD activity and AKI. Nevertheless, these original data do warrant further research
in order to confirm or not this hypothesis.

Keywords: Superoxide dismutase, Acute kidney injury, Sepsis, Oxidative stress

Background [1]. It is estimated that AKI develops within the first 24 h
Acute kidney injury (AKI) is one of the most serious and  in 51-64 % of patients with sepsis with hypotension [2].
frequent complications of sepsis in critically ill patients  Septic shock is the major cause of death in the intensive
care unit (ICU), and the presence of AKI in these patients
leads to an increase in mortality [3].
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specificity for the detection of renal dysfunction [5]. In
this way, the development of biomarkers for the early
detection of AKI is a research priority [6]. Some AKI
markers are currently being intensely studied in several
different clinical situations, mainly in critically ill patients
[7-11]. However, some of these markers could be influ-
enced by systemic inflammation and infections, and early
AKI predictors in patients with sepsis are still lacking.

A barrier to uncovering new specific biomarkers for
sepsis-induced AKI is a lack of understanding of its
pathophysiology. It is known that the oxidative stress
caused by sepsis is one factor responsible for its devel-
opment [12, 13]. Oxidative stress is regulated by a bal-
ance between the rates of reactive oxygen species (ROS)
generation and antioxidant systems, including superox-
ide dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxidase,
thioredoxin and vitamins [14]. SOD is considered to be
the first line of defense against ROS because it catalyzes
the dismutation of superoxide radicals to a less reactive
product, hydrogen peroxide. Increased ROS production
or an impaired antioxidant system will lead to oxidative
damage to proteins, lipids and DNA. There is no ideal
marker for oxidative stress; however, with regard to lipid
peroxidation, malondialdehyde (MDA) is one of the most
commonly used markers for the determination of oxida-
tive stress in humans [15].

Experimental and clinical studies of chronic kidney dis-
ease showed that SOD levels were reduced and markers
of oxidative damage were increased in this scenario [16—
18]. In addition, strategies to increase SOD activity with
recombinant SOD molecules and gene transfer led to
reduced inflammation and oxidative stress in experimen-
tal models of ischemia—reperfusion and contrast-induced
AKI [19-21]. It is also interesting to observe that in
patients submitted to kidney transplantation, MDA levels
were predictors of graft dysfunction [22, 23]. Despite the
importance of oxidative stress, SOD1 activity has not yet
been evaluated as predictor of AKI in patients with septic
shock.

Therefore, the aim of our study was to evaluate the
erythrocyte SOD1 activity as predictor of AKI in patients
with septic shock.

Methods
This prospective observational study was conducted
from May 2014 to June 2015 with patients admitted to
the intensive care unit of our hospital. The protocol was
approved by the ethics committee of our institution
(30457414.7.0000.5411). Written informed consent was
obtained from all patients or relatives prior to their inclu-
sion in the study.

This study was a subanalysis of a larger unpublished
study, which evaluated the relationship between oxidative
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stress and mortality in patients with septic shock. The
sample size was calculated using the Fisher and Belle
formula, with the following variables: mortality rate of
septic shock 40-60 %, 95 % confidence interval and 10 %
sample error. The result was a minimum sample size of
96 patients.

Patients were eligible for enrollment if they were
18 years or older and had septic shock on ICU admis-
sion. Exclusion criteria were patients with AKI at ICU
admission, patients with stage 4 or 5 chronic kidney
disease (CKD) (creatinine clearance lower than 30 mL/
min/1.73 m?), a delay in septic shock diagnosis (longer
than 24 h), pregnant women, patients with confirmed
brain death, patients in palliative care, and those who
used vasoactive drugs for <24 h.

At the time of the patients’ enrollment, demographic
information, the Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation (APACHE II) score and the Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) score were recorded. Blood
samples were taken within the first 24 h of the patient’s
admission, after hemodynamic stabilization, to deter-
mine the erythrocyte SOD1 activity. All patients were
followed during their ICU stay, and the development of
AKI was evaluated. Mortality rate and the length of the
ICU stay were also recorded.

Septic shock was defined according to Survival Sepsis
guidelines [24], and AKI was defined according to Kidney
Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) criteria,
using the increase in serum creatinine >0.3 mg/dL within
48 h or increase in serum creatinine >1.5 times baseline
within 7 days [25]. Classification of AKI remains chal-
lenging because serum creatinine measurements, before
the inciting illness, are often missing. In the absence of a
standard method to accommodate missing values, inves-
tigators have used a variety of surrogate measures. One
of these methods is to use the baseline creatinine as the
lowest creatinine value in the last 6 months before AKI
or, for those without this measurement, the lowest value
achieved during hospitalization in the absence of dialysis
[26, 27]. This was the definition we used of baseline cre-
atinine in our study. CKD was defined as glomerular fil-
tration rate lower than 60 mL/min/1.73 m? using baseline
creatinine and CKD Epidemiology Collaboration equation
(CKD-EPI) (GFR = 141 x min(Scr/k, 1)a x max(Scr/x,
1) — 1.209 x 0.993 Age x 1.018 [if female] _ 1.159 [if
black], where Scr is serum creatinine, x is 0.7 for females
and 0.9 for males, a is —0.329 for females and —0.411 for
males, min indicates the minimum of Scr/x or 1, and max
indicates the maximum of Scr/x or 1) [28].

To understand the behavior of erythrocyte SOD1 activ-
ity in our patients with septic shock, we also evaluated
these variables in 17 control subjects (non-hospitalized
individuals without any acute disease).
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Laboratorial analysis

Total serum levels of sodium, potassium, phosphorus,
C-reactive protein (CRP), albumin, creatinine and urea
were measured using the dry chemistry method (Ortho-
Clinical Diagnostics VITROS 950%, Johnson & Johnson),
and lactate was measured using a Roche OMNI® S Blood
Gas Analyzer. Hemograms were performed with a Coulter
STKS hematologic autoanalyzer (Luton/Bedfordshire, UK).

Serum MDA concentration

Serum MDA levels were analyzed based on the reac-
tion with thiobarbituric acid by high-performance liquid
chromatography (HPLC) according to a method devel-
oped by Katepe [29]. UV detection was performed at
532 nm.

Erythrocyte SOD1 activity

The SOD enzyme activity in erythrocytes was determined
in a Lyasis biochemical analyzer according to methodol-
ogy recommended by the manufacturer (Ransod kit; Ran-
dox Laboratories Ltd., Crumlin, Antrim, UK) [30].

Statistical analysis

Data are expressed as the mean + SD, the median (includ-
ing the lower and upper quartiles) or percentage. Com-
parisons between two groups for continuous variables
were made using Student’s ¢ test or the Mann—Whitney
U test. Comparisons between two groups for categori-
cal variables were made using the y* test or Fisher’s exact
test. Comparisons between continuous variables were
made using Spearman correlation test. Receiver operat-
ing characteristic (ROC) curve analysis was performed to
determine the performance of erythrocyte SOD1 activity
to predict AKI development. A logistic regression model
was used to predict AKI. We constructed two regression
models. Erythrocyte SOD1 activity was tested as a cate-
gorical variable (>3.32 U/mg Hb, cutoff obtained by ROC
curve). In the first model, erythrocyte SOD1 activity was
adjusted with parameters that exhibited significant differ-
ences in the univariate analysis. The only exceptions were
variables with high collinearity among them (urea, cre-
atinine, potassium, MDA, CKD and SOFA score). In the
other, SOD1 was adjusted by age, gender, CKD, admis-
sion category (medical or surgery) and APACHE II score.
Data analysis was performed using SigmaPlot software
for Windows v12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA,
USA). p values lower than 0.05 were considered statisti-
cally significant.

Results

During the study, 175 consecutive patients were admit-
ted with a diagnosis of septic shock in the ICU; how-
ever, 43 patients were excluded (presence of AKI at ICU
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admission: 27 patients; delay in septic shock diagnosis: 12
patients; presence of advanced chronic kidney disease: 4
patients). Thus, we evaluated 132 patients (Fig. 1). The
mean age was 63.2 £ 15.7 years, 53 % were male and the
median length of ICU stay was 8 days (4—16). The mor-
tality rate during the ICU stay was 65.9 %. Median eryth-
rocyte SOD1 activity was 2.92 (2.19-3.92) U/mg Hb.

Among those patients with septic shock, 50.7 % devel-
oped AKI during the ICU stay. We have baseline serum
creatinine levels in 37 patients of 67 patients who devel-
oped AKI, and in 30 patients, we used the lowest value
achieved during hospitalization in the absence of dialy-
sis. Regarding KDIGO stages, 17.9 % were classified as
KDIGO 1, 19.4 % as KDIGO 2 and 62.7 % as KDIGO 3.
The median time for AKI diagnosis based on KDIGO cri-
teria was 2.3 days after admission. Among patients who
developed AKI, 24.5 % needed dialysis during the ICU
stay. The APACHE II and SOFA scores were also higher
in patients in the AKI group. The mortality rate increased
more than 30 % in patients with AKIL There were no dif-
ferences between groups in the other demographic and
clinical data (Table 1).

The laboratory data are presented in Table 2. Patients
who developed AKI had higher levels of potassium,
phosphorus, MDA, urea and creatinine and lower levels
of hemoglobin at baseline than patients without renal
injury.

Erythrocyte SOD1 activity was lower in patients who
developed AKI [non-AKI: 3.62 (2.59-4.34) vs AKL 2.62
(2.02-3.63) U/mg Hb; p = 0.001; Fig. 2]. It is also impor-
tant to observe that, although creatinine levels at ICU
admission were higher in patients who developed AKI
during ICU stay, erythrocyte SOD1 activity was not cor-
related with serum creatinine at ICU admission (Fig. 3).
Our patients with septic shock had higher levels of serum
MDA concentration [septic shock (n:132): 1.43 (0.77-
2.19) pmol/L; controls (n:17): 0.86 (0.49-1.07) pmol/L;
p = 0.003] and lower erythrocyte SOD1 activity [septic
shock (7:132): 2.92 (2.19-3.92) U/mg Hb; controls (#1:17):
4.35 (3.32-4.68) U/mg Hb; p = 0.001] when compared to
control subjects.

The ROC curve analysis revealed that lower erythro-
cyte SOD1 activity was associated with AKI development
(AUC 0.686; CI 95 % 0.595-0.777; p < 0.001) at the cut-
off of <3.32 U/mg Hb [sensibility: 68.7 % (CI 95 % 57.6—
79.8 %); specificity: 55.4 % (CI 95 % 43.3-67.5 %); positive
predictive value: 61.3 % (CI 95 % 50.3-72.3 %); negative
predictive value: 63.2 % (CI 95 % 50.7-75.7 %)] (Table 3;
Fig. 4).

In the logistic regression models, SODI1 activity
higher than 3.32 U/mg Hb was associated with protec-
tion of AKI development when adjusted by hemoglobin,
phosphorus and APACHE II score (OR 0.309; CI 95 %
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Fig. 1 Flow diagram of studied patients with septic shock
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0.137-0.695; p = 0.005) and when adjusted by age, gen-
der, CKD, admission category (medical or surgery) and
APACHE II (OR 0.129; CI 95 % 0.033-0.508; p = 0.003;
Table 4).

Discussion
The objective of our study was to evaluate the erythro-
cyte SOD1 activity as marker of AKI in patients with
septic shock. Although our study is a preliminary data,
it showed for the first time in septic shock patients that
erythrocyte SOD1 activity plays a role as a biomarker of
AKIL

Sepsis is defined as the presence (probable or docu-
mented) of infection together with a systemic inflam-
matory response [24]. Septic shock is defined as
sepsis-induced hypotension that persists despite ade-
quate fluid resuscitation [24]. Regardless of the creation
of international guidelines for the early diagnosis and
treatment of septic shock, its mortality remains high.
This mortality rate is even higher when septic shock is
associated with AKI. In our study, the mortality rate
increased more than 30 % in patients with AKIL Thus, the
early detection and treatment of patients who develop
AKI are extremely important.

Several studies were performed in different clinical
settings to identify biomarkers for AKI prediction, most
of them in critically ill patients [5-8, 10, 11]. Until now,
there have been four major categories of biomarkers for
AKT in these patients: functional markers, such as serum
creatinine; up-regulated proteins, such as NGAL and
IL-18; low molecular weight proteins, such as urine cys-
tatin C; and enzymes, such as alpha-glutathione s-trans-
ferase and pi-glutathione s-transferase [10]. Recently, the
combination of urine tissue inhibitor of metalloprotein-
ase 2 and insulin-like growth factor binding protein 7,
known as TIMP-2 x IGFBP7, was allowed for marketing
by the US Food and Drug Administration [11]. Up-reg-
ulation of these markers in patients with AKI has been
proposed to reflect their growth-inhibitory function due
to G1 cell-cycle arrest, a known consequence of AKI [11].
Despite all of these new markers, the prediction of AKI in
patients with septic shock is still challenging. A barrier to
uncovering new biomarkers for this scenario is a lack of
understanding of the pathophysiology of sepsis-induced
AKI [12, 13]. However, oxidative stress is a key feature of
sepsis and could be a common pathophysiological path-
way between septic shock and AKI [31].



Costa et al. Ann. Intensive Care (2016) 6:95

Table 1 Demographic and clinical data of 132 patients

with septic shock

Variable Acute kidney injury p value
Yes (n = 67) No (n = 65)

Age (years) 67.0 (59.0-75.0) 64.0 (50.5-72.5) 0.20
Male, n (%) 35.0(52.2) 35(53.8) 0.99
APACHE Il score 187 £6.0 160+ 64 <0.001
SOFA score 10.0 (8.0-12.0) 8.0 (7.0-9.5) <0.001
RBC transfusions, n (%) 36 (53.7) 29 (44.6) 0.38
Steroids, n (%) 38(56.7) 30 (46.2) 0.30
Admission category, n (%)

Medical 18 (26.9) 27 (41.5) 0.11

Surgery 49 (73.1) 38 (58.5)
Sepsis focus, n (%) 046

Respiratory 42 (62.7) 34 (52.3)

Abdominal 16 (23.8) 16 (24.6)

Urinary 3(4.5) 4(6.2)

Others 6(9.0) 11 (16.9)
Dialysis, n (%) 11(16.4) 0(0) 0.002
CKD, n (%) 57 (85.1) 7(10.8) <0.001
MV, n (%) 60 (89.6) 55 (84.6) 0.56
Length of ICU stay (days) 7.0 (5.0-15.0) 9.0 (4.0-16.5) 0.63
ICU mortality, n (%) 52.0(77.6) 35.0(53.8) 0.007

Data are expressed as the mean + SD, median (including the lower and upper

quartiles) or percentage

APACHE Il Acute Physiology and Chronic Health Evaluation, SOFA Sequential

Organ Failure Assessment, RBC red blood cells, CKD chronic kidney disease, MV
mechanical ventilation, ICU intensive care unit

Table 2 Laboratory data of 132 patients with septic shock

Variable Acute kidney injury p value
Yes (n = 67) No (n = 65)

Lactate (mmol/L) 22(1.4-35) 21(1.1-34) 0.78
Hemoglobin (g/dL) 11.0(9.1-12.0) 11.6 (10.0-12.7) 0.025
Hematocrit (%) 32064 341 57 0.06
Leukocytes (10°/mm?®)  166(12.2-216) 163 (122-240)  0.89
Sodium (mmol/L) 145 (140-149) 141 (137-148) 0.21
Potassium (mmol/L) 45409 41407 0.013
Phosphorus (mg/dL) 47 (34-6.6) 3.9(2.7-49) 0.004
Glycemia (mg/dL) 145 (118-186) 146 (115-184) 0.87
CRP (mg/dL) 36.0(28.0-44.1)  32.0(8.5-41.5) 0.07
MDA (umol/L) 1.65 (1.02-2.52) 1.25(0.60-2.01) 0.009
Albumin (g/dL) 2.3(2.0-25) 2.1(1.8-2.8) 0.61
Urea (mg/dL) 95 (67-159) 53 (32-86) <0.001
Creatinine (mg/dL) 2.1(1.6-2.6) 0.7 (0.5-1.1) <0.001

Data are expressed as median (including the lower and upper quartiles)

CRP C-reactive protein
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Table 3 Cross-tabulation of erythrocyte SOD1 activity
and acute kidney injury development

Erythrocyte SOD1 activity Acute kidney injury

Yes No Total
<3.32 U/mg Hb (positive) 46 29 75
>3.32 U/mg Hb (negative) 21 36 57
Total 67 65 132

Oxidative stress is characterized as an imbalance
between ROS and antioxidant pathways, leading to
oxidative damage to proteins, lipids and DNA. At the
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Table 4 Logistic regression model for the prediction
of acute kidney injury in 132 patients with septic shock

Variable OR 1C 5-95 % p value
SOD1 >3.32 U/mg Hb? 0.326 0.158-0.671 0.002
SOD1 >332 U/mg HbP 0.129 0.033-0.508 0.003
SOD1 >3.32 U/mg Hb® 0.309 0.137-0.695 0.005

@ Unadjusted

b Adjusted by gender, age, chronic kidney disease, admission category and
APACHE Il score

¢ Adjusted by APACHE Il, phosphorus and hemoglobin

nanomolar scale, ROS play an important role in physi-
ological processes by functioning as a second messenger
in signal transduction pathways [32]. However, at the
micromolar scale, ROS is associated with oxidative injury
[32]. SOD is considered the first line of defense against
ROS, consisting of three isoenzymes: copper/zinc SOD
(SOD1), which is localized in the cytosol, nucleus and
intermembrane space of mitochondria; manganese SOD
(SOD2), which occurs in the mitochondrial matrix; and
extracellular SOD (SOD3) [33]. SOD1 is the most abun-
dant member of the family of antioxidant enzymes, rep-
resenting approximately 90 % of SODs [34].
Experimental studies showed that SOD concentration
and activity are reduced in chronic kidney injury [17,

19-21]. Vaziri et al. showed that SOD concentration was
reduced and nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate (NADPH) oxidase expression was increased in the
kidneys of rats submitted to nephrectomy [17]. Addition-
ally, in studies with recombinant SOD molecules and
SOD gene transfer, the animals submitted to these inter-
ventions presented reduced inflammation and oxidative
stress in experimental models of ischemia—reperfusion
and contrast-induced AKI [19-21].

In a clinical study with 134 individuals, Magalhdes
et al. compared hemodialyzed patients with healthy con-
trols and showed that the activity of SOD is reduced in
patients with chronic renal failure undergoing hemodi-
alysis [16]. In our study, the activity of erythrocyte SOD1
was also lower in patients who developed AKI. This
association remains statistically significant, even after
adjustments for confounding variables in multivariate
regression analysis. It is also important to note that eryth-
rocyte SOD1 activity was lower and serum MDA concen-
tration was higher in septic shock patients compared to
control subjects. Thus, our results suggest that patients
with septic shock had an impaired SODI1 response and
increased oxidative stress, and this behavior was more
pronounced in patients who developed AKI. In addition,
this lower SOD1 activity occurred in the first 24 h of ICU
admission.
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The AUC of erythrocyte SOD1 activity was only 0.686;
however, comparisons of AUCs of several biomarkers for
AKI prediction showed also a poor performance with a
huge variation in its values [35, 36]. Thus, our data sug-
gest that erythrocyte SOD1 activity could be used as an
early predictive marker of AKI.

It is important to remember that patients with chronic
kidney disease have an increased risk to develop AKI.
This could explain why our patients who developed AKI
had higher levels of creatinine at ICU admission. Despite
that, there was no correlation between creatinine at ICU
admission and erythrocyte SOD1 activity. Thus, our
results were not influenced by the initial difference in
kidney function.

Considering that the development of AKI in patients
with sepsis is related to increased mortality, the identi-
fication of early biomarkers of renal injury is extremely
important. Erythrocyte SOD1 activity was associ-
ated with AKI detection 2.3 days before the KDIGO
criteria. Our results have important clinical implica-
tions because we were able to identify patients at risk
of developing AKI earlier. Thus, patients at risk of AKI
could be treated more aggressively, improving septic
shock outcomes.

We should consider some limitations of this study.
We only included patients from a single medical center.
Regarding AKI definition, we only have baseline serum
creatinine of 55 % of patients who developed AK]I, for the
others we used the lowest value achieved during hospi-
talization in the absence of dialysis. Moreover, AKI was
defined based upon the serum creatinine levels and not
urine output. In addition, due to the relatively small num-
ber of patients, analysis of SOD1 according to the stage
of AKI was not performed. Timing of antibiotic dosing
was also not recorded, and blood was taken within the
first 24 h, which is a relatively large window. Finally, the
AUC of erythrocyte SOD1 activity was only 0.686, and
our study is a preliminary data with a limited internal and
external validity. Despite these limitations, we strongly
believe that our data contribute relevant knowledge
regarding the roles of SOD as early predictor of AKI in
patients with septic shock.

Conclusions

In conclusion, our data suggest that erythrocyte SOD1
activity could play a role as an early marker of septic AKI
and could be seen as a new research avenue in the field
of biomarker in AKIL. However, our study did not show a
strong correlation between SOD activity and AKI. Never-
theless, these original data do warrant further research in
order to confirm or not this hypothesis.
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